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RESUMO

Neste trabalho apresentamos a sintese, caracterizacéo e estudo da atividade
biologica frente a linhagens de células leucémicas humanas (THP-1 e U937)
induzida por sete complexos mononucleares de cobre (II): [Cu(L1)Cly] (Ci),
[Cu(L3)Cly] (Cs), [Cu(L4)CIICIO4.H20 (Cy), [Cu(Ls)Cly].CH30H (Cs), [Cu(Le)CIICLHO
(Ce), [Cu(L7)CI2].H20 (C7) e [Cu(Lg)CIICIL.H,0O (Cs), onde L;= bis-(2-piridilmetil)amina;
Ls= 1-cloro-3-[(1-hidroxietil)(piridil-2-il)amino]propan-2-ol; Ls= 1[(piridina-2-il-metil)-
amino]-propan-2-ol; Ls= 3[(2-hidroxietil)(2-metilpiridil)Jamino]-1-cloro-propan-2-ol; Le=
2-[piridil-(2-il-metil)amino]etanol; L= N,N-bis-(piridil-(2-il-metil)[(3-cloro)(2-
hidroxi)]propilamina; Lg= N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-
hidroxi)]propilamina. Os ligantes foram previamente sintetizados e caracterizados por
espectroscopia de infravermelho e ressonancia magnética nuclear de *H e *3C. Apés
a caracterizagdo dos ligantes, reagiu-se estes com CuCl,.2H,O obtendo-se os
respectivos complexos de cobre(ll). Estes complexos foram caracterizados por
analises fisico-quimicas, como espectroscopia de infravermelho, analise elementar,
condutivimetria, eletroquimica, espectroscopia eletrénica, espectrometria de massas
com ionizacgao por electrospray (ESI-(+)-MS) e difracdo de raios X, sendo esta ultima
utilizada para a caracterizagéo dos complexos C;, C3, C4 € Cg. Os estudos de raios X
indicaram a formacdo de complexos mononucleares pentacoordenados, com
geometria piramidal de base quadrada distorcida. Visto que o DNA € um alvo no
estudo de compostos metédlicos com acdo antitumoral, foi investigada a interacao
dos complexos Cg e Cg frente ao DNA plasmidial. Foi verificado que ambos
promovem efetivamente a clivagem do DNA plasmidial superenovelado, em
temperatura e pH fisiolégicos, resultando nas formas circular e linear. Desta forma,
baseado nestes resultados, ambos complexos podem ser considerados como
modelos funcionais para as nucleases naturais. Uma correlacdo direta entre
clivagem de DNA e atividade antitumoral para complexos metalicos é observada na
literatura. Assim, foi investigada a atividade dos sete complexos frente a linhagens
de células leucémicas humanas (THP-1 e U937). A inducdo de morte celular por
apoptose promovida pelos complexos foi avaliada pela utilizagdo dos corantes
laranja de acridina/brometo de etidio, empregando-se diferentes concentracdes dos
complexos (400, 200, 100, 50, 25 e 10 umol/L), nos tempos de 12, 24 e 36 h. Os

complexos C;, Cs, Cs, Cg, C7 € Cg induziram morte celular por apoptose frente as



células THP-1 na menor concentracdo utilizada, enquanto que somente 0s
complexos C; e Cg induziram morte celular por apoptose frente as células U937, na
maior concentragao utilizada neste estudo (400 pmol/L). A fim de melhor comparar
os resultados, foi obtido o valor da DEsy para todos os complexos investigados. Os
resultados deste estudo indicam que as estruturas dos complexos tém grande
influéncia sobre suas atividades bioldgicas, sendo possivel estabelecer uma

correlacdo entre atividade biologica e estrutura dos complexos.

Palavras-chave: complexos de cobre(ll), nucleases sintéticas, atividade citotoxica.



ABSTRACT

This work presents the synthesis, characterization and studies of the biological
activity against human leukemia cell lines (THP-1 and U937) of seven mononuclear
copper complexes: [Cu(L1)Cly] (C1), [Cu(L3)Cly] (Cs), [Cu(Ls)CICIO4.H,O (Ca),
[Cu(Ls)CI;].CH30OH  (Cs), [Cu(Lg)CIICLLH,O (Cs), [Cu(L7)CI].H,O (C7;) and
[Cu(Ls)CIICI.H20 (Cs), where L;= 1-[(pyridine-2-ylmethyl)-amino]-propan-2-ol; Lz= N-
2-[(pyridine-2-ylmethyl)amino]ethanol; Ls= 1[(pyridin-2-yl-methyl)-amino]-propan-2-ol;
Ls= (bis-2-pyridylmethyl)amine); Ls=[1-(bis-pyridin-2-ylmethyl-amino)-3-chloropropan-
2-ol]; Lz= (2-hydroxybenzyl-2-pyridylmehyl)amine; Lg= (N-(2-hydroxybenzyl)-N-(2-
pyridylmethyl)[(3-chloro)(2-hydroxy)]propylamine). The ligands were synthesized
previously and characterized by IR spectroscopy and *H and *C NMR. After the
characterization of the ligands, reactions with Cu(ll) salts were performed in order to
obtain the copper complexes. The complexes were characterized by physical-
chemical analysis, such as IR spectroscopy, elemental analyses, conductivimetry,
electrochemistry, electronic spectroscopy, mass spectrometry (ESI-(+)-MS), and X-
ray diffraction, the last of which was utilized for the characterization of complexes Ci,
Cs, C4 and Cg. X-ray studies indicate the formation of pentacoordinated mononuclear
copper(ll) complexes, with square-pyramidal geometry. Since DNA is supposed to
be one of the targets for metal-based antitumor compounds, the interaction of
complexes Cg and Cg and plasmid DNA was investigated. It was verified that both of
them effectively promoted the cleavage of double-strand plasmid DNA at
physiological pH and temperature, rendering the circular and linear forms. Thus,
based on these results, both complexes could be considered functional models for
the natural nucleases. As a direct correlation between cytotoxicity and DNA binding
has been observed in the literature for anticancer complexes, the activity of these
seven complexes against human leukemic cell lines (THP-1 and U937) was
investigated. The apoptosis induced by the complexes was evaluated by acridine
orange/ethidium bromide staining, varying the concentration of the complexes (400,
200, 100, 50, 25 and 10 pmol/L) and the time (12, 24 and 36 h). Complexes Ci, Cs,
Cs, Cs, C; and Cg induced apoptosis of THP-1 cells at low concentrations while
complexes C; and Cg induced apoptosis of U937 cells at the highest concentration
(400 pmol/L). In order to compare the results, the DEs for all the complexes under

investigation were obtained. These results indicate that the structures of the



complexes have a great influence on the biological activity and that it was possible to
establish a correlation between biological activity and the structure of the complexes.

Key words: copper(ll) complexes, synthetic nucleases, citotoxic activity.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Papel do Cobre em Sistemas Biologicos

O cobre é considerado um elemento tragco essencial, sendo um dos
constituintes de importantes metaloenzimas. No entanto, o ion cobre livre é muito
toxico devido a sua capacidade de reagir com peréxido de hidrogénio gerando
radicais hidroxila altamente reativos. Conseqientemente, o cobre livre dentro da
célula encontra-se abaixo de 10™° mol.L™" (calculado)/ 10*? mol.L™* (observado),
sendo considerado venenoso quando em concentracdes acima de 10™° mol.L™ no
citoplasma (MUFTI et al, 2007; BENTO et al., 2006; WILLIAMS, 2001; FRAUSTO,
2001; WILLIAMS, 2000; SOLOMON et al, 1996; KLINMAM, 1996; KAIM, 1994).

A maioria das metaloenzimas de cobre estd associada principalmente a
reagcbes de oxidagao/redugdo, integrando sistemas nervosos e mediando o
transporte e a ativacdo de oxigénio molecular em varios sistemas biologicos. Nestas
metaloenzimas, o0 sitio ativo compreende centros de cobre mono, di e/ou
trinucleares, nas quais os ions cobre apresentam uma variedade de nameros de
coordenacao e estereoquimicas.

As enzimas de cobre sao divididas em trés categorias: Tipo |, Tipo Il e Tipo lli
(Figura 1). O Tipo | compreende as metaloenzimas que apresentam apenas um
centro metalico, o qual esta coordenado a trés ligantes, sendo estes uma cisteina e
duas histidinas, podendo ainda estar coordenado a ligantes mais fracos como o
enxofre, da metionina, e oxigénio. Conhecidas como proteinas ‘azuis’ de cobre,
estas atuam como transportadores de elétrons, ao mudar seu estado de oxidacao de
Cu?* a Cu* e vice-versa. Sua coloracéo, muito intensa, é devido a transicdes d-d,
além de transicdes de transferéncia de carga entre Cu e S. Entre os exemplos estao
a plastocianina e a azurina. A estrutura cristalina destas proteinas indica que os
centro metéalico possui uma coordenacao tetraedral distorcida (BENTO et al., 2006;
SOLOMON et al., 1996, KAIM, 1994).

As metaloenzimas do Tipo Il sdo conhecidas como proteinas ‘ndo-azuis’ de
cobre, cuja fungéo é a ativagdo do O,, com o cobre no estado +1, em cooperagao a
coenzimas organicas. Possui uma estrutura essencialmente planar. Devido ao efeito

Jahn-Teller sobre o Cu(ll), estas proteinas fazem fracas coordenacdes adicionais.
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Podemos citar como exemplos a galactose oxidase e amina oxidases (BENTO et al.,
2006; SOLOMON et al., 1996, KAIM, 1994).

As metaloenzimas de cobre do Tipo Ill estdo envolvidas no transporte de O, e
oxidacao de polifenois, com os dois atomos de cobre no estado +1. Como exemplos
podemos citar a catecol oxidase, a tirosinase e a hemocianina. Estas metaloenzimas
apresentam dois centros de cobre em seu sitio ativo, estando ambos coordenados a
histidinas, além de uma ponte alcoxo (BENTO et al., 2006; SOLOMON et al., 1996,
KAIM, 1994).
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Figura 1. Metaloenzimas de cobre A) Tipo I, B) Tipo Il e C) Tipo Il (KAIM, 1994).

1.2. As hidrolases naturais

A obtencdo de informacdes sobre as propriedades e modo de acdo das
metaloenzimas tém despertado a atencdo dos pesquisadores. Isto se deve, em
grande parte, ao fato destas metaloenzimas exercerem papéis de fundamental
importancia na manutencao da vida dos seres vivos. De forma geral, as enzimas
aceleram reacdes quimicas especificas em condi¢cdes brandas de pH e temperatura,
promovem reacdes sem a formacao de produtos laterais e apresentam um alto grau

de especificidade por seus substratos.
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As enzimas séo classificadas de acordo com o tipo de reacdes que
promovem. Entre as varias classes de enzimas (oxirredutases, transferases,
hidrolases, liases, isomerases, ligases), a classe das hidrolases tem despertado
grande interesse dos pesquisadores. Estas promovem a hidrélise de uma vasta série
de ligagbes quimicas, como por exemplo, as ligacbes peptidicas, presentes nas
proteinas, e as ligacdes nucleotidicas, presentes no DNA e no RNA (RAW et al.,
1981; GANI, 1997). Pode-se dizer que estes ultimos sdo os mantenedores da vida,
pois trazem consigo as informacdes do codigo genético, sendo utilizados na sintese
de proteinas. Qualquer mutagdo na sequéncia do DNA, na perda pelo mRNA ou
pela degradacdo de uma proteina essencial, pode acarretar na inibicdo da sintese
protéica ou sua sintese descontrolada, o que pode conduzir a sérias consequéncias,
como levar ao desenvolvimento de células cancerigenas (HEGG e BURSTYN,
1998).

A estabilidade cinética destas biomoléculas é notavel. O tempo de meia-vida
para a hidrolise da ligacéo fosfodiéster do DNA, em pH neutro e 25T € estimado em
130.000 anos. Ja as ligacbes fosfodiéster do RNA sdo hidrolisadas mais
rapidamente, tendo um tempo de meia-vida estimado em quatro anos. Os
aminoacidos que se ligam formando peptideos nas proteinas tém um tempo de
meia-vida de pelo menos sete anos no pH neutro, a 25 € (RADZICKA e
WOLFENDEN, 1995; THOMPSON et al., 1995).

A elevada estabilidade destas ligacbes, a qual €é responsavel pela
manutencdo das caracteristicas genéticas e pela perpetuacdo das mesmas, pode
ser um problema. Por exemplo, proteinas e DNA estranhos, uma vez reconhecidos,
necessitam ser destruidos (DIXON e WEBB, 1979). A natureza encontrou meios de
hidrolisar o DNA em menos de 1 segundo, utilizando certos tipos de hidrolases,
denominadas nucleases, as quais atuam sobre os acidos nucléicos (DNA e RNA),
tendo como funcgéo principal a manutencéo da integridade do codigo genético, pois
excluem unidades que sofreram mutacbes ao longo de processos
bioquimicos/fisicos. Existem dois principais tipos de nucleases: as exonucleases,
que hidrolisam somente as ligagbes fosfodiéster mais externas do substrato,
removendo uma base a cada terminagao 5’ e 3’, e as endonucleases, que hidrolisam
as ligacoes fosfodiéster mais internas, causando rapidas mudancas no comprimento
das estruturas dos acidos nucléicos (FRANKLIN, 2001). Como exemplos podemos

citar a P1 (nuclease a qual apresenta trés centros de Zn®* em seu sitio ativo), a Eco
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RV (podendo apresentar diversos metais em seu sitio ativo, como Mg?*, Mn?*, Co*",
Ca®", Mg*/Ca*" e Mn?*/Ca*") (Figura 2).
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Figura 2. Exemplos de Endonucleases a) P1 e b) Eco RV (FRANKLIN, 2001).

1.3. Como as nucleases naturais e sintéticas atuam sobre o DNA?

O desenvolvimento de sistemas miméticos para metaloenzimas de cobre tem
provido importantes compostos, 0s quais tém permitido a compreensdo das
propriedades fisico-quimicas dos sitios ativos das metaloenzimas de cobre, assim
como a reatividade exibida pelas mesmas, sendo que alguns desses compostos
mostram atividades similares as apresentadas pelas metaloenzimas naturais (LEWIS
e TOLMAN, 2004; THAN et al.,, 1999; SELMECZI et al., 2003). O cobre tem se
mostrado um importante metal no desenvolvimento de nucleases sintéticas ou
artificiais, o que € evidenciado pelo grande numero de publicagbes sobre este
assunto, embora ndo sejam ainda conhecidas nucleases naturais que possuam
cobre em seu sitio ativo (TONDE et al, 2006; DHAR et al, 2004; SISSI et al, 2005;
UMA et al, 2006; ROSSI et al, 2005; COWAN, 2001; LIU et al., 2004).

O principal obstaculo para a hidrolise do DNA é a grande quantidade de
cargas negativas das estruturas poliméricas que inibem o ataque de espécies
nucleofilicas na estrutura do DNA. Desta forma, a neutralizacdo das cargas € um
dos varios mecanismos usados pelas nucleases naturais (LEWIS e TOLMAN, 2004).

Uma caracteristica quimica comum a um grande numero de nucleases naturais € a
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presenca de fons metalicos (Mg®*, Zn**, Mn**, Ca**, Fe?") em seu sitio ativo, aos
quais tém sido atribuido as seguintes funcgfes: (a) formacdo de nucledfilos fortes
(OH") em condi¢des suaves de pH; (b) suporte para o substrato (ligacdo com o grupo
fosfato); (c) neutralizacdo da carga do substrato; (d) ativacdo das ligacbes de
ésteres de fosfato; (e) estabilizacdo do estado de transicdo (HEGG, 1998; LIU et al.,
2004; COWAN, 2001; FRANKLIN, 2001; HECHT, 1996).

Uma das maneiras de estudar a influéncia dos metais sobre o DNA é
utilizando-se complexos metalicos que mimetizam a atividade das nucleases. Desta
forma, verifica-se que compostos de coordenacdo que apresentam atividade
hidrolitica sobre o DNA possuem comumente as seguintes caracteristicas: (a)
apresentam cargas positivas quando em solucdo, o que facilita a atracdo de tais
compostos pelo DNA, pois 0 mesmo apresenta cargas residuais negativas; (b)
possuem ambiente de coordenacéo insaturado ou contendo ligantes labeis, visando
que o ion metalico apresente posi¢cdes de coordenacdo livres que possam ser
ocupadas por grupos presentes no substrato, como, por exemplo, o grupo fosfato da
cadeia do DNA; (c) apresentam a possibilidade de formarem espécies nucleofilicas
(OH") em condicbes suaves de pH; (d) apresentam certa solubilidade em &gua; (e)
séo eletroquimicamente inertes em condigdes bioldgicas.

As mudancas conformacionais e as interacbes dos complexos com o DNA
sdo dependentes do numero de coordenacdo, geometria e tipos de ligantes que se
coordenam ao metal. O estabelecimento do tipo de interagcdo composto-DNA abre
um amplo leque de possibilidades para aplicagcdo dos mesmos, tendo em vista que
todo ser vivo, incluindo aqueles que agridem espécimes de interesse e ao homem,
sao dependentes do seu codigo genético para crescerem e se replicarem.

A cisplatina € um dos quimioterapicos inorganicos mais utilizados e um dos
agentes citotoxicos mais efetivos no tratamento de varios tipos de tumores malignos,
que incluem os de pulméo, cabeca, pescoco, bexiga, testiculo e outros (GONZALEZ
et al., 2001). As interacdes moleculares envolvidas nos mecanismos de acdo da
cisplatina ainda nao foram totalmente elucidadas, entretanto, ja esta claro que a
formacdo de adutos cisplatina-DNA, covalentemente ligados, afeta processos
celulares fundamentais, tais como inibicdo da replicacdo do DNA, supressédo da
transcricdo do RNA, reparo do DNA, distarbios no ciclo celular e inducdo de morte

celular por apoptose (WANG et al., 2004).
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A apoptose e a necrose sdo dois tipos de morte celular conceitualmente
distintas com caracteristicas morfologicas e bioquimicas proprias. No tratamento de
células e tecidos com cisplatina, pode-se observar, simultaneamente, os dois tipos
de morte celular (PESTELL et al., 2000). A necrose se caracteriza pelo aumento do
volume citoplasmatico e perda rapida da integridade da membrana celular. Em
contraste, a apoptose se caracteriza pela reducéo do volume celular, condensacéo
da cromatina nuclear, fragmentacdo do DNA e formacdo de corpos apoptoticos
(PULIDO e PARRISH, 2003).

Com a descoberta de que compostos como cis-[Pt(NH3).Cl,] e seus derivados
(carboplatina, oxaliplatina, ormaplatina) (PATRICK, 2001; REMERS, 1988) inibiam o
crescimento de células cancerigenas por atuarem sobre o DNA, abriu-se uma nova
frente de investigacdo que se ocupa em entender como 0sS compostos de
coordenacao interagem com a dupla fita do DNA. Atualmente sabe-se que essa
interagcdo pode ocorrer de diferentes formas: (a) interacdes nao-covalentes
(eletrostatica); b) interacdes covalentes; (c) interacdo por intercalacao; (d) interacao
por oxidacdo; (e) interacdo por hidrélise (HECHT, 1996). Enquanto a droga cis-
[Pt(NH3).Cl;] interage com o DNA pela formacao de ligagbes covalentes, um grande
namero de compostos de metais do primeiro periodo de transicéo interage por um
mecanismo oxidativo, devido a rica quimica redox apresentada por tais elementos
(BURROWS, 1998).

Compostos metdlicos que promovem a clivagem oxidativa do DNA
usualmente atuam promovendo a abstracdo de atomos de hidrogénio do anel da
ribose (Figura 3) ou das bases nitrogenadas. Como resultado desta abstragao, estas
unidades séo oxidadas, sendo que a migracdo de pares de elétrons resulta na
quebra da cadeia do acido nucléico. Embora ja existam farmacos que atuam sobre o
DNA seguindo o mecanismo oxidativo, como por exemplo, a bleomicina (PATRICK,
2001; REMERS, 1988), este mecanismo ndo é apropriado quando se pensa na
utilizacdo em biotecnologia, tendo em vista que a clivagem oxidativa do DNA atua de
forma diferente daquela apresentada pelas nucleases naturais, impossibilitando a
sua religagdo (BURROWS, 1998; COWAN, 2001). Além disso, a utilizacdo de
quimioterapicos com atividade oxidativa sobre o DNA pode resultar na producdo
descontrolada de espécies radicalares altamente reativas frente as células sadias.

Com base nestes aspectos, estudos tém sido realizados de forma a buscar
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compostos que possam atuar promovendo a clivagem hidrolitica do DNA (NEVES et
al., 2001; HORN JR et al., 2005).
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Figura 3. Um dos possiveis mecanismos para a clivagem oxidativa do DNA (HECHT, 1996).

Compostos de metais de transicdo que promovem a clivagem hidrolitica do
DNA (miméticos as nucleases naturais) usualmente possuem, em solucéo,
moléculas de dgua coordenadas ao sitio metalico e que sob condi¢des brandas de
pH podem ser transformadas no ion hidréxido. As moléculas de agua também
podem ser substituidas facilmente pelo grupo fosfato da cadeia do DNA. A
coordenacao do fosfato ao metal resulta na diminuicdo da densidade eletronica
sobre o atomo de fosforo, aumentando assim a sua eletrofilicidade. O aumento da
eletrofilicidade do atomo de fosforo faz com que espécies nucledfilicas ligadas ao
metal (OH") promovam um ataque sobre o0 mesmo, resultando em um intermediario
pentacoordenado, o qual sofre posterior clivagem da ligac&o fosforo-oxigénio (Figura
4). Vale destacar que as nucleases naturais atuam sobre o DNA seguindo um
mecanismo hidrolitico, resultando no produto de clivagem 3'OH-5fosfato ou
3’'fosfato-5’OH (HECHT, 1996). Somente residuos de DNA que apresentam estas

terminacbes sao suscetiveis de serem religados pelas enzimas ligases. Assim,
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somente o DNA clivado hidroliticamente por compostos de coordenacdo séo de
interesse para a area de biotecnologia, pois podem ser religados pelas ligases.

Figura 4. Proposta de mecanismo para a clivagem hidrolitica promovida por composto de
coordenacao, onde M = metal de transicédo, L = ligante (HECHT, 1996).

Mitic e colaboradores propuseram um novo mecanismo de clivagem hidrolitica
promovida pelos complexos [LFe(ll)(x-OAc),M]", onde M=Mn(ll) e Cu(ll) e L=2-
bis[{(2-piridil-metil)-aminometil}-6-{(2-hidroxi-benzil)-(2-piridil-metil) }Jaminometil]-4-etil-
fenol. Por este mecanismo, a ponte hidroxo e os grupos hidroxila terminais atuam
promovendo o ataque nucleofilico sobre o grupo fosfato da molécula de DNA (Figura
5). Este foi proposto para explicar a atividade de compostos modelo para as
Fosfatases Acidas Purpuras (PAPs) (MITIC et al, 2006).



28

Figura 5. Proposta de mecanismo hidrolitico promovida por compostoS de (A) Fe-Zn e (B) Fe-Cu
(MITIC et al, 2006).

Tradicionalmente, o estudo da interacdo complexo metélico-DNA é realizado
incubando-se o composto metélico na presenca da macromolécula (DNA),
verificando-se em seguida a acdo do mesmo pelo emprego de técnicas como
eletroforese, espectroscopia eletronica e de fluorescéncia (NEVES et al., 2001,
HORN JR. et al., 2005; WANG, 2004).

No caso da utilizacdo da eletroforese, usualmente o composto em estudo é
incubado com DNA plasmidial. O DNA plasmidial pode apresentar-se em trés formas
distintas: a forma superenovelada, a forma circular ou nicada e a forma linear (Figura
6). A forma superenovelada trata-se de moléculas do DNA com elevado grau de
torcdo e enovelamento, o que Ihe confere 0 menor volume dentre as trés formas
tipicas do DNA plasmidial. Esta caracteristica faz com que o mesmo apresente 0
maior deslocamento observado em um gel de agarose. No caso da forma circular ou
nicada, esta é resultante da clivagem de apenas uma das fitas da dupla hélice do
DNA superenovelado, o que possibilita o seu desenovelamento, resultando numa
estrutura circular. Esta forma do DNA plasmidial € a que apresenta o maior volume
e, portanto, a menor migracdo na eletroforese. Quando a clivagem ocorre
concomitantemente nas duas fitas da dupla hélice do DNA, e sendo estas clivagens
proximas uma da outra, a forma circular € transformada na forma linear. O seu
volume é intermediario entre o da forma superenovelada e o da forma circular,

resultando numa migracao intermediaria (KIRIN, 2004).
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Figura 6. Desenho esquematico mostrando as trés formas do DNA plasmidial. A direita ilustra-se o
padrdo de migracao de cada espécie em um experimento de eletroforese em gel de agarose.

Os complexos de cobre tém se mostrado altamente eficientes na mimetizacao
da atividade das nucleases naturais. Como exemplo tem-se 0 complexo
[Cu,""(tpbpd)(H20)4](ClO.)4], onde tpbpd=tetrapiridil bifenilenediamina, (Figura 7) o
qual foi avaliado quanto a sua eficiéncia em clivar a fita do DNA.

—|4+

7 N\ 7 N\
Hzo\ , N— — I\K /OH2
7\ 7\

Figura 7. Estrutura para o complexo [Cu,""(tpbpd)(H,0)4](ClO.).] (UMA et al, 2006).

Foi investigada a interacao entre este complexo e o DNA de timo de bezerro
(CT DNA) através da técnica de espectroscopia eletrbnica (Figura 8). Foram
observadas mudancas espectrais com 0 acréscimo gradativo de DNA em uma
solucdo contendo 20 pymol/L de solu¢cdo do complexo. Uma apreciavel mudanca na
intensidade da banda referente a transferéncia de carga em 330 nm é observada, na
presenca do DNA. Dois pontos isosbésticos foram observados em 357 e 372 nm.
Essas mudancas no espectro podem indicar a substituicio de moléculas de solvente
por moléculas de DNA, sendo este o primeiro critério que evidencia a clivagem
hidrolitica do DNA.
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Figura 8. Espectro de absorcdo para o complexo [Cuz"/"(tpbpd)(H20)4](CIO4)4] (20 umol/L) na
auséncia (----) e presenca (—), em varias concentracdes, de CT DNA (10-100 umol/L) (UMA et al,
2006).

A partir destes dados, foi investigada a habilidade do complexo em clivar o
DNA através da técnica de eletroforese em gel de agarose, empregando-se varias
concentracbes do complexo e varios tempos de corrida (Figura 9). Este estudo
mostrou que, na presenca do complexo, ocorre a clivagem da forma superenovelada

(forma ) para as formas nicada ou circular (forma 1l) e linear (forma Ill).

Farma ll

Farma lll
Forma l

Figura 9. CIivagem do pBR322 DNA (200 pmol/L) em diferentes tempos e concentracdes do
complexo [Cu,""(tpbpd)(H,0)4](ClO4)s em solucio tampdo Tris—NaCl (pH 7,5). Linha 1: DNA
controle; linhas 2—4: DNA + complexo (50 umol/L) para 30, 60 e 90 min, respectivamente; linhas 5,
6: DNA + complexo (100 ymol/L) para 10 e 20 min, respectivamente; linhas 7, 8: DNA + controle
(150 ymol/L) para 4 e 8 min, respectivamente (UMA et al, 2006).

A partir destes estudos formam deduzidas as constantes de velocidade de
clivagem para as varias concentracdes empregadas do complexo (Tabela 1) (UMA
et al, 2006).
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Tabela 1. Constantes de velocidade para a degradacado da forma | do DNA plasmidial pelo complexo
[Cu,"(tpbpd)(H,0)4](Cl0.).] (UMA et al, 2006).

Concentracdo do complexo Constante da velocidade de degradacéo
[Cu,""(tpbpd)(H,0)4](ClO.)4], em pmol/L do DNA plasmidial (102 s™)
50 0,28
75 0,60
100 0,89
125 1,3
150 1,8
175 15
200 0,90

A comparagdo entre o valor encontrado para o valor da constante de
velocidade de clivagem com os valores obtidos para outros complexos de cobre, os
quais clivam o DNA hidroliticamente (SISSI et al, 2005; IULIIS et al, 2000), indica
gue este complexo esteja promovendo a clivagem hidrolitica da fita do DNA.

Tonde e colaboradores investigaram o potencial de clivagem de trés

complexos de cobre, os quais possuem ligantes similares (Figura 10).

) & L;: R;=-OH ®)

R2 1,;R=R,=-OH
L3: Rl= R2= R3= -OH

R1 /O
(@]
\ y N/Cu\’
OH /O
o) O—Cu

Figura 10. (A) Estrutura para os ligantes L;-Ls; (B) ZORTEP para o complexo [CuL,], (TONDE et al,
2005).

O estudo de clivagem de DNA foi realizado utilizando o DNA plasmidial, em
condi¢cbes aerodbicas. Os resultados mostrados na Figura 11 e Tabela 2 indicam que
os complexos CuL; e CulLs; sdo mais eficazes na clivagem do DNA em comparacao

ao complexo CulL; (linhas 2, 3 e 4).
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1 2 3 4

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose (1%) mostrando os resultados de clivagem do DNA
plasmidial promovida pelos complexos (CuL;—CuLs). Condi¢c8es: DNA (0,3 ug); Cul,, CuL,, Cul; (500
pmol/L) em DMF (2 pL); Volume total: 10 uL; Tampdo: TBE, pH 8,2; Tempo de incubacédo: 30
min/37<C. Linha 1: DNA controle; Linha 2: DNA + CulL,; Linha 3: DNA + CulL,; Linha 4: DNA + Cul;
(TONDE et al, 2006).

Tabela 2. Comparacdo da eficiéncia de clivagem do DNA plasmidial (pBR322) promovida pelos
complexos Cul,, CuL, e CulLz (TONDE et al, 2006).

Forma (%)

Linha Condicbes | I "
1 DNA controle 70,8 23,6 5,6
2 DNA + Cul, 61,5 29,0 8,5
3 DNA + CuL, 57,2 34,9 6,5
4 DNA + CulL, 6,2 81,1 12,7

A possivel formacdo de radicais livres foi investigada utilizando como
indicador o corante rodamina B. Este experimento foi realizado incubando-se a
rhodamina B (10 umol/L) em presenca dos complexos CulL, e CulLz (100 pumol/L),
sendo monitorada a absorvancia em 552 nm, onde a degradacdo do corante
fornece, de forma direta, a concentracdo de radicais hidroxila contidos na mistura.
Como controle positivo foi realizado o experimento do corante com FeCl3+H,0,
(reacdo de Fenton), em condicbes anaerdbicas resultando no decréscimo da
absorvancia, indicando a presenca de radicais hidroxila. Como nao foram
observadas mudancas na absorvancia da rhodamina B com a adicdo dos
complexos, constatou-se a ndo formacdo de radicais pelos complexos, podendo,
assim, sugerir que a clivagem do DNA promovida por estes complexos segue um
mecanismo hidrolitico (TONDE et al, 2006).
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1.3. Motivacdo para o desenvolvimento de nucleases sintéticas:

desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento do cancer

A maioria dos casos de cancer (aproximadamente 80%) estdo relacionados
ao meio ambiente, no qual encontramos um grande numero de fatores de risco.
Além disso, os fatores de risco também podem ser hereditarios. As células tumorais
surgem quando ocorre alteragbes em genes especiais, denominados
protooncogéneses, que, a principio, sao inativos. Quando ativados, estes genes
transformam-se em oncogénes, responsaveis pela transformagdo das células
normais em cancerosas. A medida que as células cancerosas v&o substituindo as
normais, os tecidos invadidos perdem suas funcées (SPENCE, 2001; CHABNER,
1996).

Os principais tipos de tratamento para o cancer sdo a cirurgia, a radioterapia e
a quimioterapia. A quimioterapia tem como meta a destruicdo das células tumorais,
preservando as normais. No entanto, a maioria dos agentes quimioterapicos lesa
tanto células cancerosas como as normais, ja que estas drogas atuam de forma nao-
especifica. As células normais que mais sofrem com o0s quimioterapicos sdo as de
crescimento rapido, como as capilares, as gastrointestinais e as do sistema
imunoldgico, resultando em efeitos colaterais, tais como nauseas, perda de cabelo e
maior sensibilidade a infeccbées (MACHADO, 2000; SALMONM, 1998; OLIVEIRA,
2002).

O recente desenvolvimento de quimiotergpicos tem como objetivo promover a
morte de células cancerosas por apoptose. Esta estratégia esta relacionada a adicao
de agentes que afetem o ciclo celular e, conseqientemente, inibam a proliferacéo
destas células. Observou-se que a apoptose ocorre espontaneamente em células
tumorais, incentivando estudos os quais confirmaram que a maioria dos agentes
guimioterapicos levam a morte celular por apoptose, 0 que incentivou a procura de
novas drogas que promovam especificamente a morte celular por este mecanismo
(HORWICH, 1989).

O interesse nos complexos metalicos para o tratamento do cancer surgiu a
partir do grande sucesso da cisplatina como uma droga eficiente no tratamento de
tumores de testiculo e ovario (FRICKER, 1994). Ao se tratar células e tecidos com a
cisplatina pode-se observar, simultaneamente, os dois tipos de morte celular, a

apoptose e a necrose (PESTELL, 2000), sendo a apoptose a principal forma de



morte celular resultante da citotoxidade induzida pela cisplatina e seus analogos. A
inducdo de apoptose pela cisplatina parece estar associada principalmente a duas
proteinas, a p53 e a p73, que induzem o bloqueio do ciclo celular e resulta na
apoptose como resposta a danos no DNA celular (JORDAN, 2000). Adicionalmente,
estudos recentes sugerem que a proteina p53 seja uma das principais proteinas
reguladoras da apoptose, capaz de regular este processo pela interacdo com varias
moléculas que compdem as diferentes vias de sinalizacdo da apoptose
(JOHNSTONE, 2002).

Um dos grandes problemas na utilizacdo clinica da cisplatina e de seus
analogos (carboplatina, oxaliplatina) (Figura 12) é o surgimento de tumores
resistentes, mesmo canceres sensiveis a cisplatina podem desenvolver resisténcia
durante o tratamento (GALANSKI, 2003; JAKUPEC, 2003). Os possiveis
mecanismos de quimioresisténcia a cisplatina estdo associados a diminuicdo do
acumulo de droga intracelular, aumento da inativagdo da droga pelas metalotioninas
e glutationas, aumento da atividade de reparo do DNA danificado e alteracdo da
expressdo oncogénese e de proteinas reguladoras. Além disso, outro fator
indesejavel na terapia com a cisplatina sdo os efeitos colaterais, que incluem a
toxicidade renal e gastrointestinal, neuropatia periférica e ototoxicidade (BOULIKAS,
2003). Assim, estes fatores justificam a busca por novas drogas com significativa

atividade antitumoral e com reduzidos efeitos colaterais.

o)
Cl_ NH; N O NH;
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Figura 12. Estrutura da (a) Cisplatina e (b) Carboplatina.

A comprovacgdo da eficacia da hidrdlise do DNA por compostos metalicos
motiva a realizacdo de novos experimentos frente a sistemas mais complexos, como
por exemplo, células cancerigenas, tanto in vitro como in vivo. Compostos de
ruténio, como cis-[Cly(NH3)4Ru(llD]Cl, e (Him)[trans-[(Im).Cl;Ru(lll)] (Him= 1H-
imidazol e Im= imidazol), sdo exemplos de complexos que permitiram estabelecer
uma relacdo entre interacdo com o DNA e acao citotoxica. Ambos os complexos

induzem a formac&o de espécies reativas de oxigénio em ceélulas de tumor colon-
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retal causando a quebra da dupla fita do DNA. Por outro lado, complexos de Ru(lll) e
Ru(lV) com EDTA (acido etilenodiaminatetraacético) tém apresentado atividade
anticancerigena, aparentemente sem ligacao direta ao DNA (ROJAS et al., 1999).

Como exemplo da atividade citotéxica induzida por complexos de cobre temos
0 estudo realizado por Thati e colaboradores, 0s quais investigaram a atividade do
complexo ([Cu(cdoa)(phen),]) e dos ligantes cdoaH, e phen, frente as linhagens de
células humanas tumorais e nao-tumorais, sendo A-498 (célula de tumor renal),
Hep-G2 (célula de tumor hepatico), HK-2 (célula do tabulo proximal) e Chang (célula
saudavel hepatica). Os resultados obtidos mostraram que os complexos de cobre
apresentaram uma maior atividade citotoxica que os ligantes, com inducado de morte
celular por apoptose e necrose. As ceélulas tumorais apresentaram uma maior
sensibilidade aos compostos, sendo a atividade dos mesmos seis vezes maior que a
da cisplatina. Além disso, o complexo diminui a velocidade de sintese do DNA,
indicando que este pode estar interagindo com o DNA e alterando o seu ciclo celular
(THATI el al, 2007).

HO

Figura 13. Estrutura (A) do ligante [cdoaH;] e (B) do complexo [Cu(cdoa)(phen),] (THATI et al, 2007).

Puszko e colaboradores investigaram a atividade citotoxica in vitro de sete
complexos de cobre sintetizados a partir do ligante N-0xido 4-nitropiridina e seus
derivados metilicos, utilizando-se as linhagens celulares humanas: MCFG-7 (cancer

de mama), A 549 (cancer de pulméo) e SW 707 (adenocarcinoma de célon).
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l:l -

Figura 14. Estrutura para o ligante N-oxido 4-nitropiridina (PUSZKO et al, 2007).

O resultado deste estudo (Tabela 3) indicou que, de forma geral, o acréscimo
de grupos metil na estrutura do ligante N-6xido 4-nitropiridina, causa um decréscimo
na atividade citotoxica do respectivo complexo de cobre. O complexo 6 (Tabela 3), o
qual contém dois grupos metil em posicdo orto em relagcdo ao -NO,, apresenta-se
inativo frente as trés células estudadas, o que pode estar relacionado a mudancas
na hidrofobia frente a esta biomolécula (PUSZKO et al, 2007).

Tabela 3. Valores de ICs, para os complexos de cobre, frente as células MCFG-7, A549 e SW707
(PUSZKO et al, 2007).

Complexo MCF-7 A 549 SW 707
0 [Cu(npn?),Cl,.2H,0 4,51 31,01 26,25
1 [Cu(2-mnpn®),Cl,] 6,31 28,80 35,26
2 [Cuy(3-mnpn®),Cl,] 30,84 22,62 32,57
3 [Cuy(2,3- dmnpn®),Cly] 37,45 33,21 42,01
4 [Cu(2,5-dmnpn°),Cl,] 33,63 24,94 29,26
5 [Cu(2,6-dmnpn°),Cl, 28,75 27,07 32,26
6 [Cu(3,5-dmnpn°),Cl, Inativo Inativo Inativo
7 [Cu(2,3,6-tmnpn?),Cl, 75,37 60,21 100,00

a) npn= N-6xido 4-nitropiridina; b) mnpn= N-6xido metil 4-nitropiridina; c) dmnpn= N-6éxido dimetil 4-nitropiridina; d)
tmnpn= N-6xido trimetil 4-nitropiridina.

Até o momento, tem-se 0 conhecimento dos estudos da atividade citotoxica
de alguns complexos de cobre. Estes sdo de extrema importancia na busca de
novos farmacos para o tratamento do cancer. No entanto, com base nos resultados
obtidos até o momento, ainda ndo € possivel estabelecer uma correlacdo entre a
atividade de nuclease sintética e citotoxica, ja que pouco se sabe sobre o modo de

acdo destes complexos metélicos frente a células tumorais. Assim sendo, o
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desenvolvimento de novos complexos de cobre e o estudo da suas atividades de
nuclease sintética e citotoxica é de interesse, pois permitira a compreensao de
importantes questdes relacionadas ao mecanismo de morte celular, o que esta

intimamente associada a cura de doengas como o cancer.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Sintetizar compostos de coordenacdo de cobre, caracterizd-los por diversas
técnicas de andlise (caracterizacdo espectroscopica, eletroquimica, estrutural,
magneética e espectromeétrica) e avaliar a atividade destes compostos frente ao DNA

e a células tumorais.

2.2. Objetivos especificos

- Sintetizar ligantes polidentados N,O-doadores que permitam ao metal apresentar
ambiente de coordenacéo insaturado ou contendo ligantes l4beis. Neste projeto, €
proposta a sintese de oito ligantes:

L1 = bis-(2-piridilmetil)amina;

L, = (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina;

L3 = 1-cloro-3-[(1-hidroxietil)(piridil-2-il)amino]propan-2-ol;

L4 = 1[(piridina-2-il-metil)-amino]-propan-2-ol;

Ls = 3[(2-hidroxietil)(2-metilpiridil)amino]-1-cloro-propan-2-ol;

Ls = 2-[piridil-(2-il-metil)amino]etanal,

L7 = N,N-bis-(piridil-(2-il-metil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]propilamina;

Ls = N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]propilamina.

- Caracterizar os ligantes sintetizados através de ressonancia magnética nuclear de

hidrogénio e de carbono e espectroscopia de infravermelho;

- Caracterizar da forma mais completa possivel os complexos obtidos, utilizando-se
as seguintes técnicas: espectroscopias de infravermelho, eletrbnica, condutivimetria,
voltametria ciclica, analise elementar, difracdo de raios X e espectrometria de
massas com ionizacdo por electrospray. A investigacdo utilizando uma vasta
variedade de técnicas tem por meta entender o comportamento fisico-quimico e
estrutural do cobre quando complexado com os ligantes propostos e inferir como a

mudanca sistematica dos grupos coordenantes presentes nos ligantes influencia nas
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propriedades dos complexos. Para o desenvolvimento deste projeto, contamos com
a colaboracdo dos seguintes pesquisadores: Adailton Jodo Bortoluzzi (DQ-UFSC) e
Manfredo Hoérner (DQ-UFSM)- caracterizagcdo por difracdo de raios X de
monocristal), Marcos N. Eberlin (Laboratorio ThoMSon- Unicamp, caracterizacao por
espectrometria de massas com ionizacao por electrospray ESI-(+)-MS). As demais
caracterizagOes (espectroscopias de infravermelho, eletronica, caracterizacao
eletroquimica, caracterizacdo por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de

carbono e medidas de condutividade foram realizadas no LCQUI/UENF);

- Avaliar a atividade de nuclease dos compostos obtidos frente ao DNA plasmidial
através da analise de modificacbes conformacionais ou topoldgicas decorrentes de
clivagens, por mobilidade eletroforética. Este estudo foi realizado sob orientacédo do
Prof. Milton M. Kanashiro (LBR/CBB/UENF);

- Investigar a citotoxicidade in vitro dos compostos sintetizados frente a células
tumorais. Este estudo foi coordenado pelo Prof. Milton M. Kanashiro
(LBR/CBB/UENF);

- Avaliar a relacdo entre a atividade bioldgica e a estrutura dos complexos sob

investigacao (busca de correlagdes estrutura/atividade).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Técnicas empregadas

As reacOes de sintese dos ligantes e dos complexos foram realizadas
utilizando-se solventes de grau PA e reagentes de fontes comerciais (Aldrich, Acros,
Vetec, Synth e Merck), sem prévia purificacdo. As reacfOes organicas foram
acompanhadas por analise cromatografica em camada delgada (TLC) (silica gel 60
Fos4 — Merck), no solvente adequado. As reacbes foram realizadas sob agitagao
magnética e algumas delas sob aquecimento; neste caso, foi utilizado banho-maria.
Para tanto, foram utilizadas placas de agitacdo com aquecimento marca Fisatom ou
Fisher e termdmetro para o controle da temperatura do banho. Nas sinteses

organicas foi utilizado evaporador rotatorio marca Fisatom.

3.1.1. Espectroscopia de ressonancia magnética nucl  ear

Os compostos organicos foram analisados por ressonancia magnética nuclear
de carbono e hidrogénio, os quais foram registrados em um espectrometro Jeol
modelo Eclipse 400+, operando a 400 MHz para *H e 100 MHz para **C, utilizando-
se cloroférmio ou metanol deuterado como solventes. As solugcdes foram preparadas
a partir de 10-25 mg de amostra, em 550 pL de solvente em tubos de 5 mm com

TMS (tetrametilisilano) como referéncia interna.

3.1.2. Espectroscopia de infravermelho

As andlises de infravermelho dos compostos organicos e inorganicos foram
realizadas utilizando-se um espectrémetro de infravermelho Shimadzu FT IR 8300.
Os compostos analisados na forma de pastilhas de KBr, sendo que os compostos
organicos (na forma de 6leo) foram previamente dissolvidos em cloroférmio. Esta
solucdo foi adicionada sobre a pastilha de KBr e a andlise foi realizada apés a

evaporacao do solvente.
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3.1.3. Anélise elementar

Os complexos foram caracterizados em um analisador de CHN Perkin Elmer
2400, no Departamento de Quimica da UFSC.

3.1.4. Difracéo de raios X

Os dados foram coletados com um difratbmetro Enraf-Nonious CAD4 a
temperatura ambiente pelo Prof. Adailton J. Bortoluzzi (Departamento de Quimica da
UFSC) e, pelo Prof. Manfredo Hoérner (DQ-UFSM), em um Difratbmetro Nonius
Kappa-CCD dotado de detector de area e radiacdo Mo K(alfa). As estruturas foram
resolvidas por métodos diretos e refinados usando os programas SIR97 e
SHELXL97.

3.1.5. Condutivimetria

As medidas de condutividade foram obtidas em um condutivimetro Biocristal.
Utilizou-se solventes em grau espectroscépico e concentracdo de 1 mmol.dm® das

espécies analisadas. As medidas foram realizadas a 25<.

3.1.6. Espectroscopia eletronica

Os espectros eletronicos (200-1100 nm) foram obtidos em um espectrometro
de UV-Vis Shimadzu 1601, acoplado a um computador. As leituras foram realizadas
em cubetas de quartzo com caminho Optico de 1 cm, utilizando solventes de grau

espectroscopico.
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3.1.7. Espectrometria de massas com ionizacao por  electrospray (ESI-(+)-MS)

Os espectros de massas foram obtidos empregando-se um espectrometro de
massas Q-TOF (Micromass, Manchester, UK), no Laboratério ThoMSon, no
IQ/Unicamp, em virtude de colaboracdo com o Prof. Marcos N. Eberlin. A técnica de
ionizacao utilizada foi a de ionizacdo por eletrospray, em modo positivo (ESI-(+)-
MS). Condicbes empregadas: temperatura da fonte: 80T, temperatura de
dessolvacdo: 80C, voltagem: 40V, sendo os complexos de cobre diluidos em

metanol e 4gua (1:1).

3.1.8. Eletroquimica

Os voltamogramas ciclicos foram obtidos em um potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT 10. Nos experimentos foi utilizada uma célula eletrolitica com
sistema de trés eletrodos, sendo: 1- Eletrodo de trabalho: eletrodo de carbono vitreo;
2- Eletrodo auxiliar: eletrodo de platina; 3- Eletrodo de pseudo-referéncia: fio de
platina (BOTT, 1995). Para o caso do complexo C;, 0 eletrodo de Ag/AgCI foi
utilizado como referéncia. Os complexos foram dissolvidos em solvente de grau
espectroscopico (acetonitrila, dimetilformamida, dimetilsulfoxido) ou em agua
desionizada. A esta solucéo foi adicionado perclorato de litio 0,1 mol/L (LiCIO4) como
eletrélito suporte, sendo o experimento realizado em atmosfera de argbnio, a
temperatura ambiente. Para monitorar o eletrodo de referéncia, foi utilizado
ferrocianeto de potassio (para o complexo C;) ou ferroceno (para os demais

complexos) como padréo interno.

3.1.9. Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia foi empregada para avaliar a atividade
antitumoral dos complexos de cobre frente as células leucémicas humanas. Estas
foram avaliadas em microscopio de fluorescéncia (Axioplan — Carl Zeiss), sob o

aumento de 400x, discriminando-se as células apoptoticas, necréticas e normais.
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3.2. Sinteses organicas

Neste item serdo apresentadas as rotas sintéticas dos pro-ligantes e de seus
respectivos precursores. Os pro-ligantes sintetizados foram utilizados na obtencao

dos complexos de cobre(ll), os quais serdo relatados no item a seguir.

3.2.1. Sintese do 1[(piridina-2-ilmetil)-amino]-pro  pan-2-ol (L 1)

A sintese do precursor L; foi realizada através de modificacbes da rota
sintética previamente descrita na literatura (GUIEU et al., 2004).

O precursor foi sintetizado a partir da condensacdo entre 2-
piridincarboxialdeido (5,0 mL; 52,3 mmol) e l-amino-propan-2-ol (4,1 mL; 52,3
mmol), em 50 mL de metanol. A solucao foi agitada magneticamente por 2 horas e a
seguir foi adicionado NaBH,4 (2,0 g; 52,3 mmol) em pequenas porc¢des, sob banho de
gelo. Deixou-se reagir por mais 2 horas. Apoés este periodo foi adicionado 50 mL de
agua destilada e a solucéo foi concentrada em um evaporador rotatério a 50C até
cerca de 20 mL. Foram feitas duas extragdes com diclorometano (20 mL cada). A
fase organica foi adicionado MgSQOg4, a qual ficou em repouso por 15 minutos. A
solucéo foi filtrada e o solvente foi removido num evaporador rotatério a 50 T,
resultando num 6leo amarelo bem claro. Ap6s uma semana na geladeira, o 6leo deu

origem a um solido branco. Rendimento: 6,2 g; 71%.

CHs
O HzN\/< Metanol
+ OH \/<
N CHO NaBH4
Figura 15. Proposta de rota sintética para o precursor L.

3.2.2. Sintese do 1-cloro-3-[(1-hidroxietil)(piridi  I-2-il)Jamino]propan-2-ol (L 2)

O pré-ligante L, foi sintetizado a partir da reacdo entre a amina secundaria
1[(piridina-2-ilmetil)-amino]-propan-2-ol (L;) (3,0 g; 18,1 mmol) e epicloridrina (2,2



mL; 27,1 mmol), em 40 mL de metanol. A solucdo foi agitada por 48 horas,
resultando em uma solucdo de coloragcédo castanha-escura. O solvente foi removido
num rotaevaporador a 50C e o 6leo resultante foi d issolvido em diclorometano (50
mL) e extraido com sucessivas porcoes (50 mL cada) de solucdo “brine” (solucao
saturada de NaCl com pequena quantidade de NaHCQO3), até que a fase aquosa se
apresentasse incolor. A fase organica foi adicionado MgSQ, anidro. Apds 15 minutos
a solucéo foi filtrada e o solvente foi removido num evaporador rotatério a 50° C,

resultando num oleo castanho. Rendimento: 4,7 g; 56%.

cl
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N OH %C' Q CHs
N
N

Figura 16. Proposta de rota sintética para o pro-ligante L.

3.2.3. Sintese do 2-[piridil-(2-il-metil)amino]letan ol (L3)

O precursor Lz foi sintetizado a partir da condensagédo entre 2-
carboxipiridilaldeido (5,0 mL; 52,3 mmol) e 2-amino-etanol (3,2 mL; 52,3 mmol), em
50 mL de metanol, utilizando a rota sintética previamente descrita na literatura
(STRIENGLER E DITTEL, 2005). Rendimento: 5,2 g; 65%.

H
HoN Metanol

N CHO NaBH,4 N ~~—"on

Figura 17. Proposta de rota sintética para o precursor L.

3.2.4. Sintese do 3[(2-hidroxietil)(2-metilpiridil)  amino]-1-cloro-propan-2-ol (L 4)

O pro-ligante Ly foi sintetizado a partir da reagcéo entre a amina secundaria 2-

[piridil-(2-il-metil)Jamino]etanol (L3) (2,5 g; 16,4 mmol) e epicloridrina (1,9 mL; 16,4
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mmol). Os reagentes foram agitados por 48 horas, em metanol (40 mL) resultando
numa solucdo de coloracdo verde-escura. A reagdao foi acompanhada por
cromatografia em camada delgada (eluente: metanol). O solvente foi removido num
evaporador rotatorio a 50C e o 0Oleo resultante foi dissolvido em diclorometano (50
mL) e extraido com sucessivas por¢des (50 mL cada) de solugdo “brine” (solucao
saturada de NaCl com pequena quantidade de NaHCQO3), até que a fase aguosa
estivesse incolor. A fase organica foi acrescentado MgSO, anidro. Apds cerrca de 15
minutos a solucao foi filtrada e o solvente foi removido num evaporador rotatério a

50°C, resultando em um dleo laranja. Rendimento: 1,5 g; 38%.
Cl

H
HO
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N
N ~—"oH

Figura 18. Proposta de rota sintética para o pro-ligante L,.

3.2.5. Sintese do bis-(2-piridilmetil)Jamina (L 5)

A sintese do precursor Ls foi realizada através de modificacbes da rota
sintética descrita previamente na literatura (NEVES et al., 1995).

O precursor foi sintetizado a partir da reagdo de condensacdo entre 2-
(aminometil)piridina (5,5 mL; 52,3 mmol) e 2-carboxipiridiladeido (5,5 mL; 52,3
mmol), em 40 mL de metanol. Apés 1 hora de reacdo foi adicionado,
paulatinamente, quantidade equimolar de borohidreto de soédio (2,0 g; 52,3 mmol),
sob banho de gelo. Apés 24 horas, sob banho de gelo, HCI concentrado foi
adicionado até que a solucédo atingisse pH 2. A solucdo tornou-se alaranjada e
verificou-se a formacdo de um precipitado branco (NaCl). A reacdo foi agitada
magneticamente por mais 24 horas. A solucéo foi entdo concentrada no evaporador
rotatério a 50C. O 6leo obtido foi solubilizado em agua destilada e, em seguida,
foram realizadas sucessivas extracdes com diclorometano, até que a fase organica
se apresentasse incolor, sendo esta descartada. A fase aquosa foi adicionado

lentamente, sob agitacdo vigorosa, Na,CO3 até que a solugdo atingisse pH 10. Esta
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solucéo foi novamente submetida a extracdes com diclorometano, até que a fase
organica mostrar-se incolor. A fase organica foi adicionado MgSO, anidro, sendo a
solucéo filtrada e concentrada no evaporador rotatorio a 50C, obtendo-se um 6leo
de coloracdo castanha-avermelhada. A andlise por cromatografia de camada

delgada, utilizando-se metanol como eluente, revelou a presenga de um Unico

N
Q + Q Metanol
NH, — NH

N N CHO NaBH,

produto. Rendimento: 8,3 g; 80%.

Figura 19. Proposta de rota sintética para o precursor Ls.

3.2.6. Sintese do N,N-bis-(piridil-(2-il-metil)[(3- cloro)(2-hidroxi)]propilamina (L )

O pro-ligante Lg foi sintetizado a partir da reacdo entre a amina secundaria
bis-(2-piridilmetil) amina (9,2 g; 46,1 mmol) e epicloridrina (utilizando-se um excesso
de 10%) (4,7 g; 50,7 mmol), utilizando a rota sintética descrita na literatura (HORN Jr
et al., 2005). Rendimento: 4,7 g; 35%.

Etanol
A %CI — N/\/\CI

O o

Figura 20. Proposta de rota sintética para o pro-ligante Lg.
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3.2.7. Sintese do (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil) amina (L 7)

O precursor L; foi sintetizado a partir da reacdo de condensacao entre 2-
(aminometil)piridina (3,0 mL; 28,5 mmol) e salicilaldeido 3,0 mL; 28,5 mmol), em 40
mL de metanol, utilizando a rota sintética previamente descrita na literatura (NEVES
et al., 1993). Rendimento: 4,4 g; 72%.

OH
O + Metanol
NH, — NH
CHO NaBH,4

Figura 21. Proposta de rota sintética para o precursor L;.

3.2.8. Sintese do N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilm  etil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]

propilamina (L g)

O pré-ligante Lg foi sintetizado a partir da reacdo entre a amina secundaria (2-
hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina (3,9 g; 18,0 mmol) e epicloridrina (2,1 mL; 27,0
mmol) em solugéo etandlica (50 mL), utilizando a rota sintética previamente descrita
na literatura (HORN Jr et al., 2000). Rendimento: 4,42 g; 80 %.

OH

0

Etanol
NH * %CI —_— N/\/\CI

O ol

Figura 22. Proposta de rota sintética para o pro-ligante Lg.
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3.3. Sinteses Inorganicas
Neste item serdo apresentadas as sinteses dos complexos de cobre (ll).

3.3.1. Sintese do [Cu(1[(piridina-2-il-metil)-amino  ]-propan-2-ol)(Cl ,)].CH3OH (C;)

O pro-ligante (1[(piridina-2-il-metil)-amino]-propan-2-ol) (L;) (0,2 g; 1,0 mmol)
foi solubilizado em 20 mL de isopropanol. A seguir, CuCl,.2H,0 (0,2 g; 1,0 mmol) foi
adicionado, sob agitacdo magnética, resultando numa solucéo de coloracéao verde.
ApoOs alguns segundos observou-se a formacdo de um precipitado de coloragéo
azul-clara. Deixou-se reagir por mais 30 minutos, sob agitagcdo e a temperatura
ambiente. Foi feita uma filtracdo a vacuo resultando num p6 muito fino de coloragdo
azul-clara. Apés seco, este produto foi dissolvido em metanol suficiente para sua
dissolucéo e, em seguida, adicionou-se isopropanol, na proporcdo (1:1). ApGs uma
semana, houve a formagédo de cristais azuis, os quais foram cuidadosamente

separados. Rendimento: 217,0 mg; 73%.

0
)-OH
\
H _—ClI
Q | CH3 Isopropanol HN— CU .
N\/< +CUCl.2H,0 ——> / AN
N OH N Cl

Figura 23. Proposta de complexo mononuclear de cobre (1) obtido com o pré-ligante L;.

3.3.2. Sintese do [Cu(2-[piridil-(2-il-metil)Jamino]  etanol(Cl 2)] (Cs)

Reagiu-se uma solucdo metandlica contendo o pro-ligante 2-[piridil-(2-il-
metil)amino]etanol (L3) (0,3 g; 2,0 mmol) e uma solugdo metandlica contendo
CuCl,.2H,0O (0,3 g; 2,0 mmol), resultando em uma solu¢do azul. A solucdo foi
aguecida a 50C por 30 minutos. Esta foi entdo deix ada em repouso. ApOS uma
semana, cristais azuis formaram-se na solucdo, os quais foram cuidadosamente

separados. Rendimento: 214,1 mg; 37%.
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~ 0
OH
\
_—ClI
H __—Cu
Q | I Metanol HN / \
N + CuCly. 2H,O —— >
N ~"oH :N “

Figura 24. Proposta de complexo mononuclear de cobre (1) obtido com o pré-ligante Ls.

3.3.3. Sintese do [Cu(3[(2-hidroxietil)(2-metilpiri  dil)amino]-1-cloro-propan-2-
ol)(CDH]CIO 4.H,0 (Cy)

Em contradicdo aos demais complexos deste trabalho, ndo foi possivel obter
um complexo de cobre(ll) com ligante L4 possuindo o ion cloreto como contra-ion,
apesar das inumeras tentativas, utilizando-se varios procedimentos de sintese
distintos. Desta forma, utilizou-se o ion perclorato para estabilizar a complexacdo do
cobre(ll) com o ligante L.

A uma solucdo (60 mL de isopropanol) do pré-ligante (3[(2-hidroxietil)(2-
metilpiridil)amino]-1-cloro-propan-2-ol)  (Ls) (1,0 g; 4,0 mmol), foi adicionado
perclorato de litio (0,4 g; 4,0 mmol) e uma solugcdo metandlica (7 mL) de CuCl,.2H,0
(0,7 g; 4,0 mmol), resultando numa solugédo de coloragdo verde e na formacao
imediata de um precipitado de mesma coloracdo. A reacao foi refluxada durante 1
hora dissolvendo-se, desta forma o precipitado. A solucéo resultante foi deixada em
repouso e apés 3 semanas houve a formacdo de cristais azuis que foram

cuidadosamente separados. Rendimento: 498,1 mg; 27%.

Cl
— —+
7\ Cl
H |
[j\/ |
() + CuUCl,.2H,0 + LiClO, 1sopropanol N/\ i
N ClO,~.H,0
N \/\OH Metanol (\ g OH
H ™~ cl

Figura 25. Proposta de estrutura para um complexo mononuclear de cobre (ll) obtido com o pro-
ligante L.
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3.3.4. Sintese do [Cu(bis-(2-piridilmetil)amina)(Cl  ,)].CH3z0OH (Cs)

A sintese do complexo Cs foi realizada através de modificacbes da rota
sintética previamente descrita na literatura (CHOI et al, 2003).

Reagiu-se uma solugdo metandlica (15 mL) contendo o pro-ligante bis-(2-
piridilmetil) amina (Ls) (0,4 g; 2,0 mmol) e uma solu¢cdo metandlica (20 mL) contendo
CuCl,.2H,0 (0,3 g; 2,0 mmol), resultando em uma solucéo de coloracao azul intensa.
A solucéo foi refluxada, por duas horas. No dia seguinte foi observada a formacéo
de cristais azuis-esverdeados, o0s quais foram cuidadosamente separados.
Rendimento: 391,1 mg; 59%.

Q B o
N q\
NH 4 cucl,.2H,0 Metanol

— > / \ . CH3OH
N N Cl
O b

Figura 26. Proposta de complexo mononuclear de cobre (ll) obtido com o pré-ligante Ls.

3.3.5. Sintese do [Cu(N,N-bis-(piridil-(2-il-metil)  [(3-cloro)(2-
hidroxi)]propilamina(CDH]CLH ,0 (Ce)

Reagiu-se uma solucdo metandlica (10 mL) contendo o pro-ligante N,N-bis-
(piridil-(2-il-metil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]propilamina (Ls) (0,3 g; 1,0 mmol) e uma
solugdo metandlica (10 mL) contendo CuCl,.2H,0 (0,2 g; 1,0 mmol), utilizando-se
rota sintética previamente descrita na literatura (FERNANDES et al, 2006).
Rendimento: 182,4 mg; 40%.
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Cl +

N Q OH
Metanol /
N/\/\Cl + CuCl.2H,O — > \ \ Cl-. H,O

N Cu—0Cl

o R

Figura 27. Proposta de complexo mononuclear de cobre (1) obtido com o pré-ligante L.

3.3.6. Sintese do [Cu(2-hidroxibenzil)(2-piridilmet  il)amina(Cl 2)].H,O (C-)

Adicionou-se uma solucdo metanodlica (5 mL), contendo o pro-ligante (2-
hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina (L;) (0,2 g; 1,0 mmol), a uma solucdo metandlica
(15 mL) contendo CuCl,.2H,0 (0,5 g; 3,0 mmol). Foi obtida uma solucéo verde-
escura, a qual permaneceu em agitacao por 40 minutos. A seguir, esta foi deixada
em repouso. Apdés uma semana, cristais de coloracdo verde formaram-se na

solugéo, os quais foram cuidadosamente separados. Rendimento: 262,0 mg; 75%.

OH 0

NH + CuCl,.2H,0 Metanol HN.____\ o .CH30H
O N

Figura 28. Proposta de complexo mononuclear de cobre (1) obtido com o pré-ligante L.

3.3.7. Sintese do [Cu(N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piri  dilmetil)[(3-cloro)(2-
hidroxi)]propilamina(Cl)]JCI.LH ,0 (Cs)

Reagiu-se uma solugdo metandlica (15 mL) contendo N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-
piridilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]propilamina (Ls) (0,8 g; 2,5 mmol) e uma solucao

metandlica (15 mL) contendo CuCl,.2H,0 (0,4 g; 2,5 mmol), resultando em uma
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solucdo verde-azulada. A solugéo foi aquecida a 50°C por 30 minutos. A solugéo foi
deixada em repouso. ApOs uma semana, cristais verdes formaram-se na solugéo, os

quais foram cuidadosamente separados. Rendimento: 620,7 mg; 54%.

Cl ~.H,0.CH30H

N/\(\m + CuUClp.2H,0 Metanol |

N OH

Figura 29. Proposta de complexo mononuclear de cobre (ll) obtido com o pré-ligante Lg.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagdo das sinteses organicas

Neste item serdo discutidas a caracterizagcdo dos compostos orgéanicos, a qual
foi realizada por espectroscopia de infravermelho, RMN 'H e *C (APT). Estas
caracterizacdes tém por objetivo confirmar a obtencdo de novos pro-ligantes e

confirmar a pureza daqueles ja descritos na literatura.

4.1.1. Infravermelho

No espectro de infravermelho do precursor 1[(piridin-2-ilmetil)amino]propan-2-
ol (L,) (Figura 30), a presenca de bandas na regido de 1437 a 1595 cm™ é um
indicativo da presenca de um anel aromatico (C=C, C=N), além das bandas em 764
e 735 cm™, caracteristicas da deformac&o angular fora do plano das ligacdes C-H e
deformacéo do anel heteraromético. Estas bandas caracterizam a presenca de anel
benzénico 1,2-dissubstituido. A inser¢cdo de um heteroatomo no anel aromético lhe
confere um carater de anel substituido Portanto, a presenca do nitrogénio e de um
metileno ligado em posicéo orto no anel aromatico, faz com que 0 mesmo comporte-
se como um anel 1,2-dissubstituido. As bandas de deformacdo axial de C-H em
3105, 3067 e 3032 cm™, também indicam a presenca de anel aromatico. A banda
larga em 3315 cm™ pode ser atribuida & deformac&o axial de O—H do grupo &lcool
presente no precursor e/ou a presenca de moléculas de solvente. As bandas de
deformacéo axial assimétrica e simétrica de C—H alifaticos em 2970, 2930 e 2847

1

cm™, confirmam a presenca dos grupos metilenos e metila (SILVERSTEIN E
WEBSTER, 2000; GUIEU et al., 2004).
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Figura 30. Espectro de infravermelho para o precursor 1[(piridin-2-ilmetil)Jamino]propan-2-ol (L),
obtido em pastilha de KBr.
Na Tabela 4 estédo dispostos as principais bandas observadas no espectro de

infravermelho do precursor L;.

Tabela 4. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do precursor 1[(piridin-2-
ilmetil)amino]propan-2-ol (L,), com suas respectivas atribuicdes.

Ndmero de onda Atribuico Numero de onda Atribuico
(cm™) (cm™)
1595 1572; 1458 Y
3342 v OH e v C=C: v C=N
3105: 3067: 3032 V CHaomtes 764: 735 y-CH?, B-anel’
2970: 2930; 2847 VCH,: v CH, : :

a= deformacé&o C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformacéo do anel heteraromético.

Comparando-se o resultado obtido por espectroscopia de infravermelho do
pro-ligante 1-cloro-3-[(1-hidroxietil)(piridil-2-il)amino]propan-2-ol (L,) com o espectro
obtido para o seu precursor (L;), observa-se que as bandas correspondentes ao L,
estdo presentes no espectro do proé-ligante L,, indicando que o produto formado
apresenta o precursor em sua estrutura. A variagdo apresentada do numero de onda
destas bandas mostra que houve variacdo na geometria da molécula, confirmando a

formacdo de um novo composto, distinto de L, (Figura 31).
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Figura 31. Espectro de infravermelho para o pro-ligante 1-cloro-3-[(1-hidroxietil)(piridil-2-
illamino]propanol-2-ol (L,), obtido em filme.

As principais bandas e as atribuicdes sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do proé-ligante 1-cloro-3-[(1-
hidroxietil)(piridil-2-il)Jamino]propanol-2-ol (L,), com suas respectivas atribui¢des.

Numero de onda O Nuamero de onda o
(cm™) Atribuigéo (cm™) Atribuigéo
1595; 1572; 1477, . _
3348 v OH 1435 v C=C;v C=N
3015 V CHaromatico 764; 737 y-CH?, B-anel’
2966; 2932; 2893; .
2833 \Y CH2 ;' V CH3 -

a= deformacé&o C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformacao do anel heteraromatico.

O espectro de infravermelho do precursor 2-[(piridin-2-ilmetil)amino]etanol (Ls)
(Figura 32) apresenta bandas de deformacado axial do anel aromatico (C=C e C=N)
em 1595-1435 cm™ e bandas caracteristicas do anel 1,2-dissubstituido do grupo
piridinico, em 762 e 729 cm™. A presenca de bandas de deformacdo axial de C—H
em 3016 cm™, também indica a presenca de anel aromético. A banda larga em 3296
cm™ é atribuida & deformacéo axial de O—H da funcdo alcool do precursor e/ou a
moléculas de solvente. As bandas caracteristicas de deformacéo axial assimétrica e
simétrica de C-H alifatico em 2849 e 2926 cm™, também foram observadas
(STRIENGLER E DITTEL, 2005).
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Figura 32. Espectro de infravermelho para o precursor 2-[(piridin-2-ilmetil)Jamino]etanol (L3), obtido
em filme.

Os dados da andlise do espectro de infravermelho do precursor 2-[(piridin-2-

ilmetil)Jamino]etanol (L3) sédo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do precursor 2-[(piridin-2-
ilmetil)amino]etanol (L), com suas respectivas atribuicdes.

Ndmero de onda Atribuico Numero de onda Atribuico
(cm™) (cm™)
3206 v OH 2849 Vo CH,
1595; 1572; 1477
3016 V CHaromatico 1435 v C=C;v C=N
2026 Ve CH, 762, 729 y-CH?, B-anel”

a= deformacéo C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformacéo do anel heteraromético.

O espectro de infravermelho obtido para o pro-ligante 3[(2-hidroxietil)(2-
metilpiridil)Jamino]-1-cloro-propan-2-ol (L4) (Figura 33) apresenta-se similar ao de seu
precursor (L3), ja que observa-se a presenca das bandas correspondentes ao
precursor L3. A variagdo do namero de onda destas bandas mostra que houve
variacdo na geometria da molécula, confirmando a formacdo de um composto
distinto de Ls.
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Figura 33. Espectro de infravermelho para o pré-ligante 3[(2-hidroxietil)(2-metilpiridil)amino]-1-cloro-
propan-2-ol (L,), obtido em filme.

A Tabela 7 contém os principais dados da andlise do espectro de

infravermelho.

Tabela 7. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do pré-ligante 3[(2-
hidroxietil)(2-metilpiridil)amino]-1-cloro-propan-2-ol (L4), com suas respectivas atribuicfes.

NUmero de onda o NUmero de onda o
(cm™) Atribuicdo (cm™) Atribuigcéo
3333 v OH 2835 vsCH,

1595; 1572; 1477;
3016 V CHaromatico 1435 v C=C;v C=N
2953 Vas CH, 762, 700 y-CH?, B-anel”

a= deformacé&o C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformacéo do anel heteraromético.

No espectro de infravermelho do precursor bis-(2-piridilmetil)amina (Ls)
(Figura 34) observam-se bandas de deformacdo axial do anel aromatico (C=C e
C=N) em 1593-1435 cm™ e bandas em 758 e 628 cm™, caracteristicas do anel 1,2-
dissubstituido do grupo piridinico. A presenca de bandas de deformacéo axial de
C-H em 3062 e 3011 cm™, também indica a presenca de anel aromético. As bandas
caracteristicas de deformacdo axial assimétrica e simétrica de C—H alifatico séo
observadas, respectivamente, em 2920 e 2837 cm™, também foram observadas

(NEVES et al., 1995).
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Figura 34. Espectro de infravermelho para o precursor bis-(2-piridilmetil)Jamina (Ls), obtido em filme.

Os dados de espectroscopia de infravermelho do precursor bis-(2-

piridilmetil)amina (Ls) sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do precursor bis-(2-
piridilmetil)amina (Ls), com suas respectivas atribuicdes.

NUmero de onda o NUmero de onda o
(cm™) Atribuicdo (cm™) Atribuigcéo
3311 v NH 2837 vsCH,

3062; 3011 V CHaromaico 1593; 1570; 1475; v C=C:v C=N
1435
2920 Vas CH, 758, 688 y-CH?, B-anel”

a= deformacéo C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformacéo do anel heteraromético.

Comparando-se o resultado obtido de espectroscopia de infravermelho do
pro-ligante  N,N-bis-(piridil-2-ilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxil)]propilamina (Lg) com o
espectro obtido para o seu precursor (Ls), observa-se que as bandas
correspondentes ao Ls estdo presentes no espectro de Lg, indicando que o produto
formado apresenta o precursor em sua estrutura. Comparando-se 0s dois espectros,
verifica-se variacdo na posicdo das bandas, indicando que um novo composto foi
obtido (HORN Jr et al., 2005).
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Figura 35. Espectro de infravermelho para o pro-ligante N,N-bis-(piridil-2-iimetil)[(3-cloro)(2-
hidroxil)]propilamina (L), obtido em filme.

Os dados da analise do espectro de infravermelho do pré-ligante N,N-bis-

(piridil-2-ilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxil)]propilamina (Ls) sdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do proé-ligante N,N-bis-(piridil-2-
ilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxil)]propilamina (Lg), com suas respectivas atribuicdes.

Numero de onda Atribuic&o Numero de onda Atribuicio
(cm™) (cm™)
3256 v OH 2849 Ve CH,
3085: 3067 V CHaromatico 1593; ﬁ;%; 1475; v C=C: v C=N
2914 Va CH, 764, 628 y-CH?, B-anel’

a= deformacé&o C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformacéo do anel heteraromético.

No espectro de infravermelho do precursor (2-hidroxilbenzil)(2-
piridilmetillamina (L7) (Figura 36) observam-se as bandas de deformacao axial do
anel aromatico (C=C e C=N) em 1593-1430 cm™ e as bandas em 756 e 748 cm™,
caracteristicas do anel 1,2-dissubstituido do grupo piridinico. A presenca das bandas
de deformacéo axial de C—H em 3045 e 3007 cm™ também indicam a presenca de
anel aromatico. Bandas caracteristicas de deformacéo axial assimétrica e simétrica
de C-H, também sdo observadas. Além disso, € observada uma banda proxima a

3263 cm™, caracteristica de amina secundaria em que o préton ligado ao nitrogénio
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aminico apresenta fracas interacdes por ligacado de hidrogénio com atomos vizinhos
(SILVERSTEIN E WEBSTER, 2000; NEVES et al., 1993).
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Figura 36. Espectro de infravermelho para o precursor (2-hidroxilbenzil)(2-piridilmetil)amina (L),
obtido em pastilha de KBr.

Os dados da analise do espectro de infravermelho do precursor (2-
hidroxilbenzil)(2-piridilmetil)amina (L;) sédo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do precursor (2-
hidroxilbenzil)(2-piridilmetil)amina (L;), com suas respectivas atribuicdes.

Numero de onda o NUmero de onda o
(cm'l) Atribuicdo (cm'l) Atribuicéo
3263 v NH 2858 vsCH,

_ 1593; 1570; 1479; . _
3045; 3007 V CHaromatico 1454: 1430 v C=C; v C=N
2947; 2930 Vas CH, 756, 748 y-CH?, B-anel’

a= deformacé&o C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformacéo do anel heteraromético.

Comparando-se o resultado obtido de espectroscopia de infravermelho do
pro-ligante  N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]propilamina  (Lg)
com o espectro obtido para o seu precursor (L;), observa-se que as bandas
correspondentes ao L; estdo presentes no espectro de Lg, indicando que o produto
formado apresenta o precursor em sua estrutura. A variagdo do niamero de onda
destas bandas mostra que houve variacdo na geometria da molécula, confirmando a

formacado de um composto distinto do L; (HORN Jr et al., 2000).
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Figura 37. Espectro de infravermelho para o pré-ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-
cloro)(2-hidroxi)]propilamina (Lg), obtido em filme.

Os dados da analise do espectro de infravermelho do composto Lg sdo

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Principais bandas observadas no espectro de infravermelho do pré-ligante N-(2-
hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxi)]propilamina (Lg), com suas respectivas atribuicdes.

Numero de onda L Numero de onda D
(cm) Atribuicao (cm) Atribuicéo
3686-2990 v OH 2835 Vs CH,
3063; 3018 V CHaromético 1595, 1587; 1489; v C=C;v C=N
1435
2951 Vas CH, 756, 736 y-CH?, B-anel’

a= deformacé&o C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformacéo do anel heteraromético.

4.1.2. Ressonancia magnética nuclear de  *H e *C (APT)

Em alguns casos, verifica-se que a multiplicidade observada ndo coincide
com a prevista para a molécula em questao, isto ocorre devido a falta de resolucéo
dos espectros.

O espectro de RMN 1H do precursor L1 (Figura 38) apresenta entre 8,5 e
7,15 ppm os picos referentes aos protons aromaticos (4H; Hpy) quais ocupam as

posi¢cdes Hi, H,, Hz e Hy, do anel piridinico, observados como um conjunto de
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multipleto, duplo tripleto, dupleto e duplo dupleto, respectivamente. Em 3,91 ppm
observa-se um simpleto, o qual é atribuido aos prétons do metileno ligado ao anel
piridinico (2H; pir-CH;N-). O multipleto referente ao proton do carbono terciario
alifatico é visto em 3,81 ppm (1H; -NCH,CH(CH3)OH). Dois duplos dupletos séo
observados em 2,74 e 2,41 ppm, sendo atribuidos aos prétons do metileno ligado a
amina alifatica (2H; -NCH,CH(CH3)OH). Este comportamento pode ser atribuido a
ligacdo deste metileno com um carbono quiral, tornando o ambiente quimico dos
hidrogénios H; e H; diferentes. Os protons do grupo metila apresentam
deslocamento em 1,13 ppm (3H; -NCH,CH(CH3)OH), resultando em um dupleto.
Observa-se ainda um sinal em 5,27 ppm referente a presenca de diclorometano,
proveniente da sintese de L,, dissolvido no solvente deuterado (GOTTLIEB et al.,
1997).
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Figura 38. Espectro de RMN *H para o precursor L;, em CDCls.



Tabela 12. Dados para espectro de RMN 'H para L;.

Observado Multiplicidade Numero de L
(ppm) observada Jobservado (HZ) Integral protons Atribuicdo
8,54 Multipleto - 0,25 1,0 H,
. J3:2= J3.4= 7,69
7,63 Duplo tripleto 0,24 0,96 Hs
J3_1: 1,83
7,26 Dupleto Ji3= 7,69 0,25 1,0 H,
J2.3: 7,69
7,15 Duplo dupleto 0,21 0,8 H,
Jz.]_: 4,76
3,91 Simpleto - 0,49 1,9 Hs
3,81 Multipleto - 0,23 0,9 Hg
J7.7'= 12,08
2,74 Duplo dupleto 0,24 0,9 H-,
J7_8: 2,23
J7'_7= 12,08
2,41 Duplo dupleto 0,24 0,9 H
J7'_g= 9,52
1,13 Dupleto Jo.s= 6,22 0,75 3,0 Hq
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O espectro de RMN C (APT) para o precursor L, apresenta nove sinais,

sendo que os carbonos aromaticos encontram-se a esquerda do espectro (159,52-

122,06 ppm). Como no APT os carbonos quartenarios e secundarios encontram-se

em intensidades negativas, encontramos os sinais dos carbonos Cs, Cs e C; nesta

situacdo, enquanto que os demais sinais, referentes aos carbonos terciarios e

primarios encontram-se em intensidades positivas.



T T T
124 122 120

T 1 T T 1T T T " 1
140 120 100 80 60 40 20 0

3 (ppm)
Figura 39. Espectro de RMN **C (APT) para o L;, em CDCl,.
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Os dados do espectro de RMN *C (APT) s&o apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Dados de RMN *C (APT) para L, com suas atribuicfes.

Gbservado(PPM) Atribuicéo Qbservado(PPM) Atribuicao
159,52 Cs 65,63 Cs
149,16 C. 56,73 C,
136,59 Cs 54,57 Ce
122,28 Cy 20,38 Co
122,06 C, - ]

O RMN *H para o pré-ligante L, (Figura 40) apresenta sinais entre 8,52 e 7,16
ppm os picos referentes aos prétons aromaticos (Hpy) 0s quais ocupam as posicdes
Hi, Hz, Hz e Hy, do anel piridinico. Observa-se que os protons H, e Hy apresentam a
mesma regido de deslocamento quimico (7,18 ppm), isto ocorre devido a
semelhanca no ambiente quimico dos mesmos. Na regido entre 3,96-3,86 ppm

observa-se um multipleto correspondente aos protons Hs, H; e Hi;. O multipleto
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referente a dois protons alifaticos em Hi, € observado em 3,48 ppm. Um multipleto é
observado entre 2,95-2,39 ppm, sendo atribuido aos protons dos metilenos ligados a
amina alifatica (-NCH,CH(CH3)OH e -NCH,CH(OH)CH.CI). Os prétons do grupo
metila apresentam deslocamento em 1,06 ppm (-NCH,CH(CH3)OH) sendo
observados como um multipleto. Observa-se ainda um sinal em 4,74 ppm referente
a presenca de diclorometano, proveniente da sintese de L,, dissolvido no solvente
deuterado (GOTTLIEB et al., 1997).
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Figura 40. Espectro de RMN H para o L,, em CDCls.

Os dados do espectro de RMN *H para o pré-ligante L, sédo apresentados na
Tabela 14.



Tabela 14. Dados de RMN *H para L, e suas atribuicdes.
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Observado Multiplicidade Namero de O
(ppm) observada Jobservado (HZ) Integral prétons Atribuigcéo
8,52 Simpleto - 0,15 1,0 H,
7,65 Tl’ipleto J3o= J3 4= 7,61 0,16 1,1 Hs
7,18 Tripleto Jo3= Jas=7,61 0,29 1,9 Hs e H,
3,96-3,86 Multipleto i 0,61 41 o, M7 @
11
3,48 Multipleto - 0,26 1,7 His
2,95-2,39 Multipleto - 0,59 3,9 Hs € Hyg
1,06 Multipleto - 0,48 3,2 Hg

O espectro de RMN *H do precursor Ls (Figura 41) apresenta sinais entre 8,47

e 7,11 ppm referentes aos prétons aromaticos (Hpy) 0S quais ocupam as posicées

Hi, Hz, Hz e Hy, do anel piridinico, observados como um conjunto de multipleto,

duplo tripleto, dupleto e duplo dupleto, respectivamente. Em 3,87 ppm observa-se

um simpleto, o qual é atribuido aos protons do metileno ligado ao anel piridinico (pir-

CH2N-). Daois tripletos referentes aos prétons dos metilenos alifatico sdo observados
em 3,61 e 2,76 ppm (-NCH,CH,OH e -NCH,CH,OH, respectivamente). Observa-se
um simpleto em 3,32 ppm, atribuido ao préton N-H. Este apresenta um perfil

alargado, o que evidencia a baixa velocidade de troca do préton N-H com o meio.

Observa-se ainda um sinal em 4,70 ppm referente a presenca de diclorometano,

proveniente da sintese de Lz, dissolvido no solvente deuterado (GOTTLIEB et al.,

1997).
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Figura 41. Espectro de RMN *H para o Ls, em CDCl,.

Os dados do espectro de RMN *H para o precursor L; sdo apresentados na
Tabela 15.

Tabela 15. Dados de RMN 'H para L e suas atribuicdes.

Ovbservado Multiplicidade Numero de I
(opm) observada Jobservado (HZ) Integral prétons Atribuigcéo
8,47 Multipleto - 0,33 1,0 H,
. J3_2: J3_4= 7,69
7,59 Duplo tripleto 0,33 1,0 Hj
J3_1: 1,46
7,23 Dupleto Ji3= 7,69 0,36 11 H,
J2.3: 7,69
7,11 Duplo dupleto 0,30 0,9 H,
J2_1: 4,40
3,87 Simpleto - 0,62 1,9 Hs
3,61 Tripleto Js.7= 5,27 0,65 1,97 Hg
3,32 Simpleto - 0,53 1,6 Hg
2,76 Tripleto J;6= 5,27 0,66 2,0 H-
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O espectro de RMN *3C (APT) para o precursor L3 (Figura 42), apresenta oito
sinais, sendo que o0s carbonos aromaticos encontram-se a esquerda do espectro
(156 e 122,6 ppm). Os sinais dos carbonos quartenarios e secundarios, carbonos Cs,
Cs, C; e Cg, encontram-se em intensidades negativas no espectro de RMN *C

(APT).

C
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Figura 42. Espectro de RMN **C (APT) para o precursor Lz, em CDCls.

Os dados do espectro de RMN **C (APT) sdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Dados de RMN **C (APT) para L e suas atribuicdes.

Gbservado (PPM) Atribuicao Qbservado (PPM) Atribuicéo
156 Cs 122,6 C,
149 C. 59 Cs
137 Cs 53 Cs

122,8 C, 50 C;
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O RMN *H para o pré-ligante L, (Figura 43) apresenta sinais entre 8,46 e 7,14
ppm referentes aos protons aromaticos (Hp,) 0s quais ocupam as posi¢des Hi, Hy,
Hs; e H4, do anel piridinico. Observa-se que os protons H, e H; apresentam
deslocamentos quimicos bastante similares, 7,14 e 7,22 ppm, respectivamente. Em
3,83 ppm observa-se um multipleto correspondente aos protons denominados Hig e
Hs. Outros dois multipletos séo verificados em 3,52 ppm e em 2,71 ppm,
correspondentes aos protons H;, Hi; e Hs, Ho, respectivamente. Em 4,71 ppm
observa-se o sinal correspondente ao hidrogénios de moléculas de agua dissolvidas
no solvente deuterado. Observa-se ainda um sinal em 5,24 ppm referente a
presenca de diclorometano, proveniente da sintese de L4, dissolvido no solvente
deuterado (SILVERSTEIN E WEBSTER, 2000; GOTTLIEB et al., 1997).
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Figura 43. Espectro de RMN H para o pro-ligante L4, em CD5OD.

Os dados do espectro de RMN *'H para o pré-ligante Ls encontram-se na
Tabela 17.



Tabela 17. Dados de RMN *H para L, e suas atribuicdes.
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Multiplicidade Numero de Lo
Ovbservado(PPM) observada Jobservado (HZ) Integral protons Atribuicdo
8,46 multipleto - 0,14 1,0 H,

. J3_2: J3_4: 7,69
7,61 Duplo tripleto 0,14 1,0 Hs
J3_1: 1,83
7,22 Dupleto Jss= 7,69 0,14 1,0 H,
J2_3: 7,69
7,14 Duplo dupleto 0,14 1,0 H.,
J2_1: 4,76
3,93-3,77 Multipleto - 0,41 2.9 Hip e Hs
3,63-3,45 Multipleto - 0,57 4,1 H; e Hi;
2,81-2,62 Multipleto - 0,55 3,9 He € Hg

No espectro de RMN *H do precursor Ls (Figura 44) sdo observados cinco

sinais. Na faixa de 8,48 a 7,07 ppm encontram-se 0s sinais referentes aos prétons

aromaticos (Hpy) 0s quais denominam-se Hi, Hz, Hz e H4, sendo observados como

um conjunto de duplo dupleto, duplo tripleto, dupleto e multipleto, respectivamente.

Em 3,90 ppm observa-se um simpleto, o qual é atribuido aos protons do metileno

ligado ao anel piridinico (py-CH2N-). Observa-se um simpleto em 2,90 ppm, atribuido

ao proton N-H. Este apresenta um perfil alargado, o que evidencia a baixa

velocidade de troca do préton N-H com o meio. Devido a este fato, encontra-se uma

discrepancia entre a integral obtido para este pico e seu correspondente numero de

hidrogénios.
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Figura 44. Espectro de RMN H para o Ls, em CDCls.
Tabela 18. Dados de RMN *H para Ls.
Multiplicidade Ndmero de O
Ovbservado(PPM) obs%rva da Jobservado (HZ) Integral protons Atribuicao
Jl-Z: 4,03
8,48 Duplo dupleto 0,32 2,1 Hi
J1_3: 1,83
. J3_2: \]3_4: 7,69
7,56 Duplo tripleto 0,31 2,0 Hj
J3.1: 1,83
7,28 Dupleto Js3= 7,69 0,31 2,0 H,4
7,07 Multipleto - 0,31 2,0 H,
3,90 Simpleto - 0,62 4,0 Hs
2,90 Simpleto - 0,21 1,35 He
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O espectro de RMN *3C (APT) para o precursor Ls apresenta seis sinais,
sendo que os carbonos arométicos estdo na faixa de 159,38 a 121,77 ppm.
Observa-se que os carbonos C, e C4 possuem ambientes quimicos similares, ja que
encontram-se em regibes proximas de deslocamento (121,77 e 122,12 ppm,
respectivamente). Encontramos 0s sinais para os carbonos Cs, Cg em intensidades

negativas, confirmando que estes sdo carbonos quartenario e secundario,

respectivamente.
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Figura 45. Espectro de RMN **C (APT) para o Ls, em CDCl,.

Os dados do espectro de RMN **C (APT) sdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19. Dados de RMN *C (APT) para Ls e suas atribuices.

&)bservado(ppm) Atribuigéo &)bservado(ppm) Atribuigéo
159,38 Cs 122,12 Cy
149,08 C, 121,77 C,

136,28 Cs 54,50 Cs
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O RMN *H para o pré-ligante Lg (Figura 46) apresenta entre 8,50 e 7,12 ppm
0s picos referentes aos protons aromaticos (Hpy) 0S quais ocupam as posicdes Hy,
H., H3 e Hy, do anel piridinico. Observa-se que os protons H,; e Hy apresentam-se
em deslocamentos similares, 7,12 e 7,26 ppm respectivamente, isto ocorre devido a
semelhanca do ambiente quimico que estes se encontram. De 3,98 a 3,89 ppm
observam-se dois dupletos sobrepostos a um multipleto de baixa intensidade
correspondentes aos hidrogénios Hs, Hs e H7, respectivamente. Um multipleto é
observado em 3,50 ppm, sendo atribuido aos prétons dos metilenos ligados ao cloro
(-NCH,CH(OH)CH.CI). Em 2,85 e 2,77 ppm aparecem 0s sinais referentes aos
protons Hg e He. Este comportamento pode ser atribuido a ligacdo deste metileno
com um carbono quiral, tornando o ambiente quimico dos prétons Hs e Heg,
diferentes. Além disto, observa-se em 2,0 ppm um sinal referente ao hidrogénio do
grupo hidroxila do alcool (SILVERSTEIN E WEBSTER, 2000).
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Figura 46. Espectro de RMN "H para o Lg, em CDCls.
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Os dados do espectro de RMN H para o pré-ligante Lg sédo apresentados na
Tabela 20.

Tabela 20. Dados de RMN *H para Lg e suas atribuicdes.

Observado Multiplicidade Numero de o
(ppm) observada Jobservado (HZ) Integral prétons Atribuicéo

J.,= 4,03

8,50 Duplo dupleto 0,23 2,1 H,
J;5=0,73

. J3.2: J3_4= 7,69

7,57 Duplo tripleto 0,22 2,0 Hs
Jg.]_: 1,58

7,26 Dupleto Jis= 7,64 0,22 2,0 H,

7,12 Multipleto - 0,21 1,9 H,

3,98-3,93 Multipleto - 0,13 1,2 H,

3,97 Dupleto Je.s= 15,02 0,24 2,2 Hs

3,50 Dupleto Je6= 15,02 0,24 2,2 Hs
J8.7: 5,50

3,40 Duplo dupleto 0,24 2,2 Hg
J8-6: 2,57
J6—6’= 13,64

2,85 Duplo dupleto 0,12 1,1 He
J6-8: 2,75
JG'—G: 13,55

2,77 Duplo dupleto 0,12 11 Hg
Je7= 8,79

O espectro de RMN *C (APT) para o pro-ligante Lg apresenta nove sinais,
sendo que os carbonos aromaticos estdo na faixa de 159,85 a 122,12 ppm.
Observa-se que, como nos precursores e pro-ligantes anteriores, os carbonos C, e
C, possuem ambiente quimico similares, jA que apresentam valores de
deslocamento quimicos similares (123,03 e 122,12 ppm, respectivamente).
Encontramos os sinais dos carbonos Cs, Cs, C7, Cy em intensidades negativas,

confirmando que estes sao carbonos quaternario (Cs) e secundarios (Cg, C; e Co).
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Figura 47. Espectro de RMN 3¢ (APT) para o Lg, em CDCls.

Os dados do espectro de RMN **C (APT) sdo apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Dados de RMN **C (APT) para Lg e suas atribuices.

Qbbservado(PPM) Atribuicao Qbservado(PPM) Atribuicao
159,85 Cs 69,23 Cs
148,84 C. 60,38 Ce
136,57 Cs 58,46 C,
123,03 Cu 46,84 Co
122,12 C, - )

No espectro de RMN *H para o precursor L; (Figura 48) sdo observados sete
sinais. Entre 8,58 e 6,77 ppm estdo os sinais referentes aos prétons aromaticos,

totalizando oito atomos de hidrogénio. O espectro apresenta dois simpletos (4,00 e
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3,83 ppm) referentes aos quatros hidrogénios alifaticos dos metilenos. Além disso,

observa-se um simpleto em 2,60 referente ao hidrogénio da amina secundéaria.
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Figura 48. Espectro de RMN 'H do L,, obtido em CDCls.

Os dados do espectro de RMN *H s&o apresentados na Tabela 22.
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Tabela 22. Dados de RMN *H para L e suas atribuicdes.

Multiplicidade Ndmero de o

d}bservado(ppm) obs%rvada Jobservado (HZ) Integral prétons Atrlbwgao
8,58 duplo dupleto 3’1? e 0,13 1,0 H,
7,65 duplo tripleto J3‘3z_f§"i:67569 0,13 1,0 Hs

7,23-7,15 Multipleto - 0,40 3,1 H., H,, Hg
6,97 dupleto J;6= 7,32 0,14 1,1 H-
6,86 multipleto - 0,13 1,0 Hio
6,77 duplo tripleto JS‘S;‘;Q—S’; e 0,14 1,1 He
4,00 simpleto - 0,29 2,2 He
3,83 simpleto - 0,29 2,2 Hs
2,60 simpleto - 21,01m 0,2 His

O espectro de RMN *3C para o precursor L; apresenta treze sinais, sendo que
os carbonos aromaticos encontram-se a esquerda do espectro (& > 100 ppm),
enquanto os alifaticos apresentam-se a direita do mesmo, confirmando a obtencéo
dolL;.



160 120 80 40
3 (ppm)

Figura 49. Espectro de RMN **C do L,, em CDCl,.

Os dados do espectro de RMN *C (APT) séo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23. Dados RMN 'C (APT) para L; e suas atribuicdes.

Gbservado(PPM) Atribuig&o Ovbservado(PPM) Atribuicdo
157,8 Ci3 122,5 Cs
153,2 Cy 122,4 Cio
149,4 Co 119,0 Cs
136,6 Cu 116,4 Cs
128,7 Cs 53,1 Cy
128,5 Cs 51,9 C
122,6 Cop2 - }
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O RMN *H para o pro-ligante Lg (Figura 50) apresenta sinais entre 8,58 e 6,74

ppm referentes aos protons aromaticos, totalizando oito &tomos de hidrogénio.

Observa-se que os protons H,, Hs e Hgy apresentam-se na mesma faixa de
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hY

deslocamento (7,28-7,11 ppm), isto ocorre devido a semelhanca do ambiente
guimico que estes se encontram. O multipleto referente a cinco prétons alifaticos
observado na faixa de 4,10-3,68 ppm refere-se a Hs, Hg, Hiz. Um multipleto é
observado em 3,48 ppm, sendo atribuidos aos prétons dos metilenos ligados ao
cloro (-NCH,CH(OH)CH,CI). Em 5,29 ppm observa-se um sinal referente a presenca
de diclorometano, proveniente da sintese de Lg, dissolvido no solvente deuterado
(GOTTLIEB et al., 1997).
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Figura 50. Espectro de RMN *H do Lg, em CDCls.
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Tabela 24. Dados de RMN *H para Lg e suas atibuicdes.

Opservado  Multiplicidade Numero de L
(ppm) observada Jobservado (HZ) Integral prétons Atribuicdo
8,58 Multipleto - 0,13 1,0 Hi
. J3:2= J3.4= 7,69
7,67 Duplo tripleto 0,13 1,0 Hs
J;4,=1,83
728711 Multipleto : 0,39 3.0 oy M
9
DUpIO J7_8= 7,32
7,01 dupleto 3,4=1.47 0,13 1,0 H,
6,90-6,74 Multipleto - 0,26 2,0 Hio, Hs
4,10-3,68  Multipleto - 0,63 4,9 HSHHG €
13
3,48 Multipleto - 0,27 2,1 His
2,87-2,73 Multipleto - 0,29 2,2 Hi»

O espectro de RMN *3C (APT) para o pré-ligante Lg apresenta dezesseis

sinais, sendo que os carbonos arométicos estédo na faixa entre 157,36 e 116,64 ppm,

correspondendo aos onze carbonos aromaticos do composto. Observa-se que,

como nos ligantes anteriores, os carbonos Cg e C;;, possuem ambiente similares, ja

que encontram-se em regides proximas de deslocamento (129,53 e 129,24 ppm,

respectivamente).
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Os dados do espectro de RMN *C (APT) s&o apresentados na Tabela 25.

Tabela 25. Dados RMN 'C (APT) para Ls.

Qbservado(PPM) Atribuicéo Qbservado(PPM) Atribuicao
157,36 Cs 122,09 Cs
156,97 Cis 119,17 C1o
148,69 C. 116,64 Cu
137,24 Cs 68,97 Cus
129,53 Co 58,54 Cs
129,24 Cu 58,39 Cu
123,23 Cu 57,34 C,
122,59 C, 47,19 Cis
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4.2. Caracterizagdo das sinteses inorganicas

Para os complexos ja descritos na literatura, as caracterizagcbes foram
utilizadas apenas para confirmar a obtencéo e a pureza dos complexos sintetizados

nesta dissertacéo.

N&o foi possivel obter um complexo de cobre(ll) com ligante L, apesar das

inUmeras tentativas, utilizando-se varios procedimentos de sintese distintos.

4.2.1. Andlise elementar

Os dados da andlise elementar (Tabela 41) para o complexo
[Cu(L,)CI,].%2CH30OH (C;) sao condizentes com um complexo formado por um atomo
de cobre, uma molécula do ligante L;, dois ions cloreto coordenados e meia
molécula de metanol de cristalizacdo, resultando num peso molecular de 316,70

g/mol.

Tabela 26. Dados de analise de CHN para o composto [Cu(L;)Cl,] .%2CH3;0H (C,).

CoH14CIN,CuO. ¥2CH;0H %C %H %N
Experimental 36,04 4,79 8,80
Calculado 36,03 5,09 8,85

O complexo [Cu(L3)Cl;].%2H,0 (C3) apresentou dados da analise elementar
gue concordam com um composto formado por um atomo de cobre, uma molécula
do ligante L3, dois ions cloreto coordenados, e a molécula de metanol e meia
molécula de agua como solventes de cristalizacéo, resultando em um composto de
peso molecular de 327,70 g/mol. Os dados da andlise elementar para o complexo Cs
sao apresentados na Tabela 42.

Tabela 27. Dados de analise de CHN para o composto [Cu(L3)Cl,].%2H,0 (Cs).
CsH12CI,N,Cu0O.CH;30H.¥2H,0 %C %H %N
Experimental 33,15 4,85 8,50
Calculado 32,99 5,23 8,55




83

O complexo [Cu(L4)CI|CIO4.H,O (C,4) apresenta dados de andlise elementar
(Tabela 43) condizente com um composto formado por um atomo de cobre, um
molécula de ligante L4, um ion cloreto coordenado, um ion perclorato como contra-
ion e uma molécula de agua de hidratacdo, resultando num peso molecular de
461,19 g/mol.

Tabela 28. Dados de analise de CHN para o composto [Cu(L,)CI[CIO4.H,0 (Cy).

C11H17CI,N,Cu0,.Cl0O4.H,0 %C %H %N
Experimental 28,72 4,26 6,15
Calculado 28,65 4,15 6,07

O complexo [Cu(Ls)Cl;].CH30H (Cs) apresentou dados de analise elementar
(Tabela 44) que indicam um complexo formado por um &atomo de cobre, uma
molécula do ligante Ls, dois ions cloreto coordenados e uma molécula de metanol
como solvente de cristalizacdo, resultando num peso molecular de 365,74 g/mol.
Este resultado concorda com os dados de difracdo de raios X, descritos por Choi e
colaboradores (CHOI et al, 2003).

Tabela 29. Dados de analise de CHN para o complexo [Cu(Ls)Cl,].CH3OH (Cs).

C12H13C|2N3CUCH30H %C %H %N
Experimental 42,65 4,86 11,44
Calculado 42,69 4,68 11,49

Os dados da analise elementar (Tabela 45) para o complexo [Cu(Lg)CI]CI.H,O
(Ce) indicam a presenca de um atomo de cobre, uma molécula do ligante Lg, um ion
cloreto coordenado, um ion cloreto como contra-ion e uma molécula de agua como
solvente de hidratacdo, resultando num peso molecular de 444,24 g/mol. Este
resultado concorda com os dados de difracdo de raios X, descritos previamente por
Fernandes e colaboradores (FERNANDES et al, 2006).

Tabela 30. Dados de analise de CHN para o complexo Cu(Lg)CI|CI.H,O (Cs).

C15H13C|N3CUOCIHQO %C %H %N

Experimental 40,27 4,81 10,05
Calculado 40,56 4,54 9,46




O complexo [Cu(L7)CIl;].H,O (C;) apresenta dados de analise elementar
(Tabela 46) condizentes com um composto formado por um atomo de cobre, uma
molécula do ligante L;, dois ions cloreto coordenados e uma molécula de agua de

hidratac&o, resultando num peso molecular de 366,73 g/mol.

Tabela 31. Dados de analise de CHN para o composto [Cu(L;)Cl,].H,O (C,).

C13H14ClLN,CuO.H,0 %C %H %N
Experimental 42,73 4,32 7,45
Calculado 42,58 4,40 7,64

Os dados de analise elementar (Tabela 47) para o complexo
[Cu(Ls)CI]CI.2H,0.CH30H (Cg) indicam a obtencédo de um complexo formado por um
atomo de cobre coordenado a uma molécula do ligante Lg, contendo um ion cloreto
como contra-ion, e duas moléculas de agua e uma molécula de metanol de
cristalizacdo, resultando num peso molecular de 459,24 g/mol. Apesar de
observarmos um erro, entre os valores experimental e calculado, superior a 0,40,
pode-se sustentar a proposta de estrutura para este complexo pelos resultados
obtidos pelas demais técnicas.

Tabela 32. Dados de analise de CHN para o composto [Cu(Lg)CI]CI.2H,0.CH3;0H (Cg).

C]_6H19C|2N2CUOZC|2H20CH30H %C %H %N
Experimental 40,12 5,31 5,06
Calculado 40,09 5,34 5,50

4.2.2. Difragao de raios X

Foram obtidos monocristais adequados para a resolucdo da estrutura
cristalina por difracdo de raios X para os complexos C;, C3, C4 e Cg, sendo os
resultados apresentados a seguir. Para o complexo C;, apesar das tentativas
efetuadas, ndo foram obtidos monocristais adequados. Ja os dados cristalograficos
para os complexos Cs e Cg, ja foram previamante publicados (CHOI et al, 2003;
FERNANDES et al, 2006).
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A analise por difracdo de raios X de monocristal do complexo [Cu(L;)Cl;] (C,)
(Figura 59) indica que esta molécula consiste em um composto neutro,
apresentando um centro de cobre ligado a uma molécula do ligante L; e a dois ions
cloreto. O atomo de cobre denominado de Cu(l) esta coordenado a um nitrogénio
piridinico (N(11)), a um nitrogénio aminico (N(1)), a um oxigénio do &lcool (O(1)), e a
dois atomos de cloro (CI(1) e CI(2)). O oxigénio do alcool (O(1)), o qual encontra-se
protonado, esta trans ao nitrogénio piridinico (N(11)) e estéa cis ao nitrogénio aminico
(N(1)) e ao atomo de cloro (Cl(1)). O atomo do nitrogénio aminico (N(1)), esta trans
ao atomo de cloro (CI(1)) e esta cis ao nitrogénio piridinico (N(11)) e ao oxigénio do
alcool (O(1)). O atomo do nitrogénio aminico (N(1)), o &tomo de nitrogénio piridinico
(N(11)), o 4tomo de oxigénio do alcool (O(1)) e o atomo de cloro (Cl(1)) ocupam as
posi¢cdes equatoriais com comprimento de ligacao de 1,997(4), 1,999(3), 2,041(3) e
2,2493(13)A, respectivamente. O atomo de cloro (Cl(2)) encontra-se na posicéo axial
com comprimento de ligacdo de 2,7054(16)A.

Pode-se observar pela Tabela 33 que o complexo C; possui uma ligagdo em
posicdo axial mais longa (Cu(1)-Cl(2)= 2,7054(16)A) e quatro liga¢cdes mais curtas,
no plano equatorial. Esta distor¢cao tetragonal € uma conseqiiéncia da configuracdo
d°. Por causa da assimetria de preenchimento dos niveis energéticos, ocorre a
distorcdo de Jahn-Teller, com alongamento axial em z (z-out). Este efeito se
caracteriza pela quebra da degenerescéncia dos orbitais d, levando a distor¢cdes na
geometria do complexo. Este efeito também pode ser observado para o complexo
[Cu(Ls)Cly] (Cs). Neste observamos que a ligagéo axial Cu-CI(1) possui comprimento
de ligacdo de 2,410(1)A indicando uma distor¢cdo na geometria piramidal de base
quadrada, similar & observada para o complexo C; (LEE, 1999; CHOI et al, 2003).

O complexo C; apresenta geometria distorcida, conforme pode ser observado
pelos angulos formados pelos atomos N(11)-Cu(1)-N(1), N(1)-Cu(1)-O(1), N(11)-
Cu(1)-Cl(1), O(1)-Cu(1)-Cl(1), N(1)-Cu(2)-CI(2) (83,25(15)% 81,76(14)% 100,66(11)"
93,39(9)° 93,18(14)° respectivamente). O grupo &l cool permanece protonado,
sendo a distancia Cu(1)-O(1) de 2,041(3) A. Em Ci, o ion Cu?" apresenta-se
pentacoordenado, com geometria piramide de base quadrada distorcida. Para
complexos pentacoordenados, utiliza-se o parametro geométrico t, o qual define o
grau de trigonalidade da estrutura. Este parametro é igual a zero para uma
geometria piramidal de base quadrada perfeita e igual a 1 para a geometria

bipidamide trigonal perfeita. A geometria piramide de base quadrada distorcida para
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o complexo C; pode ser confirmada pela obtencéo do parametro geométrico 1= 0, 01
(ADDISON et al., 1984).

(O]}1

Figura 52. A) Estrutura esquematica para o ligante L;; B) Estrutura de raios X para o complexo
[Cu(L1)Cl2] (Ca)

Tabela 33. Principais comprimentos (A) e angulos de ligagéo ( 9 para o complexo C ;.

Cu-N(11) 1,999(3) N(1)-Cu-CI(1) 164,23(14)
Cu-O(1) 2,041(3) N(11)-Cu-CI(1) 100,66(11)
Cu-CI(1) 2,2492(13)  O(1)-Cu-CI(1) 93,39(9)
Cu-CI(2) 2,7054(16)  N(1)-Cu-CI(2) 93,18(14)
Cu-N(1) 1,997(4) O(1)-Cu-CI(2) 88,17(11)
N(1)-Cu-N(11) 83,25(15) O(1)-Cu-CI(2) 94,18(11)
N(1)-Cu-O(1) 81,76(14) Cl(1)-Cu-Cl(2) 102,16(5)
N(11)-Cu-O(1) 164,93(14)




Tabela 34. Parametros cristalograficos para o complexo [Cu(L,)Cl,] (C,).

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

Parametros de cela

Volume da cela
Z

Densidade calculada

Coeficiente de absorcéo
F(000)

Dimensdes do cristal
Intervalo de 6 na coleta
Intervalo hkl na coleta
Reflexdes coletadas

Reflexdes independentes

Fatores de transmissdao max. e min.

Método de refinamento
Dados/parametros

GOF

indices finais R [I >2sigma(l)]
indices R (todos os dados)

Picos max. e min.

C9H14 Cl2CuN20
300,66 g/mol

295(2) K

0,71073 A

Monoclinico

P2:/n

a =10,459(3) A; a= 90°

b = 7,318(2) A; B= 93,259(10)°
¢ =15,530(4) A; y= 90°
1186,7(6) A’

4

1,683 Mg/m"

2,265 mm’"

612

0,28 x 0,14 x 0,07 mm3
3,60 para 25,49°
-12<h=<12, -6<k<8, -18<I<18
9630

2194 [R(int) = 0,0755]
0,8630 e 0,5696

Matriz completa em F?
2194 / 149

1,023

R. = 0,0486, WR, = 0,1136
R.=0,0846, WR, = 0,1294
0,690 e 0,628 e A"
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A andlise por difracéo de raios X de monocristal do complexo [Cu(L3)Cl;] (C3)

(Figura 60) indica que este consiste em um composto neutro, apresentando um

centro de cobre ligado a uma molécula do ligante L3 e a dois ions cloreto. O atomo

de cobre denominado de Cu(1) esta coordenado a um nitrogénio piridinico (N(12)), a

um nitrogénio aminico (N(1)), a um oxigénio do alcool (O(4)), e a dois atomos de
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cloro (CI(1) e CI(2). O oxigénio do é&lcool (O(4)), o qual encontra-se protonado, esta
trans ao nitrogénio piridinico (N(12)) e esta cis ao nitrogénio aminico (N(1)) e ao
atomo de cloro (CI(1)). O atomo do nitrogénio aminico (N(1)), esta trans ao atomo de
cloro (CI(1)) e esta cis ao nitrogénio nitrogénio piridinico (N(12)) e ao oxigénio do
alcool (O(4)). O atomo do nitrogénio aminico (N(1)), o atomo de nitrogénio piridinico
(N(12)), o &tomo de oxigénio do alcool (O(4)) e o atomo de cloro (Cl(1)) ocupam as
posicbes equatoriais com comprimento de ligacdo de 2,0152(17), 1,9969(17),
2,0287(15) e 2,2478(6)A, respectivamente. O atomo de cloro (Cl(2)) encontra-se na
posicéo axial com comprimento de liga¢do de 2,6186(6)A.

Pode-se observar pela Tabela 35 que o complexo Cz possui uma ligagdo em
posicao axial mais longa (Cu(1)-Cl(2)= 2,6186(6)A) e quatro ligacdes mais curtas, no
plano equatorial, indicando um alongamento axial em z (z-out) similar ao descrito
para o complexo C,;, como resultado do efeito Jahn-Teller.

O centro metalico em C3; apresenta geometria piramidal de base quadrada
distorcida, conforme pode ser observado pelos angulos formados pelos atomos
N(12)-Cu(1)-N(1), N(1)-Cu(1)-O(4), N(12)-Cu(1)-Cl(1), O(4)-Cu(1)-CI(1), N(2)-Cu(2)-
Cl(2) (82,69(7)% 82,54(7) 98,98(5)° 92,19(5)° 93,51(5)° respectivamente). O
grupo alcool permanece protonado e a distancia Cu(1)-O(4) é 2,0287(15)A. A
geometria piramide de base quadrada distorcida para o complexo Cz; pode ser
confirmada pelo parametro geométrico 1= 0,15 (ADDISON et al., 1984).

Comparando-se os complexos C; e Cs, nota-se que a diferenca estrutural
destes dois complexos esta na adicdo de um grupo metila na estrutura do complexo
Ci. A distancia da ligacdo axial também pode ser comparada sendo: Cu(1)-Cl(2) a
2,6186(6)A para o complexo C; e igual a 2,7054(16)A para o complexo C;. No
entanto, o parametro geométrico para os dois complexos mostra que o complexo C;
apresenta um menor grau de distorcdo de geometria (1= 0,01), quando comparado

ao complexo C3 (1= 0,15).
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Figura 53. A) Estrutura esquematica para o ligante Ls; B) Estrutura de raios X para o complexo

[Cu(Ls)Cly] (Cs).

Na Tabela 35 s&o apresentados os principais comprimentos (A) e angulos de

ligacdo (9 para o complexo C s.

Tabela 35. Principais comprimentos (A) e angulos de ligac&o (9 para o complexo C 5.

Cu(1)-N(12)
Cu(1)-N(1)
Cu(1)-0(4)
Cu(1)-CI(1)
Cu(1)-Cl(2)
N(12)-Cu(1)-N(1)
O(4)-Cu(1)-CI(2)
CI(1)-Cu(1)-CI(2)

1,9969(17)
2,0152(17)
2,0287(15)
2,2478(6)
2,6189(6)
82,69(7)
93,60(5)
98,05(2)

N(12)-Cu(1)-O(4)
N(1)-Cu(1)-O(4)
N(12)-Cu(1)-Cl(1)
N(1)-Cu(1)-CI(1)
O(4)-Cu(1)-CI(1)
N(12)-Cu(1)-Cl(2)
N(1)-Cu(1)-CI(2)

158,29(7)
82,54(7)
98,98(5)
167,58(5)
92,19(5)
103,11(5)
93,51(5)
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Tabela 36. Parametros cristalograficos do complexo [Cu(L3)Cl,] (C5).

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

Parametros de cela

Volume da cela
Z

Densidade calculada

Coeficiente de absorcéo

F(000)

Dimensdes do cristal

Intervalo de 6 na coleta

Intervalo hkl na coleta

Reflexdes coletadas

Reflexdes independentes

Correcao de absorcao

Fatores de transmissdo max. e min.

Método de refinamento
Dados/parametros

GOF
indices finais R [I >2sigma(l)]
indices R (todos os dados)

Picos max. e min.

C8H12 CI2 CuN2 O
286,64 g/mol

293(2) K

0,71073 A

Monoclinico

P 21/n

a =7.8649(4) A; a= 90°
b = 9.7402(14) A; B= 94,759(4)°
c =14.3171(6) A; y= 90°
1092,99(17) A’

4

1,742 Mg/m”

2,455 mm’

580

0,50 x 0,39 x 0,33 mm’
2,53 para 25,47°
-9<h<9, -11<k=<0, -17<I<0
2115

2033 [R(int) = 0,0269]
Psi-scan

0,4409 e 0,3824

Matriz completa em F?
2033 /127

1,114
Ry =0,0216, wR2 = 0,0582

R, =0,0277, wR, = 0,0604
0,263 e -0,412 e A3

A andlise por difracdo de

raios X de monocristal do complexo

[Cu(L4)CIICIO4.H,O (C4) (Figura 61) indica que esta molécula consiste num cation,

apresentando um centro de cobre ligado a uma molécula do ligante L, e a um ion
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cloreto. Além disso, contém um ion perclorato como contra-ion e uma molécula de
agua de cristalizacdo. O atomo de cobre estad coordenado a um nitrogénio piridinico
(N(11)), a um nitrogénio aminico (N(1)), a dois oxigénios do alcool (O(11) e O(12)), e
a um atomo de cloro (CI(1)). O oxigénio do alcool (O(12)) esta trans ao nitrogénio
piridinico (N(11)) e esta cis ao nitrogénio aminico (N(1)) e ao atomo de cloro (CI(1)).
O nitrogénio aminico (N(1)), por sua vez, esta trans ao atomo de cloro (CI(1)) e cis
ao nitrogénio piridinico (N(11)) e ao oxigénio do alcool (O(12)). O atomo do
nitrogénio aminico (N(1)), o atomo de nitrogénio piridinico (N(11)), o atomo de
oxigénio do &lcool (O(12)) e o atomo de cloro (Cl(1)) ocupam as posi¢coes equatoriais
com comprimento de ligacdo de 2,033, 1,982, 1,974 e 2,221A, respectivamente. O
outro atomo de oxigénio do alcool (O(11)) encontra-se na posicdo axial com
comprimento de ligacdo de 2,331A. De forma analoga, o oxigénio do &lcool alifatico
no composto [Cu(Lg)CIICI.CH30H encontra-se na posicdo axial com um
comprimento de ligacéo de 2,386A. Além disso, os atomos encontrados em posicdo
equatorial para o complexo C, e o complexo [Cu(Le)CI]CI.CH30OH, apresentam com o
centro de cobre, comprimentos de ligacao proximos (FERNANDES et al, 2006).

Pela Tabela 37 observa-se que a distor¢cao de Jahn-Teller ocorre no complexo
C4, possuindo uma ligacdo em posicdo axial mais longa (Cu(1)-O(11)= 2,331(5)A) e
quatro ligacbes mais curtas, no plano equatorial, resultando em um alongamento
axial em z (z-out), como o ocorrido também para os complexos C; e Cs.

O centro metalico no complexo C, apresenta uma geometria distorcida,
conforme pode ser observado pelos angulos formados pelos atomos N(11)-Cu(1)-
Cl(1), O(12)-Cu(1)-N(1), N(11)-Cu(1)-N(1), 0O(12)-Cu(1)-Cl(1), N(1)-Cu(1)-Cl(2)
(99,64(15), 82,84(19), 84,44(19), 93,25(14), 175,92(14) respectivamente). Os grupos
alcool permanecem protonados, sendo as distancias Cu(1)-O(12) e Cu(1)-O(11)
iguais a 1,974(4) e 2,331(5)A, respectivamente.

No complexo C., o fon de Cu®" é pentacoordenado com geometria piramide
de base quadrada distorcida, que pode ser confirmada pelo parametro geométrico 1=
0,30 (ADDISON et al., 1984).
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Figura 54. A) Estrutura esquemaética para o ligante L,; B) Estrutura de raios X para o cation

[Cu(L)CIT" (Ca).

A Tabela 37 apresenta os principais comprimentos (A) e angulos de ligacéo

(9 observados para o complexo C 4.

Tabela 37. Principais comprimentos (A) e angulos de ligac&o (°) observados para o complexo C,.

Cu(1)-N(11) 1,982(5)
Cu(1)-N(1) 2,033(4)
Cu(1)-0(12) 1,974(4)
Cu(1)-0(11) 2,331(5)
Cu(1)-Cl(1) 2,221(15)
N(11)-Cu(1)-CI(1) 99,64(15)
0(12)-Cu(1)-O(11) 103,2(2)

N(1)-Cu(1)-O(11) 79,83(17)

O(12)-Cu(1)-N(11)
0(12)-Cu(1)-N(1)
N(11)-Cu(1)-N(1)
0(12)-Cu(1)-Cl(1)
N(1)-Cu(1)-CI(1)
N(11)-Cu(1)-O(11)
CI(1)-Cu(1)-O(11)

157,7(2)
82,84(19)
84,44(19)
93,25(14)

175,92(14)
92,44(19)
100,04(13)
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Tabela 38. Parametros cristalograficos do complexo [Cu(L,)CI]CIO4.H,0 (Cy).

Formula empirica C11 H19 CI3 Cu N2 O7
Peso molecular 461,19 g/mol
Temperatura 295(2)

Comprimento de onda 0,71073 A

Grupo espacial P 21/c

Parametros de cela a= 12,668 A; a= 90,00°

b= 14,318 A; p=110,49°
c= 10,563 A; y=90,00°

Volume da cela 1794,71 A3

Z 4

Densidade calculada 1,707 Mg/m3

F(000) 940

Intervalo de 6 na coleta 2,85 para 22,66°

Intervalo hkl na coleta -13<h<13, -15<k<15, -11<I<11
Reflexdes coletadas 2388

Método de refinamento Matriz completa em F?

GOF 1,084

A analise por difracdo de raios X de monocristal do complexo
[Cu(Ls)CIICI.H20 (Cs) (Figura 62) indica a obtencdo de um cation, no qual o atomo
de cobre ligado a uma molécula do ligante Lg € a um ion cloreto. O complexo
apresenta um ion cloreto como contra-ion, além de uma molécula de agua como
solvente de hidrtacdo. O atomo de cobre denominado de Cu(l) esta coordenado a
um nitrogénio piridinico (N(22)), a um nitrogénio aminico (N(1)), a um oxigénio do
alcool (O(1)), a um oxigénio do fenol (O(10)) e a um atomo de cloro (Cl(1)). O
oxigénio do alcool (O(1)) esta trans ao nitrogénio piridinico (N(22)) e esta cis ao
nitrogénio aminico (N(1)) e ao atomo de cloro (Cl(1)). O atomo de nitrogénio aminico
(N(1)), por sua vez, esta trans ao atomo de cloro (CI(1)) e cis ao nitrogénio piridinico
(N(22)) e ao oxigénio do alcool (O(1)).

O atomo do nitrogénio aminico (N(1)), o &tomo de nitrogénio piridinico (N(22)),
o atomo de oxigénio do alcool (O(1)) e o &tomo de cloro (Cl(1)) ocupam as posi¢coes
equatoriais com comprimento de ligacdo de 2,029(3), 1,983(3), 1,992(3) e
2,2079(13)A, respectivamente. O 4tomo de oxigénio do fenol (O(10)) encontra-se na
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posicdo axial com comprimento de ligacdo de 2,314(3)A. Observa-se que a
substituicdo do grupo fenol do complexo Cg, por um segundo grupo piridina em
[Cu(Ls)CIICI.CH30OH (Cg) acarreta na mudanca do atomo da posicao axial. Para o
complexo [Cu(Le)CI]CI.CH30H (Cg) encontramos o oxigénio do grupo do alcool na
posicdo axial, enquanto que para o complexo Cg, observa-se que o oxigénio do fenol
ocupa esta posicao (FERNANDES et al, 2006).

Pela Tabela 39 observa-se que a distor¢cdo de Jahn-Teller também ocorre no
complexo Cg, possuindo uma ligagdo em posicdo axial mais longa (Cu(1)-O(10)=
2,314(3)A) e quatro ligagdes mais curtas, no plano equatorial, resultando em um
alongamento axial em z (z-out), como o ocorrido também para os complexos Ci, C;
e Ca.

O centro metélico no complexo Cg apresenta geometria distorcida, conforme
pode ser observado pelos angulos formados pelos &tomos N(22)-Cu(1)-N(1), O(1)-
Cu(1)-N(1), N(22)-Cu(1)-CI(2), O(1)-Cu(1)-Cl(1) (82,55(13)% 84,04(11) 99,31(11)"
92,89(9)° respectivamente). Os grupos alcool e fenol permanecem protonados
sendo as distancias Cu(1)-O(1) e Cu(1)-O(10) iguais a 1,992(3) e 2,314(3)A ,
respectivamente.

O ion de Cu?* apresenta-se pentacoordenado, resultando em uma geometria
piramide de base quadrada distorcida, que pode ser confirmada pelo parametro
geométrico 1= 0,20 (ADDISON et al., 1984).

A B

A

N OH

O

Figura 55. A) Estrutura esquemética para o ligante Lg; B) Estrutura de raios X para o cation

[Cu(Le)CIT" (C).

A Tabela 39 apresenta os principais comprimentos (A) e angulos de ligagéo (9
observados para o complexo Csg.



Tabela 39. Principais comprimentos (A) e angulos de ligacéo (°) observados para o complexo Cg.

Cu(1)-N(22) 1,983(3)
Cu(1)-0(1) 1,992(3)
Cu(1)-N(1) 2,029(3)
Cu(1)-CI(1) 2,2079(13)
Cu(1)-0(10) 2,314(3)
N(22)-Cu(1)-O(1) 160,43(13)
N(22)-Cu(1)-N(1) 82,55(13)
O(1)-Cu(1)-N(1) 84,04(11)

N(22)-Cu(1)-CI(1) 99,31(11)
O(1)-Cu(1)-CI(1) 92,89(9)

N(1)-Cu(1)-CI(1) 174,72(9)
N(22)-Cu(1)-O(10) 102,93(12)
O(1)-Cu(1)-0(10) 90,29(11)
N(1)-Cu(1)-O(10) 86,13(11)
CI(1)-Cu(1)-O(10) 98,20(8)

Tabela 40. Par&dmetros cristalograficos do complexo [Cu(Lg)CI]CI. H,0O (Cg).
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Férmula empirica
Peso molecular
Temperatura
Comprimento de onda
Sistema cristalino
Grupo espacial

Parametros de cela

Volume da cela
Z

Densidade calculada

Coeficiente de absorcéo
F(000)

Dimensdes do cristal
Intervalo de 8 na coleta
Intervalo hkl na coleta
Reflexfes coletadas
Reflexbes independentes
Correcédo de absorcéo
Fatores de transmissdo max. e min.
Método de refinamento
Dados/parametros

GOF

indices finais R [I >2sigma(l)]
indices R (todos os dados)

Picos max. e min.

C16 H21 CI3 Cu N2 O3
459,24 g/mol

293(2) K

0,71069 A

Triclinico

P-1

a=9,338(5) A, a= 84,67(2)°

b = 12,3310(10) A, B=89,87(2)°
c=17,528(3) A, y= 73,93(4)°
1930,5(11) A’

4
1,580 Mg/m”

1,564 mm "
940

0,47 x 0,43 x 0,40 mm”
1,17 para 25,08°
-11<h<10, -14<k<14, 0<I<20
7094

6853 [R(int) = 0,0205]
Psi-scan

0,5322 e 0,5145

Matriz completa em F?
6853 /478

1,057

R,=0,0363, wR,= 0,0952
R,= 0,0541, WR,= 0,1014

-3
0,995 e -0,572 e.A
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4.2.3. Espectroscopia de infravermelho

No espectro de infravermelho para o complexo [Cu(L,)Cl;] (C1) (Figura 52)
observam-se bandas caracteristicas do ligante L; (C=C, C=N e C-H do anel
aromatico) em 1606, 1570, 1477 e 1430 cm™. Além disso, é observada uma banda
proxima & 3219 cm™, caracteristica da amina secundaria, em que o préton ligado ao
nitrogénio aminico apresenta fracas interacbes por ligacdo de hidrogénio com
atomos vizinhos. Esta banda ndo foi observada no espectro do ligante,
provavelmente devido a moléculas de solvente presentes neste ultimo. A ocorréncia
de bandas em regides de maiores numeros de onda para o complexo, em relacdo ao
ligante Li;, mostra que houve mudanca na geometria do ligante apds sua

complexacdo com o metal.
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Figura 56. Espectro de infravermelho para o complexo [Cu(L,)Cl,] (C,), obtido em pastilha de KBr.

Na Tabela 26 estdo dispostos as principais bandas observadas no espectro
de infravermelho.
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Tabela 41. Principais numeros de onda observados no espectro de infravermelho do complexo
[Cu(L;)CIy] (Cy) e suas respectivas atribuicdes.

NUmero de onda N NUmero de onda o
(cm'l) Atribuicdo (cm'l) Atribuigcéo
3418 v OH 2987, 2933 v CH,; v CHs

1606, 1570, 1477, . _
3219 v NH 1430 v C=C;v C=N
3070 V CHaromatico 771, 725 y-CH?, B-anel’

a= deformacao C-H fora do plano de heteroarométicos; b= deformagé&o do anel heteraromatico.

O espectro de infravermelho para o complexo [Cu(Ls)Cly] (C3) (Figura 53)
apresenta as bandas caracteristicas do anel aromatico (C=C e C=N) em 1608, 1570,
1477 e 1448 cm™, bandas caracteristicas do anel 1,2-dissubstituido do grupo
piridinico em 768 e 723 cm™ e uma banda larga atribuida & deformacao axial de O—
H da funcdo &lcool em 3441 cm™, a qual também esta associada a vibracdo da
molécula de agua de hidratacdo. E observada também, uma banda préxima a 3180
cm™, caracteristica da amina secundaria. Esta, como no caso anterior, ndo foi
observada no espectro do ligante. O aparecimento de novas bandas, em relacéo ao

ligante L3, confirma a formag&o de um novo composto.
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Figura 57. Espectro de infravermelho para o complexo [Cu(L3)Cl,] (Cs), obtido em pastilha de KBr.

As principais bandas obtidas no espectro de infravermelho para o complexo
[Cu(L3)CI;] (C3), sao apresentados na Tabela 27.
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Tabela 42. Principais numeros de onda observados no espectro de infravermelho do complexo Cs,
com suas respectivas atribuicdes.

NUmero de onda N NUmero de onda o
(cm'l) Atribuicdo (cm'l) Atribuigcéo
3441 v OH 2924 vsCH,

1608; 1570; 1477; . _
3180 v NH 1448 v C=C;v C=N
3072 V CHaromatico 768, 723 y-CH?, B-anel’
2937 Vas CH, - .

a= deformacao C-H fora do plano de heteroarométicos; b= deformag&o do anel heteroaromético.

O espectro de infravermelho obtido para o complexo [Cu(L4)CI]|CIO4.H20 (Cy)
(Figura 54) apresenta bandas caracteristicas do anel aromatico (C=C e C=N) em
1610, 1574, 1485 e 1448 cm™, bandas caracteristicas do anel 1,2-dissubstituido do
grupo piridinico em 769 e 711 cm™ e/ou uma banda larga atribuida & deformacéo
axial de O—H da funcéo alcool e a vibracdo da molécula de agua de hidratacdo em
3400 cm™. O aparecimento de novas bandas, em relagéo ao ligante L, confirma a

formacéo de um novo composto.
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Figura 58. Espectro de infravermelho para o ligante [Cu(L,)CI]CIO,4.H,O (C,), obtido em pastilha de
KBr.

Na Tabela 28 sédo apresentados as principais bandas da analise presentes no

espectro de infravermelho para o complexo [Cu(L4)CI]ClO4.H20 (Cy).
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Tabela 43. Principais numeros de onda observados no espectro de infravermelho do complexo
[Cu(L4)CIICIO4.H,0 (Cy4), com suas respectivas atribuicdes.

Numero de onda o NUmero de onda N
(cm'l) Atribuic&o (cm'l) Atribuicéo
3400 v OH 1144; 1115; 1090 v ClO,

3070-2930 v CHaromatio; 769, 711 y-CH?, B-anel’

Vas CH»; vg CH>

1610; 1574; 1485; . _ R R
1448 v C=C;v C=N

a= deformacao C-H fora do plano de heteroarométicos; b= deformag&o do anel heteroaromético.

No espectro de infravermelho do complexo [Cu(Ls)Cl;].CH3OH (Cs) (Figura
55) observam-se as bandas tipicas do anel aromatico (C=C e C=N) em 1607, 1572,
1477 e 1431 cm™ e bandas caracteristicas do anel 1,2-dissubstituido do grupo
piridinico em 775 e 727 cm™, confirmando a presenca do ligante Ls. A presenca de
bandas em regi6es de maiores niumeros de onda em relagédo ao ligante Ls mostra
que houve mudanca na geometria da molécula, confirmando a formacdo de um
composto distinto do ligante Ls. Além disso, observamos uma banda em 3437 cm™

referente a hidroxila do solvente de cristalizacéo.
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Figura 59. Espectro de infravermelho para o complexo Cs, em pastilha de KBr.

As principais bandas presentes no espectro de infravermelho do complexo Cs
sao apresentados na Tabela 29.
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Tabela 44. Principais numeros de onda observados no espectro de infravermelho do complexo Cs,
com suas respectivas atribuicdes.

Nume(rcom‘?'le) onda Atribuic&o N“me(rcom‘?'le) onda Atribuicio
3068 V CHaomaico, V NH 1897 1154;21 1477, v C=C; v C=N
2905 Vas CH» 775, 727 y-CH?, B-anel”
2889 Vs CH, - .

a= deformacao C-H fora do plano de heteroarométicos; b= deformag&o do anel heteroaromético.

A caracterizagcdo do complexo [Cu(Lg)CI|CIL.H,O (Cg) por espectroscopia de
infravermelho indica a presenca do ligante Lg através do deslocamento das bandas

observadas para o complexo Cs em comparacdo ao espectro de infravermelho do
ligante Le.

Transmitancia (%)

! | ! | ! |
4000 3000 2000 1000
NUmero de onda (cm™)
Figura 60. Espectro de infravermelho para o complexo Cg, obtido em pastilha de KBr.

As principais bandas do espectro de infravermelho para o complexo Cs séo
apresentadas na Tabela 30.
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Tabela 45. Principais nimeros de onda observados no espectro de infravermelho do complexo Cq €
suas respectivas atribuicdes.

NUmero de onda N NUmero de onda o
(cm'l) Atribuicdo (cm'l) Atribuigcéo
3481; 3416 v OH 1608; 1574; 1481, v C=C: v C=N
1445
3244 V CHaromatico 762, 702 y-CH?, [3-anelb
3078; 3068, 3053,
3038 Vas CH»; v CH> - -

a= deformacao C-H fora do plano de heteroarométicos; b= deformag&o do anel heteroaromético.

No espectro de infravermelho do complexo [Cu(L7)Cl;].H.O (C;) (Figura 57)
observam-se bandas tipicas do ligante (C=C e C=N) em 1605, 1481 e 1450 cm™ e
uma banda caracteristica do anel 1,2-dissubstituido do grupo piridinico em 756 cm™,
tipicas do ligante L;. Além disso, observou-se que a banda referente ao OH sofre um
deslocamento em relacdo ao L;. Isto supostamente ocorre devido a perda da ligacéo

de hidrogénio intermolecular no ligante, quando este é complexado (SILVERSTEIN
E WEBSTER, 2000).
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Figura 61. Espectro de infravermelho para o C, obtido em pastilha de KBr.

As principais bandas do espectro de infravermelho do complexo C; sé&o
apresentados na Tabela 31.
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Tabela 46. Principais nimeros de onda observados no espectro de infravermelho do complexo C; e
suas respectivas atribuicdes.

Nume(rcom‘?'le) onda Atribuico N“me(rcom‘?'le) onda Atribuic&o
3394 v OH 2932 Vs CHy; vs CH,
3217 v NH 1605; 1481; 1450 v C=C; v C=N
3163 V CHaromico 756 y-CH?

a= deformacéo C-H fora do plano de heteroaromaticos.

O espectro de infravermelho obtido para o complexo [Cu(Lg)CI]CI.H,O (Cg)
(Figura 58) apresenta bandas caracteristicas do anel aromatico (C=C, C=N) em
1610, 1599, 1572, 1502 e 1460 cm™ e bandas do anel 1,2-dissubstituido do grupo
piridinico em 761 e 703 cm™, confirmando a presenca do ligante Lg. A ocorréncia de
bandas em regides de maiores numeros de onda para o complexo, em relacdo ao
ligante Ls, mostra que houve mudanca na geometria do ligante apds sua

complexacdo com o metal, confirmando a formacdo de um composto distinto do
ligante Lg.
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Figura 62. Espectro de infravermelho para o complexo [Cu(Lg)CI]CI.H,O (Cg), obtido e pastilha de
KBr.
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As principais bandas do espectro de infravermelho do composto Lg sao
apresentados na Tabela 32.

Tabela 47. Principais nimeros de onda observados no espectro de infravermelho do complexo
[Cu(Lg)CIICI.H,0 (Cyg) e suas respectivas atribuicdes.

Numero de onda L Numero de onda L
(cm™) Atribuigéo (cm™) Atribuigéo
1610; 1599; 1572; A _
3402 v OH 1502: 1460 v C=C;v C=N
3045; 3034 V CHaromatico 761, 703 y-CH?, B-anel’
2945; 2921 Vas CH2, vs CH, - -

a= deformacé&o C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformacao do anel heteroaromético.

4.2.4. Condutivimetria

As medidas de condutividade foram realizadas em solucdo de metanol ou
acetonitrila, conforme a solubilidade dos complexos. Os resultados sao
apresentados na Tabela 48.

Tabela 48. Dados da analise de condutivimetria para os complexos sintetizados

Complexo Solvente utilizado Condutividade  Espécie de
(uS/cm) eletrdlito®
[Cu(L1)(CIy)] .¥2CH30H (C,) agua desionizada 281,0 2:1
[Cu(L3)(Cly)].¥2H,0 (Cy) Metanol 99,7 1:1
[Cu(L4)(CN]CIO4.H,0 (Cy) acetonitrila 214,0 2:1
[Cu(Ls)(CI»)].CH30H (Cs) Metanol 105,6 1:1
Cu(Ls)(CN].CI.H,0 (C) Metanol 81,8 1:1
[Cu(L7)(CIy)].-H20 (C7) acetonitrila 17,9 nao-eletrélito
[Cu(Lg)(CN]CI.2H,0.CH30H (Cg) Metanol 129,0 1:1

@ Atribuicdo conforme referéncia.

Em acetonitrila, para eletrélitos 2:1, a condutividade molar varia de
220-300 uS/cm, para eletrolitos 1:1, esta varia de 120-160 puS/cm, enquanto que
para nao-eletrélitos encontramos valores abaixo 120 uS/cm. JA em metanol, os
eletrdlitos 1:1 apresentam valores de condutividade molar na faixa de 80-115 uS/cm.
Em solucbes aquosas, a condutividade molar para eletrdlitos 2:1, varia
aproximadamente de 250-280 uS/cm (LEE, 1999; GEARY, 1971).
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Com base nos dados da Tabela 50, verifica-se que os complexos Cs, Cs, Cs €
Cs apresentam-se como eletrolitos 1:1 ou cétions em solugdo. Os complexos Ci e C4
formam espécies dicatidnicas e C; origina um composto neutro em solucdo. De
acordo com os dados de difracdo de raios X para os complexos Csz e Cs, estes séo
neutros no estado sélido (Choi et al, 2003). Entretanto, em solucdo metandlica
apresentam-se como espécies catibnicas, indicando que um dos ions cloreto foi
deslocado da esfera de coordenacdo do cobre. Ja os complexos C; e C4 deveriam,
segundo caracterizacdes anteriores realizadas no estado solido, originar espécies
neutra e catibnica, respectivamente, no entanto apresentam-se como espécies
dicatibnicas. Conclui-se que os ions cloreto coordenados ao cobre nestes complexos
sao deslocado da esfera de coordenacéo, quando estes complexos séo dissolvidos

em agua e em acetonitrila.

4.2.5. Espectroscopia eletrbnica

Do ponto de vista da quimica inorganica, as propriedades espectroscopicas
dos compostos de coordenagdo ajudam a obter informacdes sobre o estado de
oxidacdo do ion metélico e sua geometria de coordenagéo.

Os complexos de Cu?* apresentam configuracdo d° e, portanto, possuem um
elétron desemparelhado, restando apenas um orbital para o qual o elétron possa ser
promovido. Desta forma, 0s espectros resultam em uma Unica banda larga de
absorcdo, a qual pode ser atribuida a transi¢cdo d-d. Contudo, em virtude do efeito
Jahn-Teller, ha o aparecimento de mais de uma banda no espectro, resultando em
alguns casos em uma banda assimétrica (LEE, 1999).

O espectro eletrbnico para o complexo [Cu(L;)Cl;].»2CH30OH (C;) apresenta
uma banda em 695 nm (¢= 67,4 dm®.mol™*.cm™) a qual, devido ao valor de € pode
ser considerada como uma transi¢ao d-d. Para calcular o valor de € (coeficiente de
absortividade molar) das transicdes eletrénicas, foi realizada uma regressao linear,
onde o valor de € equivale ao valor do coeficiente angular da reta obtida (Figura
63A).
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Figura 63. (A) Espectro eletrdnico para o complexo C;, em agua desionizada; (B) Grafico de
regressdo linear para determinacao do € das transi¢es eletrénicas presentes no complexo C;.

Na Figura 64A é apresentado o espectro eletrbnico para o complexo

[Cu(L3)Cl,].%2H,0 (C3), no qual observa-se uma unica banda em 699 nm (e= 23,5
dm®mol*.cm™). O espectro eletrénico para o complexo [Cu(Ls)CI]ClO4.H,0O (Ca)

(Figura 64B) apresenta uma banda 782 nm (e= 109,4 dm®.mol™*.cm™), a qual, devido

ao valor de ¢, pode ser considerada uma transicao d-d.
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Figura 64. Espectro eletrbnico: A) para o complexo [Cu(Ls3)Cl,].%2H,0 (Cs), em &gua desionizada; B)
para o complexo [Cu(L,)CI]ClO4.H,0O (C4), em acetonitrila.

Em alguns casos, 0 espectro eletrdnico para complexos de cobre
mononucleares pentacoordenados pode confirmar ou propor uma estrutura distinta
daquela observada por difracdo de raios X. Segundo Uma e colaboradores,
complexos com geometria piramidal de base quadrada apresentam banda de
absorcdo na regido de alta energia e um ombro na regido de baixa energia, em

contraste, complexos com geometria bipiramidal trigonal apresentam uma banda de
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absorcdo em uma regido de baixa energia e um ombro em uma regido de alta
energia (UMA et al, 1994). Para compostos multinucleares, a regra acima ndo pode
ser aplicada, pois estes podem possuir centros metalicos com geometrias distintas.

O espectro eletronico para complexo [Cu(Ls)Cl,].CH3sOH  (Cs) (Figura 65A)
apresentou uma banda atribuida & transicdo d-d em 650 nm (90,5 dm>. mol™*. cm™) e
um ombro em 362 nm (27,4 dm®>mol*.cm™), indicando que o complexo Cs em
solucédo aguosa apresenta geometria bipiramidal trigonal. Devido ao baixo valor de ¢,
ambas as transi¢cdes sdo consideradas d-d. Entretanto, no estado sélido o complexo
apresenta geometria piramidal de base quadrada de acordo com os dados obtidos
por difracdo de raios X de monocristal (CHOI et al, 2003).

Observando o espectro eletrénico para o complexo [Cu(Le)CI]CL.H,O (Co)
(Figura 65B), verifica-se a presenca de uma banda em 667 nm (93,3 dm®mol™*.cm™)
e de um ombro em 396 nm (23,8 dm*.mol™*.cm™). Devido ao baixo valor de €, ambas
as transicdes sao consideradas d-d. Desta forma, podemos supor que, em solucéo
aguosa, o complexo Cg apresenta-se com uma geometria bipiramidal trigonal, em
contradicdo a geometria piramidal de base quadrada, sugerida por dados de difracéo
de raios X de monocristal (FERNANDES et al, 2006).
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Figura 65. Espectro eletrbnico A) para o complexo [Cu(Ls)Cl,].CH3OH (Cs), em agua desionizada; B)
para o complexo [Cu(Lg)CI]CIL.H,O (C¢), em agua desionizada.

No espectro eletrdnico para complexo [Cu(L7)Cl;].H.O (C;) (Figura 66A)
observou-se a presenca uma banda em 362nm (771,6 dm®molt.cm™), e uma em
708nm (73,0 dm®.molt.cm™). A primeira banda refere-se a uma transferéncia de
carga ligante metal (TCLM), devido ao elevado valor de € e a segunda, devido ao
baixo valor de ¢, refere-se a uma transi¢cdo d-d. Além disso, observamos um ombro

em 648nm (87,0dm>.mol™*.cm™), que, segundo Uma, indica uma geometria piramidal
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de base quadrada em solugéo aquosa coincidindo com a geometria elucidada por
difracéo de raios X deste complexo, discutida anteriormente. O espectro de ESI-(+)-
MS/MS para este complexo indica a presenca de céations contendo grupos fenolato
coordenados ao centro metalico, com m/z 276, 490 e 589. Desta forma, pode-se
sugerir que banda 362nm refere-se a uma transferéncia de carga fenolato-cobre.
Este tipo de transicdo também pode ser observada para CulLphen, onde L= 2-
hidroxiacetofenona-N(4)-fenilsemicarbazona e phen= 1,10-fenantrolina, em 400nm
(UMA et al, 1994, KALA et al, 2007).

Na Figura 66B ¢é apresentado o espectro eletrbnico para o complexo
[Cu(Ls)CIICI.2H,0.CH30H (Cg), no qual observam-se bandas em 684 nm
(71,8 dm®*.molt.cm™), em 699 nm (e= 23,5 dm®.mol*.cm™) e em 421 nm (932 dm?.
mol™. cm™). As bandas em menor energia, devido ao baixo valor de €, referem-se a
transicOes d-d. A banda em 421 nm refere-se a transferéncia de carga ligante metal

(TCLM), similar ao que ocorre com o complexo C;.
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Figura 66. Espectro eletrénico: A) para o complexo [Cu(L;)Cl,].H,O (C;), em agua desionizada; B)
para o complexo [Cu(Lg)CI|Cl.2H,0.CH30H (Cy).

4.2.6. Espectrometria de massas com ionizagdo por  electrospray (ESI-(+)-MS e
ESI-(+)-MS/MS)

A técnica de ESI-(+)-MS foi utilizada para a caracterizacdo dos complexos em
solucdo metanol/agua (1:1).

Através do espectro de ESI-(+)-MS do complexo [Cu(L;)Cl;].%2CH3;0OH (C,)
pode-se afirmar, que em solu¢cdo 4gua:metanol (1:1), ha pelo menos seis cations
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distintos presentes. De acordo com as estruturas propostas na Figura 67, dois
destes cations sdo complexos binucleares (m/z 565 e 529) e trés mononucleares
(m/z 468, 274, 264). Em m/z 264 encontra-se a espécie obtida a partir da perda de
um ion cloreto e em m/z 274 tem-se a espécie formada a partir da perda de um
segundo ion cloreto, com subsequente coordenagdo do centro de cobre a uma
molécula de 4gua e uma de metanol, seguida da desprotonacdo do grupo fenol.
Este cétion sofre fragmentacdo, resultando no ligante L; (m/z 167). Em m/z 468
encontra-se a espécie formada por duas moléculas de L; coordenadas ao mesmo
atomo de cobre, além da presenca de um ion cloreto e de duas moléculas de agua.
A presenca de sinais em m/z 565 e 529 sugere que o complexo sofre dimerizacéo
em solucdo, bem como interacbes com moléculas de solvente. Baseado em
experimentos de ESI-MS/MS verificou-se que os ions em m/z 264 e 167 sao
gerados por fragmentacédo, jA que estes sao encontrados nos ESI-MS/MS de m/z
466.
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Figura 67. ESI-(+)-MS em solucdo de agua:metanol (1:1) para o complexo C;.
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O espectro de ESI-(+)-MS do complexo [Cu(L3)Cl,].¥2H,0 (C3) releva que em
solugdo agua:metanol (1:1), ha pelo menos oito cations livres distintos. Foram
observados um complexo trinuclear (m/z 788), dois binucleares (m/z 536 e 501), e
guatro mononucleares (m/z 440, 404, 262 e 250), além da espécie m/z 153 indicada
como uma molécula do ligante protonada, proveniente da fragmentacdo dos
complexos. Em m/z 250 encontra-se a espécie a partir da perda de um ion cloreto,
em m/z 262 tem-se a espécie formada a partir da perda de um segundo ion cloreto,
e subsequente coordenacdo de uma molécula de metanol e uma molécula de agua
ao atomo de cobre, além da desprotonacdo do grupo fenol. Em m/z 440 tem-se a
espécie formada pela coordenacdo de duas moléculas do ligante L3 ao mesmo
atomo de cobre, além da presenca de um ion cloreto e de duas moléculas de agua.
Estas trés espécies assemelham-se as espécies m/z 264, 274 e 468 presentes no
espectro de massas para o complexo C;. A presenca de sinais em m/z 788, 536 e
501 sugere que o complexo sofre dimerizagdo em solugcédo, bem como interagdes
com moléculas de solvente. Baseado em experimentos de ESI-MS/MS verificou-se
que os ions de m/z 501 e 153 sdo gerados por fragmentacdo, ja que estes sao
encontrados nos ESI-MS/MS de m/z 536 e 440, respectivamente (Figura 68).
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Figura 68. ESI-(+)-MS em solu¢éo de agua:metanol (1:1) para o complexo Cs.
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Através do espectro de ESI-(+)-MS do complexo [Cu(Ls)CI|CIO4.H,O (Cy)
pode-se afirmar, que em solu¢cdo 4gua:metanol (1:1), ha pelo menos seis cations
livres distintos. De acordo com as estruturas propostas na Figura 69, um destes
cations € um complexo binuclear (m/z 749), quatro sdo complexos mononucleares
(m/z 408, 356, 342 e 306) e em m/z 245 tem-se uma molécula do ligante protonado,
proveniente da fragmantecdo de um dos céations. Em m/z 342, observa-se o cation
do complexo ([Cu(Ls)CI"); em m/z 306 encontra-se a espécie obtida a partir da
perda do ion cloreto e desprotonacéo do fenol. J& a espécie de m/z 356 provém da
espécie de m/z 306, na qual tem-se moléculas de metanol e agua coordenadas ao
centro de cobre, além da desprotonacao do grupo fenol. A presenca do sinal em m/z
749 sugere que o cation [Cu(Ls)CIl]" sofre dimerizacdo em solugdo, bem como
interacbes com moléculas de solvente. Baseado em experimentos de ESI-MS/MS
verificou-se que o cation de m/z 306 é gerado por fragmentacdo, ja que este é
observado no ESI-MS/MS da espécie de m/z 352.
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Figura 69. ESI-(+)-MS em solu¢do de agua:metanol (1:1) para o complexo Cj.

O espectro de ESI-(+)-MS do complexo [Cu(Ls)Cl,].CH30H (Cs) releva que em
solugcdo agua:metanol (1:1), h& pelo menos quatro cations livres distintos. Observa-
se a presenca de um complexo binuclear (m/z 631), dois mononucleares (m/z 309 e

297), além da espécie em m/z 200 atribuida a uma molécula do ligante protonada,
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proveniente da fragmentacédo de um dos cations. Em m/z 297 encontra-se a espécie
obtida a partir da perda de um ion cloreto, em m/z 309 tem-se a espécie formada a
partir da perda de um segundo ion cloreto, e subsequente coordenacdo de uma
molécula de metanol e uma molécula de agua ao atomo de cobre, além da
desprotonacdo do grupo fenol. A presenca do sinal em m/z 631 sugere que 0O
complexo sofre dimerizacdo em solucdo, bem como interagbes com moléculas de
solvente. Baseado em experimentos de ESI-MS/MS verificou-se que o ion em m/z
297 é gerado por fragmentacao, ja que estes sdo encontrados nos ESI-MS/MS da

espécie de m/z 631 (Figura 70).
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Figura 70. ESI-(+)-MS em solucdo de dgua:metanol (1:1) para o complexo Cs.

O espectro de ESI-(+)-MS do complexo [Cu(Ls)CI|ClL.H,O (Cs) releva que em
solugdo &gua:metanol (1:1), h&4 pelo menos seis cétions distintos. Dois destes
cations sao complexos binucleares (m/z 779 e 743) e trés sdo mononucleares (m/z
400, 389 e 354). A espécie em m/z 292 € atribuida a formagdo de uma uma
molécula do ligante protonado, proveniente da fragmentacdo de um dos cétions. Em

m/z 389, observa-se o cation ([Cu(Le)CI]"); em m/z 354 encontra-se a espécie obtida
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a partir da perda de um ion cloreto e desprotonacéo do fenol. J& em m/z 400 tem-se
o complexo no qual coordenam-se uma molécula de metanol e a uma molécula de
agua ao atomo de cobre, além da desprotonacao do grupo fenol, obtida a partir da
espécie de m/z 354. A presenca dos sinais em m/z 779 e 743 sugere que 0 cétion
[Cu(Le)CI]" sofre dimerizagdo em solugédo, bem como interagcdes com moléculas de
solvente. Baseado em experimentos de ESI-MS/MS verificou-se que 0s ions sao

todos gerados em solucéo, ja estes ndo sao encontrados no ESI-MS/MS (Figura 71).
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Figura 71. ESI-(+)-MS em solucdo de dgua:metanol (1:1) para o complexo Ce.

O espectro de ESI-(+)-MS do complexo [Cu(L;)CI;].H20O (C7) releva que em
solugcdo agua:metanol (1:1), ha pelo menos cinco cétions livres distintos, sendo um
destes cations binuclear (m/z 589) e trés mononucleares (m/z 490, 312 e 276). A
espécie de m/z 215 foi atribuida a uma molécula do ligante protonada, proveniente
da fragmentacdo de um dos cations. Em m/z 312 encontra-se a espécie obtida a
partir da perda de um ion cloreto, em m/z 276 indica a espécie formada a partir da
perda de um segundo cloreto, além da desprotonacdo do grupo fenol. Em m/z 490
encontra-se a espécie formada pela coordenac¢édo de duas moléculas de L; ao centro

de cobre, sendo que um dos grupos fenol, de uma das moléculas do ligante L,
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encontra-se desprotonado. A presenca do sinal em m/z 589 sugere que o complexo
sofre dimerizagdo em solugédo. Baseado em experimentos de ESI-MS/MS verificou-
se que os ions em m/z 312 e 276 sdo gerados por fragmentacao, ja que estes sao
encontrados nos ESI-MS/MS das espécies de m/z 589 e 490 (Figura 72).
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Figura 72. ESI-(+)-MS em solucdo de dgua:metanol (1:1) para o complexo C;.

Através do espectro de ESI-(+)-MS do complexo [Cu(Lg)CI]CI.2H,0.CH3;0OH
(Cg) pode-se afirmar, que em solugcdo agua:metanol (1:1), hd pelo menos cinco
cations distintos. De acordo com as estruturas propostas na Figura 73, trés destes
cations sdo complexos binucleares (m/z 831, 771 e 735), trés mononucleares (m/z
404, 400 e 368) e uma espécie em m/z 290 referente ao cation formado quando uma
molécula do ligante Lg perde o grupo hidroxila alifatico da sua estrutura. Em m/z 404,
observa-se o cation ([Cu(Lg)CI]"); em m/z 400 e 368 encontra-se as espécies obtidas
a partir da perda do ion cloreto e desprotonacdo do grupo fenol, além da

subsequente coordenacdo de uma molécula de metanol ao atomo de cobre para a
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espécie de m/z igual a 400. A presenca de sinais em m/z 831, 771 e 735 sugere que
o cation [Cu(Lg)CI]" sofre dimerizagdo em solugdo, bem como interagdes com
moléculas de solvente. Baseado em experimentos de ESI-MS/MS verificou-se que
estes ions (Figura 73) sdo gerados por fragmentacao, ja que estes sao encontrados

nos ESI-MS/MS de espécies de alto m/z .
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Figura 73. ESI-(+)-MS em solucdo de agua:metanol (1:1) para o complexo [Cu(Lg)CI]CI.2H,O.CH5;0OH
(Ce).

A técnica de espectrometria de massas confirmou, em solugdo agua:metanol
(1:1), a perda de ions cloreto das estruturas dos complexos. A liberacéo destes ions
havia sido observada nas medidas de condutividade. Os dados de espectroscopia
de massas indicam que as estruturas dos sete complexos de cobre(ll) estudados
ndo sdo completamente preservadas em solucdo aquosa e dessa forma é possivel
gue as atividades bioldgicas dos mesmos ndo se limite a apenas sua estrutura
encontrada em estado sélido, sendo essa uma informacao relevante na investigacao

destes complexos frente a sistemas biolégicos.
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4.2.7. Eletroquimica

Os estudos eletroquimicos dos complexos sintetizados foram realizados

utilizando-se a técnica de voltametria ciclica e diferencial de pulso.

4.2.7.1. Voltametria ciclica

Em todos os voltamogramas ciclicos realizados foram feitas repetidas
varreduras. Nao foram observadas mudancas consideraveis na intensidade dos
processos redox. Para todas as varreduras realizadas o potencial inicial foi igual a
zero, sendo diminuido linearmente até um potencial final 1 (sentido catodico). A
partir desse ponto a varredura foi feita em sentido contrario até chegar a um
potencial final 2 (sentido anddico).

Para uma reacao reversivel a variacdo entre o potencial anddico e catédico

(AE,) sera menor ou igual a 60 mV. Outro critério para reversibilidade define que a
razdo da corrente de um pico anddico e catodico seja igual a unidade. Para
processos quasi-reversiveis definimos AE, com valores entre 60 e 120mV. Ja
para processos irreversiveis temos AE, com valores maiores que 120mV ou

quando é visualizado apenas 0 processo anodico ou o catodico.

O voltamograma ciclico (Figura 74A) e a diferencial de pulso (Figura 74B)
para o complexo [Cu(L;)Cl;].%2CH30OH (C;) indicam a presenca de um processo
quasi-reversivel (AE,= 82 mV) em -0,129 V vs ENH, correspondente o par redox
Cu(ll)/Cu(l). Observa-se também a presenca de um processo anodico irreversivel
em 0,344 V vs ENH atribuido a Cu(ll) = Cu(lll) + 1 e e de um processo catédico
irreversivel em 0,184 V vs ENH atribuido ao processo Cu(lll) + 1e” = Cu(ll) (AEp=
154 mV).

Com a adicao de ferrocianeto de potassio, o qual atua como padrdo interno,
verificou-se a formacgédo de um precipitado de coloracao lilds bem como mudanca da
coloracdo da solucdo de azul para incolor, indicando que o ferrocianeto reagiu com o
complexo de cobre. Através da diferencial de pulso mostrada na Figura 74C, pode-

se verificar que houve o desaparecimento dos processos redox referentes ao
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complexo apls adi¢cdo de ferrocianeto de potassio, sendo observado apenas 0s

processos referentes ao padrao interno.
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Figura 74. Voltamograma ciclico e diferencial de pulso para o composto [Cu(L,)Cl,].%2CH3;OH (C,).
Eletrodo de trabalho: carbono vitreo; eletrodo de referéncia: Ag/AgCl; eletrodo auxiliar: platina;
eletrélito sluporte: perclorato de litio 0,1 mol.L™; solvente: agua desionizada; velocidade de varredura:
100 mV.s™.

Estudos eletroquimicos realizados para o complexo [Cu(L3)Cl,].%2H,0 (Cj)
revelaram a presenca de dois processos redox: um processo catodico irreversivel
em 0,007 V vs ENH e um processo anaddico irreversivel em 0,444 V vs ENH. Como
0s processos anoddico e catodico apresentam-se muito distantes (AEy,= 437 mV),
sugere-se a presenca de uma reacdo acoplada envolvendo o ligante cloreto, o que
resultaria na formagéo de diferentes compostos em solugéo. O processo em 0,007 V
vs ENH é atribuido a Cu(ll)+ 1e” & Cu(l) com concomitante perda de um ligante

cloreto, resultando na formacdo de um complexo tetracoordenado de Cu(l). Em
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0,444 V vs ENH, ocorre a oxidagcado do complexo de Cu(l), resultando na formagé&o
de um complexo pentacoordenado de Cu(ll), devido a coordenacdo do ligante
cloreto (ESMELINDRO et al., 2006).

Além disso, observa-se um processo redox irreversivel em 1,16 V vs ENH,
atribuido a oxidacdo do ion cloreto. A presenca deste processo péde ser confirmada
a partir da adicdo de um sal contendo cloreto (cloreto de tetraetilamonio
monohidratado). A adicdo do ferroceno como padréo interno revelou que o processo
referente a este coincide com o potencial anddico observado para o complexo.
Neste caso, a figura contendo o voltamograma para o complexo e para o ferroceno
nao é apresentada e o potencial do ferroceno foi obtido em separado.
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Figura 75. Voltamograma ciclico para o composto [Cu(L3)Cl,].%2H,0O (Cs). Eletrodo de trabalho:
carbono vitreo; eletrodo de pseudo-referéncia: fio de platina; eletrodo auxiliar: platina; eletrdlito
suporte: perclorato de litio 0,1 mol.L™"; solvente: DMF; velocidade de varredura: 100 mV.s™.

Estudos eletroquimicos para o complexo [Cu(L4)CI]CIO4.H,0O (C4) revelaram a
presenca um processo anddico irreversivel em 0,062 V vs ENH e um processo
catédico irreversivel em -0,238 V vs ENH. Como o0s processos anddico e catédico
apresentam-se muito distantes (AE,= 299 mV), sugere-se a presenca de uma reagao
acoplada envolvendo o ligante cloreto, o que resultaria na formacdo de diferentes
compostos em solucdo. O processo em -0,238 V vs ENH é atribuido a
Cu(lh+ 1e” = Cu(l) com concomitante perda de um ligante cloreto, resultando na
formacdo de um complexo tetracoordenado de Cu(l). Em 0,062 V vs ENH ocorre a
oxidacdo do complexo de Cu(l), resultando na formacdo de um complexo
pentacoordenado de Cu(ll), devido a coordenagéo do ligante cloreto (ESMELINDRO
et al.,, 2006). Além destes processos, o complexo [Cu(L4)CI|CIO4.H,O (Cy)

apresentou a formacéo de um filme de cobre metalico sobre a superficie do eletrodo,
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resultando em processos irreversiveis em -1,18 V (A) e em -0,53 V vs ENH (B)
(Figura 76) (HORN et al, 2005).
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Figura 76. Voltamograma ciclico para o composto [Cu(L4)CI|CIO4.H,O (C,). Eletrodo de trabalho:
carbono vitreo; eletrodo de pseudo-referéncia: fio de platina; eletrodo auxiliar: platina; eletrdlito
suporte: perclorato de litio 0,1 mol.L™; solvente: acetonitrila; velocidade de varredura: 100 mV.s™.

Estudos eletroquimicos para o composto [Cu(Ls)Cl,].CH30H (Cs), utilizando a
técnica de voltametria ciclica com o emprego de um eletrodo de Ag/AgCl como
eletrodo de referéncia e um eletrodo de mercurio gotejante como eletrodo de
trabalho, ja estdo descritos na literatura (CHOI et al, 2003). Dois processos redox
foram observados: Cu(ll)/Cu(lll) em 0,25 V e Cu(ll)/Cu(l) em -0,17 V vs Ag/AgCl.
Neste trabalho, é apresentado o estudo eletroquimico do mesmo complexo em uma
condicdo experimental diferente daquela descrita por Choi e colaboradores, sendo
utilizado um eletrodo de carbono vitreo como eletrodo de trabalho ao invés do
eletrodo gotejante de mercurio. O voltamograma ciclico para este complexo (Figura
77) apresenta um processo andédico irreversivel em 0,275 V vs ENH e um processo
catédico irreversivel em -0,120 V vs ENH. Como os processos anddico e catédico
apresentam-se muito distantes (AE,= 395 mV), sugere-se a presenga de uma reacao
acoplada envolvendo o ligante cloreto, o que resultaria na formacdo de diferentes
compostos em solugcdo. O processo em -0,120 V vs ENH é atribuido a
Cu(lh+ 1e” = Cu(l) com concomitante perda de um ligante cloreto, resultando na
formacdo de um complexo tetracoordenado de Cu(l). Em 0,275V vs ENH ocorre a
oxidacdo do complexo de Cu(l), resultando na formacdo de um complexo
pentacoordenado de Cu(ll), devido a coordenagéo do ligante cloreto (ESMELINDRO
et al., 2006).
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Observa-se um segundo processo anddico irreversivel em 0,437 V vs ENH, o
qual é atribuido ao processo Cu(ll)/Cu(lll), em concordancia com a atribuicédo feita
por Choi. Também foram observados processos irreversiveis em -1,005 V vs ENH
(A) e em -0,289 V vs ENH (B). Tem-se proposto que estes Ultimos processos
ocorrem pela formacao de um filme de cobre metélico sobre a superficie do eletrodo
(HORN et al, 2005).
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Figura 77. Voltamograma ciclico para o composto [Cu(Ls)(Cl,)].CH3sOH (Cs). Eletrodo de trabalho:
carbono vitreo; eletrodo de pseudo-referéncia: fio de platina; eletrodo auxiliar: platina; eletrdlito
suporte: perclorato de litio 0,1 mol.L™"; solvente: DMSO; velocidade de varredura: 100 mV.s™.

Para uma melhor investigacdo dos processos irreversiveis descritos acima e
mostrados na Figura 77, foram feitos estudos eletroquimicos nos quais adicionou-se
sucessivos incrementos de potencial no sentido negativo (potencial catodico) (Figura
78). Constatou-se que somente quando o potencial catddico atingiu cerca de 1,76 V
vs ENH, puderam ser observados os dois processos irreversiveis referentes a

formacao de um filme de cobre metalico sobre a superficie do eletrodo.
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Figura 78. Voltamogramas ciclicos para o composto [Cu(Ls)Cl;].CH3sOH (Cs) com sucessivos
incrementos no potencial negativo. Eletrodo de trabalho: Carbono Vitreo; eletrodo de pseudo-
referéncia: fio de platina; eletrodo auxiliar: platina; eletrélito suporte: perclorato de litio 0,1 mol.L";
solvente: DMSO; velocidade de varredura: 100 mV.s™.

O voltamograma ciclico (Figura 79) para o complexo [Cu(Lg)CI]CL.H,O (Cg)
indica a presenga de um processo quasi-reversivel (AE,= 103 mV) em -0,184 V vs
ENH, correspondente a par redox Cu(ll)/Cu(l). Através de sucessivos incrementos
no potencial para o sentido negativo (potencial catédico) (Figura 80), puderam ser
observados um processo catédico irreversivel em -1,871 V vs ENH (A) e um
processo anddico irreversivel em — 0,763 V vs ENH (B). Tem-se proposto que estes
altimos processos ocorrem pela formacédo de um filme de cobre metélico sobre a
superficie do eletrodo (HORN et al, 2005). Somente quando o potencial catédico
atingiu em torno de -1,271 V vs ENH, puderam ser observados estes dois processos

irreversiveis.
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Figura 79. Voltamograma ciclico para o composto [Cu(Le)CIICI.H,O (C¢). Eletrodo de trabalho:
carbono vitreo; eletrodo de pseudo-referéncia: fio de platina; eletrodo auxiliar: platina; eletrdlito
suporte: perclorato de litio 0,1 mol.L™; solvente: acetonitrila; velocidade de varredura: 100 mV.s™.
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Figura 80. Voltamogramas ciclicos para o composto [Cu(Lg)CIICI.H,O (Cg), com sucessivos
incrementos no potencial negativo. Eletrodo de trabalho: Carbono Vitreo; eletrodo de pseudo-
referéncia: fio de platina; eletrodo auxiliar: platina; eletrélito suporte: Perclorato de litio 0,1 mol.L™;
solvente: acetonitrila; velocidade de varredura: 100 mV.s™.

Estudos eletroquimicos para o complexo [Cu(L7)Cl;].H,O (C7;) (Figura 81)
revelam a presenca de um processo anddico irreversivel em 0,325 V vs ENH e um

processo catodico irreversivel em -0,465 V vs ENH. Como os processos anodico e
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catédico apresentam-se muito distantes (AE,= 705 mV), sugere-se a presenga de
uma reacao acoplada envolvendo o ligante cloreto, o que resultaria na formacao de
diferentes compostos em solugcdo. O processo em -0,465V vs ENH é atribuido a
Cu(lh+ 1e” - Cu(l) com concomitante perda de um ligante cloreto, resultando na
formacdo de um complexo tetracoordenado de Cu(l). Em 0,325 V vs ENH ocorre a
oxidacdo do complexo de Cu(l), resultando na formacdo de um complexo
pentacoordenado de Cu(ll), devido a coordenagéo do ligante cloreto (ESMELINDRO
et al., 2006). Observa-se também um processo irreversivel em 0,731 V vs ENH
atribuido a oxidacéo do ion cloreto. A presenca deste processo pode ser confirmada
a partir da adicio de um sal contendo cloreto (cloreto de tetraetilaménio
monohidratado). A adicdo do ferroceno como padréo interno revelou que o processo
referente a este coincide com o potencial anddico do complexo. Neste caso, o
grafico referente ao padrdo interno foi omitido da Figura 81 e o potencial do

ferroceno foi obtido em separado.
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Figura 81. Voltamograma ciclico para o complexo [Cu(L;)Cl,].H,O (C5). Eletrodo de trabalho: carbono
vitreo; eletrodo de pseudo-referéncia: fio de platina; eletrodo auxiliar: platina; eletrélito suporte:
perclorato de litio 0,1 mol.L™; solvente: DMF; velocidade de varredura: 100 mV.s™.

Estudos eletroquimicos para o complexo [Cu(Lg)CI]CI.2H,0.CH30H (Cg)
revelam a presenca de processos redox, sendo um processo anddico irreversivel em
0,499 V vs ENH e um processo catédico irreversivel em -0,345 V vs ENH. Como os
processos anodico e catodico apresentam-se muito distantes (AEp,= 844 mV),
sugere-se a presenca de uma reacdo acoplada envolvendo o ligante cloreto, o que
resultaria na formacao de diferentes compostos em solucdo. O processo em -0,345
V vs ENH é atribuido a Cu(ll)+ 1e” - Cu(l) com concomitante perda de um ligante

cloreto, resultando na formacdo de um complexo tetracoordenado de Cu(l). Em
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0,499 V vs ENH ocorre a oxidacdo do complexo de Cu(l), resultando na formacao de
um complexo pentacoordenado de Cu(ll), devido a coordenagéo do ligante cloreto
(ESMELINDRO et al., 2006).

Assim como os complexos Cs e Cg, 0 complexo Cg apresentou a formacao de
um filme de cobre metélico sobre a superficie do eletrodo (HORN et al, 2005).
Através de uma voltametria ciclica com sucessivos incrementos no potencial no
sentido catédico (Figura 83), puderam ser observados um processo catodico
irreversivel em -0,843 V vs ENH (A) e um processo anddico irreversivel em -1,202 V
vs ENH (B). Somente quando o potencial catddico atingiu em torno de -2,45 V vs

ENH, puderam ser observados estes 0s dois processos irreversiveis.
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Figura 82. Voltamograma ciclico para o complexo [Cu(Lg)CIl]Cl.2H,0.CH3;OH (Cg). Eletrodo de
trabalho: carbono vitreo; eletrodo de pseudo-referéncia: fio de platina; eletrodo auxiliar: platina;
eletréllito suporte: perclorato de litio 0,1 mol.L™; solvente: acetonitrila; velocidade de varredura: 100
mV.s™.
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Figura 83. Voltamograma ciclico para o [Cu(Lg)CI]CI.2H,0.CH3;0OH (Cg), com sucessivos incrementos
no potencial no sentido negativo. Eletrodo de trabalho: carbono vitreo; eletrodo de pseudo-referéncia:
fio de platina; eletrodo auxiliar: platina; eletrélito suporte: perclorato de litio 0,1 mol.L™; solvente:
acetonitrila; velocidade de varredura: 100 mV.s™.
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5. ESTUDOS DE REATIVIDADE

ApOs a sintese e completa caracterizacdo dos complexos, descritos
anteriormente, foram realizados os estudos das atividades de nuclease e citotoxica
destes frente a células leucémicas humanas. Para a realizacdo destes estudos,

realizaram-se as seguintes etapas:

5.1. Estudo da interacdo dos complexos de cobre(ll) com o DNA

A capacidade de interacdo dos compostos metalicos sintetizados com o DNA
plasmidial foi avaliada empregando-se diferentes concentracdes (2000, 1000, 500,
200, 100pymol/L, utilizando-se pH fisiologico. Como controle, foram empregadas
amostras sem a presenca do complexo. Os DNAs controle e tratado foram
analisados quanto a sua mobilidade por eletroforese em gel de agarose para
verificacdo e quantificacdo das mudancas conformacionais e/ou topologicas. Como
referéncia de mobilidade, foi utilizada a mesma concentracdo de plasmidio clivado
com a endonuclease comercial Eco Rl seguindo os padrbes apresentados pelo mapa
do referido plasmidio, fornecido pelo fabricante. Os DNAs foram documentados pelo
fotodocumentador Image Master VDS-Pharmacia Biotech e quantificados pela
comparacao entre as concentracbes das diferentes formas existentes (HEGG e
BURSTYN, 1988; BURSTYN, 1996).

Foram utilizadas 1-5.10" células cultivadas na presenca dos complexos
metélicos sob investigagcdo. As células foram colhidas e centrifugadas a 800 g e 0o
pellet tratado com 1mL de DNAzol (Pharmacia, Inc.). A extracdo do DNA utilizou as
especificacoes do fabricante. Uma solucédo tamponada da amostra (10mmol/L TRIS
pH 7,5; 2mmol/L de EDTA; 3% de ficoll 400; 0,1% de azul de bromofenol) foi
adicionada as amostras de DNA. Esta foi aplicada no gel de agarose a 1% em TBE
e corrida a 50 V. Apés a corrida, o gel foi corado com 1% de brometo de etidio em

TBE e visualizado em transiluminador com luz ultravioleta.
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5.2. Avaliacdo da atividade biol6gica dos compostos de cobre(ll) frente as

células em cultura
5.2.1. Descongelamento de células leucémicas humana s (THP-1, U937)

Colocou-se 5 mL de meio D-MEM/F12 (Gibco BRL, EUA) suplementado com
20 pyg/mL de gentamicina (Gibco BRL, EUA) e 10% de soro fetal bovino (Gibco BRL,
EUA) em 1 tubo de 15 mL. Retirou-se a célula desejada do nitrogénio liquido.
Descongelou-se as células de maneira rapida (banho-maria a 45°C), colocando o
criotubo que contém as células em contato com a agua, movimentando-o. No fluxo
laminar, transferiu-se as células do criotubo para o tubo com 5 mL de meio D-
MEM/F12. Centrifugou-se por 3 minutos na velocidade de 1200 rpm. Ressuspendeu-

se em 3 mL de meio, passando este para uma garrafa de cultura.

5.2.2. Cultura de linhagens de células leucémicas h  umanas

As células leucémicas de origem humana pertencentes a linhagem monocitica
(THP-1, U937) foram cultivadas em cerca de 5 mL de meio D-MEM/F12 (Gibco,
BRL) suplementado com 20 ug/mL de gentamicina (Gibco, BRL) e 10% de soro fetal
bovino (Gibco, BRL) em garrafas de cultura de 25 cm? (TPP), mantidas em estufa
(Forma Scientific, Inc, Model 3159 S/N 33808-427) a 37°C, com 5% de CO; e
umidade controlada.

5.2.3. Congelamento de Células Humanas (THP-1 e U93 7)

Quando as células cultivadas atingem um crescimento de mais de 5 garrafas,
separa-se 4 destas e as células passam pelo processo de congelamento, para repor
as células descongeladas.

Inicialmente, desprendeu-se as células da garrafa de cultura, transferiu-as
para um tubo de 15 mL. Centrifugou-se por aproximadamente 4 minutos na
velocidade de 1200 rpm e descartou-se o0 sobrenadante. Ressuspendeu-se o pellet,

com 900 pyL de SFB (Soro Fetal Bovino), preferencialmente, ou com 1000 uL de
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meio complementado (soro fetal bovino com 10% DMSO ou meio condicionado com
10% de DMSO) e transferiu-se 1 mL para um criotubo identificando-o0. Revestiu-se o
criotubo com “plastico de bolhas” e colocou-o a -70°C, no freezer. Apés 24 horas,

transferiu-se o criotubo com as células para o nitrogénio liquido.

5.2.4. Sintese dos cloridratos dos proé-ligantes

Além do sal de cobre(ll), os ligantes utilizados na sintese dos respectivos
complexos foram investigados no estudo da atividade dos complexos de cobre(ll)
sintetizados frente as células leucémicas humanas. Como os ligantes L3, Ls, Ls € Lg
apresentam-se em forma de Oleo, para obtermos uma melhor precisdo quanto a
massa utilizada nos experimentos, foi realizada a sintese dos cloridratos destes
ligantes, com o objetivo de obté-los na forma sdlida.

Através de um funil de adicao, gotejou-se acido sulfurico concentrado dentro
de um baldo de duas bocas, contendo cloreto de sodio, resultando em cloreto de
hidrogénio gasoso. Este foi borbulhado dentro de um trap contendo acido sulfurico, a
fim de retirar possiveis moléculas de hidratacdo do cloreto de hidrogénio gasoso. A
seguir, o cloreto de hidrogénio gasoso foi borbulhado dentro de uma solucdo do
ligante, a qual foi dissolvido previamente em diclorometano. Houve a formacéo de
um precipitado de coloracdo castanha, para todos os quatro ligantes transformados
em cloridratos. O excesso de cloreto de hidrogénio gasoso foi neutralizado com uma
solucdo de bicarbonato de sédio de pH igual a 10. O precipitado foi recolhido e seco
no rotaevaporador a 50C, a fim de eliminar possive is moléculas de solvente.

N&o foi possivel determinar com precisdo o numero de protonacgdes para cada
ligante. Desta forma, para a realizagdo dos experimentos biolégicos, utilizou-se o
peso molecular médio para todas as possiveis estruturas dos cloridratos de cada
ligante (por exemplo: para o ligante L3 foram consideradas duas estruturas, uma com
o N aminico protonado e outra com os N aminico e piridinico protonados). A Figura
84 mostra a estrutura dos cloridratos dos ligantes Lz, Ls, Lg € Lg, representando as
espécies totalmente protonadas.
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Figura 84. Esquema das estruturas dos cloridratos dos ligantes A) Ls;, B) Ls, C) Lg, D) Lg,
representando as espécies totalmente protonadas.

5.2.5. Avaliacdo da atividade biologica dos complex os frente as células

leucémicas humanas em cultura por microscopia de fl uorescéncia

Usou-se cerca de 4 garrafas de cultura de um tipo celular. Transferiu-se 4 mL
do meio de cultura de cada garrafa para um tubo de 15 mL e homogeneizou-se.
Misturou-se 50 pL das células e 50 yL de corante Tripan Blue, homogeneizou-se e, a
seguir, contou-se as células numa cémara de Neubauer (4 quadrantes). Foi
necessario ajustar o numero de células para 1x10° para posterior uso no
experimento, diluindo ou concentrando as mesmas.

As células, na concentracdo de 1,0.10° células/mL, foram colocadas em
placas de 96 pocos cada (Corning, EUA). A cada poco foi adicionado 100uL desta
solugéo. A sequir, estas foram tratadas com as drogas (compostos de coordenacao)
em diferentes concentragdes: 400, 200, 100 e 50, 25 e 10pmol/L, variando de acordo
com diferentes experimentos no volume final de 200 pL/poco. Os experimentos
foram realizados em duplicata, sendo utilizados 2 pocos para cada concentragao.

Como controles foram utilizadas células ndo tratadas com a droga (Branco), o

sal de Cu(ll) utilizado na sintese dos complexos (CuCl,.2H,0), os cloridratos dos
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pré-ligantes L3, Ls, Lg e Lg € 0s pré-ligantes Ly, L4 € L7, tratados com a droga em sua
maior concentragcdo. As culturas foram mantidas em estufa (Forma Scientific Inc.,
modelo 3159) a 37°C, com 5% de CO, e umidade controlada. Em diferentes
intervalos de tempos (12, 24 e 36 horas) foram avaliadas as taxas de inducdo de
morte celular.

Os complexos de cobre, o sal de cobre e os cloridratos dos pré-ligantes foram
solubilizados em &agua ultrapura estéril. Ja os pro-ligantes foram solubilizados em
DMSO. Estas soluc¢des foram diluidas em meio D-MEM/F12 (Gibco BRL, EUA), a fim
de atingir as concentracdes desejadas para 0s experimentos.

Para a avaliagdo da viabilidade e inducdo de morte celular, as culturas de
células tratadas, com as diferentes drogas em diferentes tempos, foram
ressuspendidas e coradas com uma solucdo de 5 pg/mL de laranja de acridina
(Sigma Chemical Co, EUA) e 10 ug/mL de brometo de etidio (Sigma Chemical Co,
EUA). Ap6s a montagem em laminas e laminulas, as células foram levadas ao
microscopio Otico de fluorescéncia (Axioplan, Carl Zeiss, aumento de 400x).
Aproximadamente 300 células foram contadas em campos aleatorios, discriminando-
se as células apoptéticas, necréticas e normais.

A viabilidade celular foi analisada utilizando-se o método de coloracdo de
células com corantes de DNA, laranja de acridina e brometo de etidio. Laranja de
acridina, um corante vital, entra nas células através da membrana intacta e intercala
no DNA, resultando em uma coloracdo verde. Ao contrario o brometo de etidio &
capaz de penetrar apenas em células com membrana rompida, corando o ndcleo de
vermelho (RENVOIZE et al., 1998; COLIGAN et al., 1992).

Foram adotados padrfes convencionais com relacdo a morfologia e coloracao
das células:

- Células normais: possuem morfologia do ndcleo intacta e apresentam coloracao

verde.

- Células apoptoticas: apresentam reducdo do volume celular, condensacdo da

cromatina nuclear, fragmentacdo do nucleo e formacdo de corpos apoptoticos.

Caracterizam-se pela coloragéo verde.

- Células necroticas: As células necroticas priméarias apresentam aumento do volume

citoplasmatico e perda rapida da integridade da membrana celular, enquanto que as
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necréticas secundéarias apresentam condensacdo da cromatina e fragmentagédo do
nudcleo, apresentando-se na coloracao vermelha (PULIDO e PARRISH, 2003).

Foi calculada a porcentagem de cada populacdo celular — células normais,
apoptoticas e necréticas — em relacédo ao total. Foram consideradas neste célculo de
porcentagem, as células apoptoticas bem como as células apoptdticas que
evoluiram para estagio de necrose secundaria.

Devido ao mecanismo de acdo de drogas antineoplasicas, como a cisplatina,
envolver a morte celular por apoptose (GONZALEZ et al.,, 2001), a anélise de
inducdo da morte celular por apoptose € usada como um método de triagem de

compostos com provavel agdo antitumoral.
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6. RESULTADOS BIOLOGICOS

6.1. Resultados da interacdo dos complexos de cobre com o DNA

A interacdo com DNA foi observada para o complexo [Cu(Lg)CI]CI.H,O (Cs), 0
qual apresenta como caracteristica a presenca de posi¢cdes de coordenacéo livres e
ligantes labeis, sendo este um requisito para a formacao de espécies nucleofilicas
em solucdo e a posterior clivagem hidrolitica do DNA. Este complexo promoveu a
clivagem da forma superenovelada (SC) do DNA plasmidial (pBlueScript KS™ DNA)
em condi¢Bes aerdbica e anaerdbica, em temperatura e pH fisiol6gicos, resultando,
em ambas condi¢des, nas formas circular (NC) e linear (L) (Figura 85- Linhas 4, 6, 8,
10, 12). Somente os resultados na condicdo anaerdbica sdo apresentados, por
semelhanca com a condi¢do aerdbica. Como controle foram utilizados o DNA padréo
1 kb Leadder (Linha 1), que contém DNAs com varios pesos moleculares, o DNA
plasmidial sem tratamento (Linha 2) e o DNA plasmidial linearizado com uma
nuclease natural (Eco RI), resultando em sua forma majoritariamente linear (Linha
3).

A formagdo de DNA na forma linear pode ser atribuida ao aumento das
interacbes com clivagens aleatodrias, devido a elevada concentragcdo do complexo,
indicando uma baixa seletividade. Nas linhas 5, 7, 9, 11 e 13, observamos que o
complexo ndo causa nenhum efeito sobre o DNA previamente linearizado. Este
resultado indica que pode existir um mecanismo hidrolitico, j& que a difusdo de
espécies radicalares implicaria huma eficiéncia de clivagem similar para as formas
superenovelada e linear. Portanto, como os experimentos em condi¢coes aerdbica e
anaerobica apresentam resultados similares e as atividades sobre o DNA nas
formas SC e L foram significativamente diferentes, os resultados apresentados
indicam que o DNA foi clivado independentemente da formacdo de espécies
radicalares (FERNANDES et al, 2006).
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Figura 85. Clivagem do DNA plasmidial (pBlueScript KS* DNA) da forma superenevolada (SC) do
DNA (1 pg/mL) para as formas nicada (NC) e linear (L). pBlueScript KS* DNA foi incubado
anaerobicamente com 100, 200, 500, 1000 e 2000pumol/L para complexo [Cu(Ls)CI]CI.H,O para 24 h
em pH 7,71 (em Tris—HCI 0,1 pmol/L) em 37<C. (1) DNA padrédo 1 kb Leadder; (2) 1 pg pB Il KS*
DNA; (3) 1 ug pB Il KS™ DNA linearizado por EcoRl; (4) 1 ug pB Il KS* DNA + 100 pumol/L do
complexo; (5) 1 ug pB Il KS* DNA linearizado por EcoRI + 100pumol/L do complexo; (6) 1umol/L pB II
KS® DNA + 200umol/L do complexo; (7) 1ug pB Il KS* DNA linearizado por EcoRI + 200pumol/L de
complexo; (8) 1 pg pB Il KS* DNA + 500pmol/L complexo; (9) 1 pg pB Il KS* DNA linearizado por
EcoRI + 500umol/L complexo; (10) 1 pg pB Il KS* DNA + 1pmol/L do complexo; (11) 1 ug pB Il KS*
DNA linearizado por EcoRI + 1mmol/L do complexo; (12) 1 pg pB Il KS* DNA + 2mmol/L do
complexo; (13) 1 pg pBIl KS™ DNA linearizado por EcoRI + 2mmol/L do complexo (FERNANDES et al,
2006).

Sabe-se que somente quando a clivagem do DNA ocorre por um mecanismo
hidrolitico este pode ser religado, apds o tratamento com a enzima ligase. Assim, foi
investigada a acdo da T4 DNA ligase contra os produtos de clivagem do DNA
promovida pelo complexo Cs. Comparando as linhas 4 e 6 (Figura 86) nota-se que
nao houve religacdo do DNA, diferente do que ocorreu quando a clivagem foi
promovida pela nuclease natural EcoRI (comparacéo das linhas 5 e 7 da Figura 86).
Este resultado poderia indicar que o mecanismo envolvido neste processo nao
segue um mecanismo hidrolitico. Entretanto, alguns estudos realizados com outros
complexos também ndo mostram a religacdo do DNA, embora o mecanismo
hidrolitico seja proposto (FERNANDES et al, 2006; ROSSI et al, 2005; NEVES et al,
2001).

Figura 86. Analise da capacidade da T4 DNA ligase na religacao dos produtos de clivagem do DNA
pelo complexo [Cu(Le)CIJCI.H,O (1) DNA padréio 1 kb Leadder; (2) pB Il KS* DNA; (3) pB Il KS* DNA
linearizado por EcoRlI; (4) pB Il KS* DNA + complexo; (5) pB Il KS* DNA linearizado por EcoRI +
complexo; (6) pB Il KS* DNA + complexo + T4 DNA ligase; (7) pB Il KS* DNA linearizado por EcoRI +
complexo + T4 DNA ligase (FERNANDES et al, 2006).
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O estudo da interagdo com DNA também foi realizado para o complexo
[Cu(Ls)(CDH]CI.2H,0.CH30H (Cg) (Figura 87), utilizando-se temperatura e pH
fisiologicos. Como controle foram utilizados o DNA plasmidial (pBlueScript KS™ DNA)
sem tratamento (Linha 1) e o DNA plasmidial linearizado com uma nuclease natural
(Eco RI), resultando em sua forma majoritariamente linear (Linha 2). Os resultados
indicaram que o complexo [Cu(Lg)CI|CI.2H,0.CH30OH (Cg) promove, em condi¢cao
aerdbica, a clivagem da forma superenovelada (SC) do DNA plasmidial (pBlueScript
KS* DNA), na forma linear (L) (Figura 87- Linhas 4, 6, 8, 10).

A formacdo de DNA na forma linear pode ser atribuida ao aumento das
interacdes com clivagens aleatorias, devido a elevada concentracdo do complexo,
indicando sua baixa seletividade. Nas linhas 3, 5, 7 e 9, observamos que o complexo
nao causa nenhum efeito sobre o DNA previamente linearizado. Este resultado
indica que pode existir um mecanismo hidrolitico, j& que a difusdo de espécies
radicalares implicaria numa eficiéncia de clivagem similar para as formas
superenovelada (SC) e linear (L). Portanto, as atividades de formacdo do DNA nas
formas SC e L foram significativamente diferentes. Os resultados apresentados
indicam que o DNA foi clivado independentemente da formacdo de espécies
radicalares (FERNANDES et al, 2006).

Figura 87. Estudo eletroforético da degradacdo do DNA plasmidial (pBlueScript KS® DNA) pelo
complexo [Cu(Lg)CI]CI.2H,O0.CH;0H (Cg), a pH 7,71. 1. Controle (1ug de DNA fechado sem
composto); 2. Controle (1ug de DNA linearizado (Eco RI) sem composto); 3, 5, 7, 9. 100, 200, 500 e
1000umol/L do complexo Cg + 1ug de DNA linearizado; 4, 6, 8, 10. 100, 200, 500 e 1000umol/L do
complexo Cg + 1pug de DNA fechado.
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6.2. Resultados da Avaliacdo da atividade biologica dos complexos frente as
células leucémicas humanas (THP-1 e U-937)

A viabilidade celular também foi investigada em células que néo tiveram
tratamento com a droga (Branco) e em células que tiveram tratamento com o sal de
cobre utilizado na sintese dos complexos, CuCl,.2H,O, na concentracdo de 400
pmol/L (Controle). Verificou-se que a taxa de apoptose nado ultrapassou 3,5% em
ambos 0s casos, nos tempos investigados para as duas linhagens de células
testadas (THP-1 e U937). Além disso, para todos 0s experimentos pdde-se observar
que, apls 24 horas de tratamento, ja era possivel observar que a maioria das
células apoptéticas havia evoluido para um estagio de necrose secundaria. Os
cloridratos dos ligantes L;, Ls, Ls, Lg, usados como controle, foram dissolvidos em
agua ultrapura. Ja os ligantes L3, L4, L7 foram dissolvidos em DMSO grau
espectroscopico, sendo que este solvente ndo apresentou atividade mensuravel

sobre as linhagens de células estudadas.

Na Figura 88 podemos observar que o complexo [Cu(L,)Cl,].%2CH30OH (C,) foi
capaz de induzir altas taxas de apoptose nas células THP-1 considerando-se o
maior tempo de incubagéo (36 horas), chegando a aproximadamente 80%, na
concentracdo de 100 pmol/L. As taxas de necrose foram inferiores a 2,5% mesmo
na maior concentracdo testada. Neste experimento verificou-se que a apoptose
induzida pelo complexo [Cu(L;)CI;].%2CH30OH (C,), é dependende do tempo de
incubacdo do complexo, apresentando altas taxas de apoptose a partir de 24 horas
de incubacéo. Utilizando-se o cloridrato do ligante L; como controle, observa-se que
este apresenta atividade desprezivel frente & esta linhagem celular, com taxas de

morte celular por apoptose inferiores a 7,1%, apos 36 horas de incubacéo.
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Figura 88. Avaliagdo da viabilidade celular. Culturas de células THP-1 foram tratadas com diferentes
concentragdes do complexo [Cu(L;)Cl,].%2CH3;0OH (C,), nos tempos de: (a) 12, (b) 24 e (c) 36 horas.

Ja nos experimentos utilizando as células U-937, observa-se que o complexo

[Cu(L1)CI] (C,) foi capaz de induzir pequenas taxas de apoptose, mesmo na maior

concentracéo e no maior tempo analisado (36 horas), chegando a apenas 7,19%. As

taxas de necrose foram inferiores a 1,1% mesmo na maior concentragéo testada. Os

dados deste experimento estdo expressos na Figura 89. O cloridrato do ligante L

mostrou atividade promovendo 35,6% de morte celular por apoptose. Observa-se,

neste caso, que a complexacdo de L; com o sal de cobre inativou a atividade

citotoxica deste ligante.
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Figura 89. Avaliacdo da viabilidade celular. Culturas de células U-937 foram tratadas com diferentes
concentra¢des do complexo [Cu(L;)Cl,].%2CH3;0OH (C,), nos tempos de: (a) 12, (b) 24 e (c) 36 horas.

O complexo [Cu(L3)Cl;].%2H,O (C3) foi capaz de induzir altas taxas de
apoptose frente as células THP-1 para o menor tempo analisado (12 horas),
chegando a aproximadamente 76% de morte celular por apoptose, na menor
concentracéo testada (50 umol/L) e chegando a mais de 99% no tempo de 36 horas,
nesta mesma concentracdo. Esta mesma taxa € verificada para o tempo de 12 horas
na concentracdo de 200 pmol/L. As taxas de necrose foram inferiores a 2,9% em
todas as concentracdes (Figura 90). Utilizando-se o cloridrato do ligante L3 como
controle, observa-se que este apresenta atividade desprezivel frente a esta linhagem
celular, com taxas de morte celular por apoptose de apenas a 3,1% em 36 horas de
incubacéo.
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Figura 90. Avaliacdo da viabilidade celular. Culturas de células THP-1 foram tratadas com diferentes

concentragdes do complexo [Cu(L3)Cl,].%2H,0 (Cs), nos tempos de: (a) 12, (b) 24 e (c) 36 horas.

Nos experimentos utilizando as células U-937, observa-se que o complexo

[Cu(L3)Cl,].%2H,0 (Cs) foi capaz de induzir taxas relativamente baixas de apoptose,

mesmo na maior concentragcdo e no maior tempo analisado (36 horas), chegando a

aproximadamente 26%. As taxas de necrose foram inferiores a 1,6% mesmo na

maior concentragdo testada. Utilizando-se o cloridrato do ligante L3 como controle,

observa-se que este é inativo frente a esta linhagem celular, com taxas de morte

celular por apoptose inferiores a 1,5% para todos os tempos testados. Os dados

deste experimento estdo expressos na Figura 91.
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Figura 91. Avaliacdo da viabilidade celular. Culturas de células U-937 foram tratadas com diferentes

concentragdes do complexo [Cu(L3)Cl,].%2H,0 (Cs), nos tempos de: (a) 12, (b) 24 e (c) 36 horas.

Nos experimentos utilizando as células THP-1, observa-se que tanto o

complexo C; ([Cu(L4)CI]CIO4.H2,0) como o ligante L, foram capazes de induzir

pequenas taxas de apoptose, mesmo na maior concentragdo e no maior tempo

analisado (36 horas), chegando a apenas 13,16% e 9,05%, respectivamente. As

taxas de necrose foram inferiores a 4,5% mesmo na maior concentragéo testada. Os

dados deste experimento estdo expressos na Figura 92.



120,00
100,00
80,00
%
60,00

40,00

20,00

12 horas

Normal

Necrose

Apoptose

m Branco
Sal

M Ligante

W10 uM

-25uM

m50puM
100 uM
200 pM
400 pM

120,00
100,00
80,00
% s0,00
40,00
20,00

0,00

24 horas

ml

Normal

Necrose

Apoptose

M Branco
Sal

W Ligante
10 M
25puM
50 puM
100 puM

200 uM

m 400 UM

120,00
100,00
20,00
%60,00
40,00
20,00

0,00

36 horas

i

Normal

Necrose

Apoptose

m Branco
sal

W Ligante
10um
25uM
50 UM
100 pM

m200pM

m 400 uM

a

HO™

OH

u
\ Cl

139

Figura 92. Avaliacdo da viabilidade celular. Culturas de células THP-1 foram tratadas com diferentes

concentracdes do complexo [Cu(L,)CICIO,4.H,0 (C,), nos tempos de: (a) 12, (b) 24 e (c) 36 horas.

Nos experimentos utilizando as células U-937, observou-se que o complexo

[Cu(L4)CIICIO4.H,O (Cy4) foi capaz de induzir taxas muito pequenas de apoptose,

mesmo na maior concentragdo e no maior tempo analisado (36 horas), chegando a

apenas 2,4%. As taxas de necrose foram inferiores a 2,2% mesmo na maior

concentracdo testada. Utilizando-se o cloridrato do ligante L, como controle,

observa-se que este induz cerca de 20% morte celular por apoptose frente a esta

linhagem celular, indicando que a complexacao de L, inativou a atividade deste. Os

dados deste experimento estdo expressos na Figura 93.
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Figura 93. Avaliacdo da viabilidade celular. Culturas de células U-937 foram tratadas com diferentes
concentracdes do complexo [Cu(L4)CIIClO4.H,0 (C,), nos tempos de: (a) 12, (b) 24 e (c) 36 horas.

Na Figura 94 podemos observar que o complexo [Cu(Ls)Cl,].CH3OH (Cs) foi
capaz de induzir altas taxas de apoptose nas células THP-1, chegando a
aproximadamente 60%, na concentracdo de 50 pmol/L (menor concentragao), para o
tempo de 12 horas. Passadas 24 horas esta taxa passou para 96%. As taxas de
necrose ndo foram superiores a 4% mesmo na maior concentracdo testada.
Utilizando-se o cloridrato do ligante Ls como controle, observa-se que este induz
altas taxas de morte celular por apoptose. A complexagdo de Ls com o sal de
cobre(ll) potencializa a atividade de indugcédo de morte celular por apoptose, quando
sdo avaliadas os resultados de atividade apd6s 12 e 24 horas de incubacdo. Os

dados deste experimento estdo expressos na Figura 94.
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Figura 94. Avaliacdo da viabilidade celular. Culturas de células THP-1 foram tratadas com diferentes

concentracdes do complexo [Cu(Ls)Cl,].CH3;0H (Cs), nos tempos de: (a) 12, (b) 24 e (c) 36 horas.

Nos experimentos utilizando a célula U-937, observou-se que o complexo

[Cu(Ls)CI,].CH30H (Cs) e o cloridratato do ligante Ls foram capazes de induzir taxas

muito pequenas de apoptose, mesmo na maior concentracdo e no maior tempo

analisado (36 horas), chegando a apenas 11,1% e 12,7%, respectivamente. As

taxas de necrose foram inferiores a 2,1% mesmo na maior concentragéo testada. Os

dados deste experimento estdo apresentados na Figura 95.
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Figura 95. Avaliagdo da viabilidade celular. Culturas de células U-937 foram tratadas com diferentes

concentracdes do complexo [Cu(Ls)Cl,].CH3;0H (Cs), nos tempos de: (a) 12, (b) 24 e (c) 36 horas.

Na Figura 96 podemos observar que o complexo [Cu(Lg)CI|ClL.H,O (Cg) foi

capaz de induzir altas taxas de apoptose nas ceélulas THP-1, chegando a

aproximadamente 74%, na menor concentracdo testada (50umol/L), para o tempo

de 12 horas. Passadas 24 horas esta taxa passou para 91%, para a mesma

concentracdo. As taxas de necrose nao foram superiores a 2,4% mesmo ha maior

concentracdo testada. Comparando os resultados de atividade do complexo Cs

(400umol/L) com o cloridrato do ligante Lg, observamos que no tempo de 36 horas

estes apresentam taxas de inducdo de apoptose similares, indicando que a
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complexacdo do Lg com o sal de cobre(ll) ndo interferiu na atividade de inducéo de
morte celular por apoptose neste tempo de incubacgéo.
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Figura 96. Avaliagdo da viabilidade celular. Culturas de células THP-1 foram tratadas com diferentes
concentragdes do complexo [Cu(Lg)CI]CIL.H,O (Cg), nos tempos de: (a) 12, (b) 24 e (c) 36 horas.

Nos experimentos utilizando a célula U-937, observou-se que o complexo
[Cu(Le)CIICI.H,O (Cg) foi capaz de induzir taxas muito pequenas de apoptose,
mesmo na maior concentragdo e no maior tempo analisado (36 horas), chegando a
apenas 8,9%. No tempo de 36 horas, o sal de cobre(ll) e o ligante Lg apresentaram
taxas de apoptose relativamente altas, aproximadamente 19% e 17%,
respectivamente. Isso pode ter ocorrido devido a um estresse celular. Os dados

deste experimento estdo expressos na Figura 97.



120,00

100,00

12 horas

= Branco

0,00

Normal

Necrose

Apoptose

% =0,00 | mSal
W Ligante
60,00
W50 uM
40,00 =100 uM
5000 - =200 1M
400 ph
0,00 — | —— 5
Normal Necrose Apoptose
24 horas
120,00
100,00 -
m Branco
80,00 - w sal
% W Ligante
60,00
50 uM
40,00 - 100 pM
000 A =200 pM
w400 pM
o RS E—
Normal Necrose Apoptose
36 horas
120,00
100,00
H Branco
80,00 m Sal
M Ligante
% 60,00 2
50 M
40,00 100 pM
20.00 H200pM
400 M

144

Cl-

Figura 97. Avaliacdo da viabilidade celular. Culturas de células U-937 foram tratadas com diferentes

concentragdes do complexo [Cu(Lg)CI]CIL.H,O (Cg), nos tempos de: (a) 12, (b) 24 e (c) 36 horas.

Nos experimentos utilizando a célula THP-1, observou-se que o complexo

[Cu(L7)CI;].H2O (C;) foi capaz de induzir altas taxas morte celular por apoptose,

somente na maior concentragdo e nos tempos de 12 e 24 horas. Ja no tempo de 36

horas, este complexo induziu altas taxas de apoptose nas concentracdes de 200 e

400umol/L, chegando a 100%. Os resultados indicam que a complexacao do ligante

com o sal de cobre(ll) potencializou a atividade do mesmo. Os dados deste

experimento estdo expressos na Figura 98.
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Figura 98. Avaliacdo da viabilidade celular. Culturas de células THP-1 foram tratadas com diferentes

concentracdes do complexo [Cu(L;)Cl,].H,0 (C5), nos tempos de: (a) 12, (b) 24 e (c) 36 horas.

Nos experimentos utilizando a célula U937, observou-se que o complexo

[Cu(L7)CI,].H2O (C5) foi capaz de induzir a altas taxas morte celular por apoptose,

somente na maior concentragdo, em todos os tempos testados, chegando a 98%.

Os resultados indicam que a complexacdo do ligante com o sal de cobre(ll)

potencializou a atividade do mesmo. Os dados deste experimento estdo expressos

na Figura 99.
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Figura 99. Avaliagdo da viabilidade celular. Culturas de células

concentra¢des do complexo [Cu(L;)Cl,].H,0 (C5), nos tempos de

U937 foram tratadas com diferentes
(a) 12, (b) 24 e (c) 36 horas.

Na Figura 100 podemos observar que o complexo [Cu(Lg)CI|CIl.2H,0.CH3;0OH

(Cg) foi capaz de induzir altas taxas de apoptose nas células THP-1, chegando a

aproximadamente 77%, na concentracdao de 100 umol/L, para o tempo de 12 horas.

Passadas 24 horas esta taxa passou para 94%, para a mesma concentragdo. As

taxas de necrose foram inferiores a 1,8% mesmo na maior concentracao testada. O

cloridrato do ligante Lg apresentou cerca de 2% de atividade de morte celular por

apoptose. Estes resultados indicam que a complexagao de Lg com o sal de cobre(ll)

potencializou a atividade do mesmo frente as células THP-1.
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Cl-

Avaliacdo da viabilidade celular. Culturas de células THP-1 foram tratadas com

diferentes concentra¢des do complexo [Cu(Lg)CI|CI.2H,0.CH30H (Cg), nos tempos de: (a) 12, (b) 24 e
(c) 36 horas.

Observa-se que o complexo [Cu(Lg)CI]CI.2H,0.CH30H (Cg) foi o Unico
complexo em estudo que foi capaz de induzir altas taxas de apoptose nas células U-
937. Para a concentracdo de 400 umol/L, este induziu aproximadamente 88% de
morte celular por apoptose, enquanto que as taxas de necrose néo ultrapassaram
1,4%, para todas as concentracdes e para os trés tempos testados. O cloridrato do
ligante Lg apresentou cerca de 9,8% de atividade de morte celular por apoptose.
Estes resultados indicam que a complexacdo de Lg com o sal de cobre(ll)
potencializou a atividade do mesmo frente as células U937. Os dados deste
experimento estao apresentados na Figura 101.
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Avaliagdo da viabilidade celular. Culturas de células U-937 foram tratadas com

diferentes concentra¢des do complexo [Cu(Lg)CI|CIl.2H,0.CH30H (Cg), nos tempos de: (a) 12, (b) 24 e

(c) 36 horas.

Para efeito de uma melhor comparacdo da atividade exibida pelos complexos

frente as diferentes linhagens de células testadas, foi realizado o calculo de dose

efetiva 50% (DEsp), ou seja, a concentracdao dos complexos que induzem a morte em
50% das células tratadas (Tabela 49).
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Tabela 49. Dose efetiva 50% (umol.L™") para a taxa de apoptose induzida pelos complexos C;-Cs.

Complexo THP-1 U-937
12 horas 24 horas 36 horas 12 horas 24 horas 36 horas

C: > 400 85,1 <50 > 400 > 400 > 400
Cs <50 <50 <50 > 400 > 400 > 400
C, > 400 > 400 > 400 > 400 > 400 > 400
Cs <50 <50 <50 > 400 > 400 > 400
Cs <50 <50 <50 > 400 > 400 > 400
C, 274 277 131 297 272 259
Cs 70,8 58,9 <50 309,0 186,2 166,0

Analisando os dados da Tabela 49 observou-se que o0 complexo
[Cu(L,)CI,].%2CH30H (C;) apresenta DEsg dentro dos limites do experimento apenas
para a célula THP-1, no tempo de 24 horas (DEsp= 85,1 pmol.L™). Para os
experimentos com tempo de incubagdo de 12 e 36 horas, a DEsy ndo pode ser
calculada ja que esta abaixo, no caso da célula THP-1, ou acima, para o caso da U-
937, das concentracdes analisadas.

A DEsp para o complexo [Cu(L3)Cl;].¥2H,O (C3) ndo pode ser definida com
precisdo em nenhum dos tempos testados para as células analisadas. No caso da
linhagem celular THP-1 o valor da DEsp; manteve-se abaixo da menor concentracao
testada (50 umol.L™!) em todos os tempos analisados, enquanto que para a linhagem
U-937 a DEs ficou acima da maior concentracéo testada (400 pmol.L™) para estes
mesmos tempos. Comparando-se o0s resultados obtidos para os complexos
[Cu(L1)CI,].%2CH30OH (Ci1) e [Cu(L3)Cly].%2H,O (Cg), observa-se que o segundo
complexo apresenta uma maior atividade citotoxica frente a célula THP-1 em relacéo
ao complexo [Cu(L;)CI;].%2CH30H (C;), 0 que pode ser atribuido ao grupo metila
adicional existente na estrutura do ligante L3, utilizado na sintese do complexo
[Cu(L3)Cl,].%2H,0 (C3). No caso da célula U-937, os complexos [Cu(L1)Cl;].¥2CH30OH
(Cyp) e [Cu(L3)Cl;].»2H,0 (C3), apresentaram atividade citotdxica desprezivel.

O complexo [Cu(L4)CIICIO4.H20 (C4) foi o Unico dos complexos investigados
gue se mostrou inativo frente as células THP-1, apresentando valor de DEsg acima
do valor da maior que concentracdo testada para todos dos tempos analisados. No
caso da linhagem celular U-937, incubada com o complexo [Cu(L4)CI|CIO4.H,0 (C,),
a DEsp encontra-se acima da maior concentracdo testada (>400 pmol.L™), no
podendo, desta forma, ser determinada de forma precisa. Assim como 0S complexos
anteriormente citados, o complexo [Cu(L4)CI]CIO4.H,O (C,) ndo apresenta atividade

citotdxica consideravel frente as células U-937.
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Para o complexo [Cu(Ls)Cl,].CH30H (Cs), no caso da linhagem celular THP-1,
o valor da DEsy manteve-se abaixo da menor concentracdo testada (< 50 pmol.L™),
enquanto que para a linhagem U-937, a DEsg ficou acima da maior concentracéo
testada (> 400 umol.L™). Desta forma, a DEsy ndo pode ser determinada de forma
precisa. Observa-se que a adicdo de segundo grupo piridina na estrutura do
complexo [Cu(Ls)Cl;].CH3OH (Cs), potencializou sua atividade em relacdo ao
complexo [Cu(L;)Cl,].%2CH3OH (C;), mas isso nao pode ser afirmado no caso do
complexo [Cu(L3)Cl;].%2H,0 (C3), j& que estes apresentam o mesmo valor de DEsg (>
50 umol.L™"). Também para o complexo [Cu(Ls)Cl,].CHsOH (Cs), ndo houve atividade
frente as células U-937.

Para o complexo [Cu(Le)CI|CL.LH,O (Ce) incubado com a linhagem celular
THP-1, o valor da DEs; manteve-se abaixo da menor concentracdo testada
(< 50 pmol.L™), enquanto que para a linhagem U-937 a DEs, ficou acima da maior
concentracdo testada (> 400 pmol.L™"). Desta forma, a DEsy, para o complexo
[Cu(Le)ICI.H,O (Cs) ndo pode ser definida com precisdo em nenhum dos tempos
testados para as células analisadas. Comparando-se 0s complexos
[Cu(Ls)(Cl2)].CH30H (Cs) e [Cu(Le)CIICI.H,0O (Cs), nota-se que a adigdo de um grupo
alifdtico ao ligante Ls, ndo interfere na atividade citotoxica do complexo
[Cu(Ls)CIICI.H20 (Cs) em relacdo ao complexo [Cu(Ls)(Cl;)].CH30H (Cs). Como os
demais complexos citados anteriormente, para o complexo [Cu(Lg)CI]Cl.H,O (Cs)
nao foi observada atividade mensuravel frente a célula U-937.

Os resultados mostram que o complexo [Cu(L;)Cl;].H2O (C-) apresentou DEsg
dentro dos limites do experimento, para a célula THP-1 em todos os tempos
testados. Comparando-se os complexos [Cu(Ls)Cl,].CH3OH (Cs) e [Cu(L7)Cl2].H2O
(C7), observa-se que a substituicdo de um grupo piridina (Cs) por um grupo fenol (C-)
diminuiu a atividade citotoxica frente as células THP-1. No entanto, esta substituicdo
potencializou a atividade do complexo [Cu(L7)CI,].H.O (C-) frente as células U-937,
sendo que este complexo apresentou atividade citotoxica consideravel frente as
células U-937.

Analisando os dados da Tabela 49 observou-se que o complexo
[Cu(Lg)CIICI.2H20.CH30OH (Cg) néo apresentou DEsy dentro dos limites do
experimento, apenas para a célula THP-1 no tempo de 36 horas

(DEso= < 50 umol.L™). Verificou-se também que, para as duas linhagens de células
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incubadas, a DEsp teve um aumento de valor diretamente proporcional ao aumento
no tempo de incubagdo da célula com o complexo [Cu(Lg)CI|Cl.2H,0.CH3;OH (Csg).
Comparando-se os complexos [Cu(Le)CIICL.H,O (Cg) e [Cu(Lg)CI]CI.2H,0.CH30OH
(Cg), observa-se que, como na caso de [Cu(Le)CI]CL.H,O (Cg), a substituicdo de um
grupo piridina (Cg) por um grupo fenol (Cg) diminuiu a atividade citotoxica frente as
células THP-1. No entanto, esta substituicdo potencializou a atividade do complexo
[Cu(Ls)CIICI.2H,0.CH30OH (Cg) frente as células U-937, sendo que apenas 0s
complexos C; e Cg apresentaram atividade citotoxica consideravel frente as células
U-937. Portanto, acredita-se que o grupo fenol tenha importante participacdo na
induc&o da morte celular por apoptose frente as células U-937.

Por meio deste estudo pbdde-se observar que os complexos mencionados
induzem a morte de células leucémicas humanas (THP-1 e U-937) majoritariamente
por apoptose, sendo que foram mais ativos frente as células THP-1 em comparacao
as ceélulas U-937.
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7. CONCLUSOES

Conclui-se que os objetivos deste trabalho foram alcancados, uma vez que
foram realizadas a sintese, caracterizacdo e estudo da atividade biologica frente a
linhagens de células leucémicas humanas (THP-1 e U937) induzida por sete
complexos mononucleares de cobre (ll), sendo cinco destes inéditos na litaratura.

Os ligantes L;-Lg foram previamente sintetizados e caracterizados por
espectroscopia de infravermelho e por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
e de carbono, permitindo confirmar suas obten¢bes e seu alto grau de pureza. As
propostas de estrutura para os sete complexos puderam ser confirmadas através
das técnicas de espectroscopia de infravermelho, andlise elementar, condutivimetria,
eletroquimica, espectroscopia eletronica, espectrometria de massas com ionizacao
por electrospray (ESI-(+)-MS) e difracdo de raios X, sendo esta ultima utilizada para
a caracterizacdo do complexo C;, C3, C4 e Cg. Os estudos de raios X indicaram a
formacdo de complexos mononucleares de cobre(ll) pentacoordenados, com
geometria piramidal de base quadrada distorcida.

A técnica de espectrometria de massas com ionizac&o por electrospray e os
dados de condutivimetria, confirmaram a perda de ions cloreto das estruturas dos
complexos. Conclui-se, deste modo, que os complexos aqui estudados apresentam
como caracteristica a presenca de posi¢des de coordenacéo livres e ligantes labeis,
sendo este um requisito para a formacéo de espécies nucleofilicas em solucéo e a
posterior clivagem DNA. Estes dados indicam que as estruturas dos sete complexos
de cobre(ll) estudados ndo sdo completamente preservadas em solugdo aquosa e
dessa forma € possivel que suas atividades biologicas ndo se limitem a apenas a
estrutura encontrada em estado solido, sendo essa uma informacao relevante na
investigacdo destes complexos frente a sistemas biologicos. Assim, foram realizados
estudos da atividade dos compostos Cg e Cg frente ao DNA plasmidial, empregando-
se diferentes concentracfes de cada complexo. Foi verificado que ambos promovem
efetivamente a clivagem hidrolitica do DNA plasmidial superenovelado, em
temperatura e pH fisiolégico, para as formas circular e linear. Desta forma, os
resultados indicaram que 0s complexos sdo potenciais minéticos funcionais as
nucleases naturais.

Tendo em vista que o DNA é um alvo na busca de compostos metalicos com

atividade antineoplasica, foram realizados estudos da atividade dos complexos
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frente a células leucémicas humanas, THP-1 e U937. Os resultados indicaram que
os complexos C;, Cs, Cs, Cg, C; € Cg induziram altas taxas de morte celular por
apoptose frente as células THP-1, na menor concentracdo testada. Por outro lado,
somente os complexos C; e Cg foram ativos na inducdo de morte celular por
apoptose frente as células U937, sendo esta verificada apenas na maior
concentracdo utilizada neste estudo (400 pmol/L). Deste modo, concluiu-se que,
frente as células U937, o grupo fenol, encontrado apenas nas estruturas dos
complexos C; e Cg, tem grande influéncia na atividade de indugcédo de morte celular
por apoptose.

Os resultados deste estudo indicam que a linhagem celular THP-1, quando
comparada a U937, mostra-se mais sensivel frente aos complexos de cobre(ll)
estudados, sendo que, para as duas linhagens de células leucémicas humanas
investigadas, os compostos sintetizados induzem a morte celular majoritariamente
por apoptose. Além disso, podemos concluir que as estruturas dos complexos tém

grande influéncia sobre suas atividades bioldgicas.
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9. ANEXO
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O anexo traz as Tabelas dos dados de difracédo de raios X para os complexos
[Cu(L1)Clz] (Ca), [Cu(Ls)Clz] (Cs), [Cu(La)CIICIO4.H20 (Ca) e [Cu(Ls)CIICl.H20 (Cs).

Tabela 50. Coordenadas atémicas (10%) e parametros do deslocameto isotropico (10°. A% para

[Cu(Ly)CI,] (Cy). U(eq) é definido como '/, do tragco do tensor ortogonalizado U”.

X y z U(eq)
Cu 8713(1) 1215(1) 2742(1) 46(1)
Cl(1) 8924(1) 791(2) 1323(12) 53(1)
Cl(2) 9622(1) -1967(2) 3420(1) 53(1)
0(1) 6849(3) 375(5) 2680(2) 48(1)
N(1) 8229(4) 2164(7) 3884(2) 46(1)
N(11) 10403(3) 2351(5) 3087(2) 43(1)
C(2) 7252(5) 946(8) 4205(3) 50(1)
C(12) 10540(4) 2735(6) 3933(3) 43(1)
C(1) 9385(4) 2432(8) 4446(3) 56(2)
C(4) 6693(5) 1512(8) 5039(3) 65(2)
C(13) 11705(4) 3268(7) 4322(3) 57(1)
C(3) 6237(4) 705(8) 3481(3) 51(1)
C(15) 12607(5) 3079(9) 2956(4) 67(2)
C(14) 12747(5) 3428(8) 3824(4) 65(2)
C(16) 11418(4) 2522(7) 2602(3) 56(1)




Tabela 51. Comprimentos de ligagéo (A) para [Cu(L,)Cl,] (C,).

Cu-N(2)
Cu-N(11)
Cu-0(1)
Cu-CI(1)
Cu-CI(2)
O(1)-C(3)
O(1)-H(2)
N(1)-C(1)
N(1)-C(2)
N(L)-H(1)
N(11)-C(16)
N(11)-C(12)
C(2)-C(4)
C(2)-C(3)
C(2)-H@®)
C(12)-C(13)

1,997(4)
1,999(3)
2,041(3)
2,2492(13)
2,7054(16)
1,451(5)
0,81(4)
1,463(5)
1,465(6)
0,89(5)
1,341(6)
1,344(5)
1,509(7)
1,512(6)
1,00(5)
1,385(6)

C(15)-C(14)
C(15)-C(16)
C(15)-H(15)
C(14)-H(14)
C(16)-H(16)
C(4)-H(4C)
C(13)-C(14)
C(13)-H(13)
C(3)-H(3A)
C(3)-H(3B)
C(12)-C(1)
C(1)-H(1A)
C(1)-H(1B)
C(4)-H(4A)
C(4)-H(4B)

1,371(7)
1,392(6)
0,9300
0,9300
0,9300
0,9600
1,377(7)
0,9300
0,9700
0,9700
1,500(6)
0,9700
0,9700
0,9600
0,9600
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Tabela 52. Angulos (°) para [Cu(L,)Cly] (C,).

C(3)-O(1)-Cu 112,1(2) C(1)-N(1)-H(1) 106(3)
C(3)-0(1)-H(2) 103(3) C(2)-N(1)-H(1) 111(4)
Cu-O(1)-H(2) 103(3) Cu-N(1)-H(1) 105(3)
C(1)-N(1)-C(2) 116,6(4) C(16)-N(11)-C(12) 119,1(4)
C(1)-N(1)-Cu 109,4(3) C(16)-N(11)-Cu 127,2(3)
N(1)-Cu-N(11) 83,25(15) C(12)-N(11)-Cu 113,1(3)
N(1)-Cu-O(1) 81,76(14) N(1)-C(2)-C(4) 115,9(4)
N(11)-Cu-O(1) 164,93(14) N(1)-C(2)-C(3) 106,9(4)
N(1)-Cu-CI(1) 164,23(14) C(4)-C(2)-C(3) 112,4(4)
N(11)-Cu-CI(1) 100,66(11) N(1)-C(2)-H(3) 101(3)
O(1)-Cu-CI(1) 93,39(9) C(4)-C(2)-H(3) 114(3)
N(1)-Cu-CI(2) 93,18(14) C(3)-C(2)-H(3) 106(2)
N(11)-Cu-CI(2) 88,17(11) N(11)-C(12)-C(13) 121,9(4)
O(1)-Cu-CI(2) 94,18(11) N(11)-C(12)-C(1) 116,3(4)
Cl(1)-Cu-CI(2) 102,16(5) C(13)-C(12)-C(1) 121,7(4)
C(2)-N(1)-Cu 107,9(3) N(1)-C(1)-C(12) 111,5(4)
N(1)-C(1)-H(1A) 109,3 H(4B)-C(4)-H(4C) 109,5
C(12)-C(1)-H(1A) 109,3 C(14)-C(13)-C(12) 118,9(5)
N(1)-C(1)-H(1B) 109,3 C(14)-C(13)-H(13) 120,6
C(12)-C(1)-H(1B) 109,3 C(12)-C(13)-H(13) 120,6
H(1A)-C(1)-H(1B) 108,0 0(1)-C(3)-C(2) 109,4(3)
C(2)-C(4)-H(4A) 109,5 O(1)-C(3)-H(3A) 109,8
C(2)-C(4)-H(4B) 109,5 C(2)-C(3)-H(3A) 109,8
H(4A)-C(4)-H(4B) 109,5 O(1)-C(3)-H(3B) 109,8
C(2)-C(4)-H(4C) 109,5 C(2)-C(3)-H(3B) 109,8
H(4A)-C(4)-H(4C) 109,5 H(3A)-C(3)-H(3B) 108,2
C(14)-C(15)-C(16) 119,0(5) C(13)-C(14)-H(14) 120,2
C(14)-C(15)-H(15) 120,5 N(11)-C(16)-C(15) 121,6(5)
C(16)-C(15)-H(15) 120,5 N(11)-C(16)-H(16) 119,2
C(15)-C(14)-C(13) 119,6(5) C(15)-C(16)-H(16) 119,2

C(15)-C(14)-H(14) 120,2




Tabela 53. Parametros do deslocamento anisotrépico (10°. A%) para [Cu(L;)Cl,] (Cy).
Ull U22 U33 U23 Ul3 U12
Cu 38(1) 60(1) 39(1) -4(1) -1(2) -6(1)
Cl(1) 52(1) 65(1) 40(1) -4(1) 1(2) 2(1)
Cl(2) 48(1) 62(1) 47(1) 0(1) -3(2) 1(2)
0o(1) 40(2) 59(3) 44(2) -2(2) -5(2) 1(2)
N(1) 42(2) 54(3) 42(2) -3(2) -3(2) -4(2)
N(11) 34(2) 49(3) 45(2) 0(2) 1(2) 4(2)
C(2) 45(3) 56(4) 49(3) 4(3) 4(2) -2(3)
C(12) 44(2) 36(3) 48(3) 0(2) -6(2) 0(2)
C() 46(3) 76(4) 45(3) -9(3) -7(2) -6(3)
C4) 62(3) 82(5) 52(3) 5(3) 8(2) 0(3)
C(13) 49(3) 55(4) 65(3) -6(3) -15(3) 4(3)
C(3) 38(2) 66(4) 49(3) -1(3) 4(2) -6(2)
C(15) 45(3) 65(4) 91(4) 11(3) 12(3) -7(3)
C(14) 44(3) 62(4) 86(4) -1(3) -10(3) -7(3)
C(16) 52(3) 61(4) 56(3) -1(3) 11(2) -6(3)
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Tabela 54. Coordenadas dos hidrogénios (10%) e parametros do deslocamento isotrépico (103. AZ)
para [Cu(L,)Cly] (Cy).

X y z U(eq)
H(1A) 9523 1366 4810 67
H(1B) 9268 3479 4816 67
H(4A) 7365 1604 5484 98
H(4B) 6080 616 5200 98
H(4C) 6277 2675 4964 98
H(13) 11782 3514 4910 68
H(3A) 5688 -318 3607 61
H(3B) 5711 1796 3428 61
H(15) 13297 3213 2609 80
H(14) 13540 3770 4074 77
H(16) 11324 2262 2016 67
H(2) 6510(40) 1110(60) 2350(20) 21(11)
H(1) 7910(50) 3280(70) 3770(30) 65(18)
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Tabela 55. Coordenadas atémicas (10%) e parametros do deslocameto isotropico (10°. A% para
[}
Cu(L3)Cl,] (C5). U(eq) é definido como '/, do traco do tensor ortogonalizado UJ.

X y z U(eq)
Cu(1) 2146(1) 9226(1) 8254(1) 26(1)
CI(2) 3360(1) 7577(1) 9185(1) 34(1)
Cl(2) 4919(1) 10161(1) 7583(1) 37(2)
N(1) 596(2) 10458(2) 7436(1) 27(1)
C(2) -442(3) 9619(2) 6738(2) 35(1)
C(3) 737(3) 8554(3) 6383(2) 40(1)
04 1638(2) 7889(2) 7180(1) 34(1)
C(10) -380(3) 11388(2) 8004(2) 32(1)
C(11) 524(3) 11564(2) 8963(1) 28(1)
N(12) 1691(2) 10605(2) 9235(1) 26(1)
C(13) 2506(3) 10689(2) 10099(2) 34(1)
C(14) 2170(3) 11724(3) 10713(2) 40(1)
C(15) 963(3) 12705(3) 10440(2) 42(1)
C(16) 146(3) 12632(2) 9549(2) 37(1)

Tabela 56. Angulos (°) para [Cu(L3)Cly] (Cs).

N(12)-Cu(1)-N(1) 82,69(7) 0O(4)-C(3)-C(2) 108,48(17)
N(12)-Cu(1)-O(4) 158,29(7) C(3)-0(4)-Cu(1) 111,32(13)
N(1)-Cu(1)-O(4) 82,54(7) N(1)-C(10)-C(11) 110,22(17)
N(12)-Cu(1)-Cl(1) 98,98(5) N(12)-C(11)-C(16) 121,5(2)
N(1)-Cu(1)-CI(1) 167,58(5) N(12)-C(11)-C(10) 116,42(18)
0O(4)-Cu(1)-ClI(2) 92,19(5) C(16)-C(11)-C(10) 122,0(2)
N(12)-Cu(1)-Cl(2) 103,11(5) C(11)-N(12)-C(13) 118,99(18)
N(1)-Cu(1)-CI(2) 93,51(5) C(11)-N(12)-Cu(1) 114,97(14)
0O(4)-Cu(1)-ClI(2) 93,60(5) C(13)-N(12)-Cu(1) 125,94(15)
CI(1)-Cu(2)-Cl(2) 98,05(2) N(12)-C(13)-C(14) 121,9(2)
C(10)-N(1)-C(2) 115,30(17) C(13)-C(14)-C(15) 119,3(2)
C(10)-N(1)-Cu(1) 111,27(13) C(14)-C(15)-C(16) 118,9(2)
C(2)-N(1)-Cu(1) 109,65(13) C(15)-C(16)-C(11) 119,4(2)
N(1)-C(2)-C(3) 106,66(18)




Tabela 57. Comprimentos de ligagéo(A) para [Cu(L3)Cl,] (C).

Cu(1)-N(12)
Cu(1)-N(1)
Cu(1)-O(4)
Cu(1)-CI(1)
Cu(1)-CI(2)
N(1)-C(10)
N(1)-C(2)
C(2)-C(3)

1,9969(17)
2,0152(17)
2,0287(15)
2,2478(6)
2,6189(6)
1,475(3)
1,483(3)
1,507(3)

C(10)-C(11)
C(11)-N(12)
C(11)-C(16)
N(12)-C(13)
C(13)-C(14)
C(14)-C(15)
C(15)-C(16)
C(3)-0(4)

1,503(3)
1,344(3)
1,384(3)
1,348(3)
1,377(3)
1,380(4)
1,382(3)
1,446(3)

Tabela 58. Pardmetros de deslocamento anisotrépico (103. AZ)

para [CU(L3)1(3:|2] (Ca).

U11 U22 U33 U23 U U12
Cu(1) 28(1) 25(1) 25(1) -1(2) -1(2) 3(1)
Cl(2) 39(1) 33(1) 30(1) 4(1) 0(1) 8(1)
Cl(2) 31(1) 33(1) 49(1) 6(1) 8(1) 2(1)
N(1) 26(1) 27(1) 27(1) 1(2) 1(2) -2(1)
C(2) 33(2) 39(2) 31(2) -2(1) -8(1) 0(2)
C(3) 50(1) 42(1) 27(1) -4(1) -6(1) 4(1)
0(4) 42(1) 26(1) 33(2) -3(1) -6(1) 1(1)
C(10) 29(1) 31(2) 36(1) 0(1) 0(2) 7(2)
C(11) 24(1) 28(1) 32(1) 2(2) 7(2) -2(1)
N(12) 26(1) 27(1) 26(1) -1(1) 3(2) -1(1)
C(13) 34(1) 37(2) 29(1) 0(1) -1(1) -2(1)
C(14) 42(1) 49(1) 28(1) -8(1) 2(2) -8(1)
C(15) 46(1) 40(1) 41(1) -15(1) 15(1) -6(1)
C(16) 37(1) 32(1) 43(1) -5(2) 10(2) 4(1)
Tabela 59. Ligacdo de hidrogénio para [Cu(L3)Cl,] (C3) (A e 9.
D-H...A d(D-H) d(H...A) d(D...A) <(DHA)
N(1)-H(IN)...CI(1)#1 0.94 3.2613(18) 145.5
N(1)-H(1IN)...O(4)#1 0.94 3.231(2) 129.4
0O(4)-H(40)...CI(2)#2 0.96 2.9569(16) 170.0
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Tabela 60. Coordenadas atdmicas (10%) e parametros do deslocameto isotropico (A% para
1
[Cu(L,)CIICIO4.H,0 (Cy). U(eq) é definido como '/, do traco do tensor ortogonalizado U].

X y z U(eq)
c(1) 0,2112(6) 0,5290(5) -0,2190(6) 0,0707(17)
H(1A) 0,2484 0,5483 -0,2809 0,085
H(1B) 0,1305 0,5348 -0,2655 0,085
c(2) 0,1411(5) 0,3775(5) -0,1703(6) 0,0650(17)
H(2A) 0,1524 0,3110 -0,1778 0,078
H(2B) 0,0745 0,3956 -0,2455 0,078
k) 0,1211(5) 0,3962(5) -0,0396(6) 0,0616(16)
H(3) 0,1106 0,4635 -0,0316 0,074
C(4) 0,0190(5) 0,3447(5) -0,0289(8) 0,080(2)
H(4A) -0,0482 0,3674 -0,0994 0,096
H(4B) 0,0120 0,3597 0,0574 0,096
c(5) 0,2860(5) 0,3815(5) -0,2745(6) 0,0684(17)
H(5A) 0,3385 0,4227 -0,2953 0,082
H(5B) 0,2253 0,3667 -0,3582 0,082
C(6) 0,3460(6) 0,2922(5) -0,2092(6) 0,0720(18)
H(6A) 0,2918 0,2452 -0,2062 0,086
H(6B) 0,3906 0,2675 -0,2597 0,086
N(11) 0,3216(4) 0,5583(3) 0,0155(5) 0,0552(12)
C(16) 0,3589(5) 0,6124(5) 0,1238(7) 0,0657(16)
H(16) 0,4109 0,5880 0,2026 0,079
C(15) 0,3239(6) 0,7031(5) 0,1243(9) 0,081(2)
H(15) 0,3517 0,7398 0,2016 0,097
C(14) 0,2470(7) 0,7383(5) 0,0076(10) 0,090(2)
H(14) 0,2216 0,7995 0,0048 0,108
Cc(13) 0,2081(6) 0,6834(5) -0,1036(9) 0,086(2)
H(13) 0,1558 0,7069 -0,1829 0,103
N(1) 0,2399(4) 0,4285(3) -0,1797(4) 0,0529(12)
C(12) 0,2464(5) 0,5911(4) -0,0998(7) 0,0610(16)
0O(11) 0,2211(4) 0,3683(4) 0,0646(5) 0,0609(13)
0(12) 0,4168(4) 0,3176(3) -0,0755(5) 0,0665(12)
0(31) 0,1705(12) 0,5298(11) 0,2459(11) 0,309(9)
0(32) 0,3003(10) 0,5275(10) 0,4540(13) 0,250(6)
0(33) 0,1256(6) 0,5095(6) 0,4305(7) 0,145(3)
0(34) 0,2306(9) 0,4041(6) 0,3630(10) 0,197(4)
Cl(2) 0,50926(13) 0,41565(11) 0,19816(15) 0,0683(5)
cl(2) 0,02495(15) 0,22306(15) -0,0429(2) 0,0972(7)
CI(3) 0,19723(16) 0,49441(12) 0,36283(16) 0,0764(5)
Cu 0,36736(5) 0,42733(5) 0,00237(6) 0,0504(3)
H(2) 0,224(4) 0,380(4) 0,119(5) 0,018(17)
H(2) 0,441(5) 0,272(4) -0,037(6) 0,048(19)
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Tabela 61. Parametros de deslocamento anisotrépico (A% para [Cu(L,)CI]CIO,.H,O (C.).

u*t u? u* U= u® u*
c(1) 0,071(4)  0,073(4)  0,060(4)  0,017(3)  0,013(3)  0,005(3)
C(2) 0,051(3)  0,083(5) 0,052(3) 0,001(3)  0,007(3)  -0,012(3)
C(3) 0,051(4)  0,065(4)  0,069(4) 0,007(3)  0,020(3)  0,002(3)
C(4) 0,060(4)  0,081(5) 0,102(5)  0,017(4)  0,031(4)  0,005(3)
C(5) 0,073(4)  0,081(5) 0,052(3)  -0,012(3) 0,022(3)  -0,015(4)
C(6) 0,076(4)  0,077(5)  0,065(4)  -0,025(4) 0,027(3)  -0,0017(4)
N(11) 0,058(3)  0,046(3)  0,063(3) 0,000(2) 0,023(2)  -0,004(2)
C(16) 0,062(4)  0,059(4)  0,080(4) -0,017(3) 0,029(3)  -0,008(3)
C(15) 0,080(5)  0,055(4)  0,120(6)  -0,025(4) 0,052(5)  -0,013(4)
C(14) 0,101(6)  0,048(4)  0,138(7)  -0,004(5) 0,064(6)  -0,002(4)
C(13) 0,083(5)  0,072(5)  0,110(6)  0,028(5)  0,044(4)  -0,013(4)
N(1) 0,051(3)  0,060(3)  0,042(3)  0,0002) 0,0102)  -0,007(2)
C(12) 0,058(4)  0,053(4) 0,077(4)  0,016(3)  0,030(3)  0,002(3)
0(11) 0,058(3)  0,074(3)  0,046(3)  -0,002(3) 0,013(2)  -0,002(2)
0(12) 0,069(3)  0,059(3) 0,065(3) -0,015(2) 0,015(2)  0,005(2)
0(31) 0,320(15)  0,48(2) 0,159(9)  0,196(12) 0,128(10) 0,236(15)
0(32) 0,193(10) 0,313(15) 0,220(11) -0,102(11) 0,045(9)  -0,103(10)
0(33) 0,143(6)  0,186(8)  0,131(5)  0,003(5)  0,080(5)  0,054(5)
0(34) 0,264(12) 0,118(6)  0,255(11) 0,002(6)  0,150(10) 0,073(7)
CI(1) 0,0567(9) 0,0720(11) 0,0601(9) -0,0069(7) 0,0003(7) 0,0009(7)
Cl(2) 0,0742(12) 0,0879(14) 0,1180(16) 0,0136(11) 0,0194(11) -0,006(10)
CI(3) 0,1047(14) 0,0700(11) 0,0575(10) 0,0035(8) 0,0323(9) 0,0162(10)
Cu 0,0465(5) 0,0494(5) 0,0484(5) -0,0071(3) 0,0079(3) -0,0012(3)




Tabela 62. Comprimentos de ligacéo (A) para [Cu(L,)CI]CIO,.H,0O (C,).
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C(1)-C(12)
C(1)-N(1)
C(1)-H(1A)
C(1)-H(1B)
C(2)-N(1)
C(2)-C(3)
C(2)-H(2A)
C(5)-N(1)
C(5)-H(5A)
C(6)-0(12)
C(6)-H(6B)
N(11)-C(12)
C(16)-C(15)
C(15)-C(14)
C(14)-C(13)
C(13)-C(12)
N(1)-Cu
O(11)-H(1)
0(12)-H(2)
0(31)-CI(3)
0(34)-CI(3)

1,477(9)
1,506(7)
0,9700
0,9700
1,482(7)
1,512(8)
0,9700
1,485(8)
0,9700
1,430(7)
0,9700
1,342(8)
1,374(9)
1,371(11)
1,355(11)
1,402(9)
2,033(4)
0,59(4)
0,77(6)
1,267(8)
1,360(7)

C(2)-H(2B)
C(3)-0(11)
C(3)-C(4)
C(3)-H(3)
C(4)-CI(2)
C(4)-H(4A)
C(4)-H(4B)
C(5)-C(6)
C(5)-H(5B)
C(6)-H(6A)
N(11)-C(16)
N(11)-Cu
C(16)-H(16)
C(15)-H(15)
C(14)-H(14)
C(13)-H(13)
O(11)-Cu
0(12)-Cu
0(32)-CI(3)
0(33)-CI(3)
Cl(1)-Cu

0,9700
1,414(7)
1,528(9)

0,9800
1,752(7)
0,9700
0,9700
1,523(9)
0,9700
0,9700
1,324(7)
1,982(5)
0,9300
0,9300
0,9300
0,9300
2,331(5)
1,974(4)
1,406(10)
1,354(6)
2,2211(15)




Tabela 63. Angulos (9 para [Cu(L 4)CI]ClO4.H,0 (C.).

C(12)-C(1)-N(1)
C(12)-C(1)-H(1A)
N(1)-C(1)-H(1A)
C(12)-C(1)-H(1B)
C(3)-C(2)-H(2A)
C(3)-C(2)-H(2B)
0(11)-C(3)-C(2)
C(2)-C(3)-C(4)
C(2)-C(3)-H(3)
C(3)-C(4)-CI(2)
CI(2)-C(4)-H(4A)
CI(2)-C(4)-H(4B)
N(1)-C(5)-C(6)
C(6)-C(5)-H(5A)
C(6)-C(5)-H(5B)
0(12)-C(6)-C(5)
C(5)-C(6)-H(6A)
C(5)-C(6)-H(6B)
C(16)-N(11)-C(12)
C(12)-N(11)-Cu
N(11)-C(16)-H(16)
C(14)-C(15)-C(16)
C(16)-C(15)-H(15)
C(13)-C(14)-H(14)
C(14)-C(13)-C(12)
C(12)-C(13)-H(13)
C(2)-N(1)-C(1)
C(2)-N(1)-Cu
C(1)-N(1)-Cu
N(11)-C(12)-C(1)
C(3)-0(11)-Cu
Cu-O(11)-H(1)
C(6)-0(12)-H(2)
H(02)-O(W)-H(01)
0(31)-CI(3)-0(34)

111,6(5)
109,3
109,3
109,3
109,0
109,0

105,6(5)

113,5(5)
108,9

114,3(5)
108,7
108,7

109,1(5)
109,9
109,9

106,0(5)
110,5
110,5

120,3(6)

113,6(4)
118,7

118,2(7)
120,9
120,2

120,3(7)
119,8

111,2(5)

110,0(3)

107,7(3)

118,0(5)

105,2(4)
113(6)
107(4)

92,4

111,0(8)

N(1)-C(1)-H(1B)
H(1A)-C(1)-H(1B)
N(1)-C(2)-C(3)
N(1)-C(2)-H(2A)
N(1)-C(2)-H(2B)
H(2A)-C(2)-H(2B)
0(11)-C(3)-C(4)
0(11)-C(3)-H(3)
C(4)-C(3)-H(3)
C(3)-C(4)-H(4A)
C(3)-C(4)-H(4B)
H(4A)-C(4)-H(4B)
N(1)-C(5)-H(5A)
N(1)-C(5)-H(5B)
H(5A)-C(5)-H(5B)
O(12)-C(6)-H(6A)
O(12)-C(6)-H(6B)
H(6A)-C(6)-H(6B)
C(16)-N(11)-Cu
N(11)-C(16)-C(15)
C(15)-C(16)-H(16)
C(14)-C(15)-H(15)
C(13)-C(14)-C(15)
C(15)-C(14)-H(14)
C(14)-C(13)-H(13)
C(2)-N(1)-C(5)
C(5)-N(1)-C(1)
C(5)-N(1)-Cu
N(11)-C(12)-C(13)
C(13)-C(12)-C(1)
C(3)-O(11)-H(1)
C(6)-0(12)-Cu
Cu-O(12)-H(2)
0(3)-CI(3)-0(33)
0(33)-CI(3)-0(34)

109,3
108,0
112,9(5)
109,0
109,0
107,8
110,9(5)
108,9
108,9
108,7
108,7
107,6
109,9
109,9
108,3
110,5
110,5
108,7
126,1(5)
122,6(7)
118,7
120,9
119,6(7)
120,2
119,8
111,2(5)
111,2(5)
105,3(4)
119,0(7)
123,0(6)
115(6)
115,6(4)
126(4)
116,8(6)
114,5(5)
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(continua)



Tabela 63. Angulos (9 para [Cu(L 4)CI]ClO4.H,0 (C.).

170

(continuacao)

0(31)-CI(3)-0(32)
0(34)-CI(3)-0(32)
0(12)-Cu-N(1)
0(12)-Cu-ClI(1)
N(1)-Cu-Cl(1)
N(11)-Cu-O(11)
Cl(1)-Cu-O(11)

113,6(10)
96,1(7)
82,84(19)
93,25(14)
175,92(14)
92,44(19)
100,04(13)

0(33)-CI(3)-0(32)
0(12)-Cu-N(11)

N(11)-Cu-N(1)

N(11)-Cu-Cl(1)
0(12)-Cu-O(11)

N(1)-Cu-O(11)

102,6(6)
157,7(2)
84,44(19)
99,64(15)
103,2(2)
79,83(17)

Tabela 64. Coordenadas atdmicas (10*) e parametros do deslocameto |sotrop|co (10 AZ) para
[Cu(Lg)CIICI.H,0 (Cs). U(eq) é definido como */; do trago do tensor ortogonalizado u'.

X y z U(eq)
Cu(2) 4643(1) 1815(1) 9465(1) 40(1)
Cl(1) 3072(1) 1329(1) 8717(1) 66(1)
0O(1) 3428(3) 1709(2) 10391(1) 54(1)
0(10) 3602(3) 3759(2) 9305(2) 55(1)
N(1) 6095(3) 2130(2) 10216(2) 37(1)
C(2) 5654(4) 1775(3) 10992(2) 45(1)
C(3) 3966(4) 2149(4) 11032(2) 48(1)
C(4) 3420(5) 1610(5) 11764(2) 69(1)
C(10) 6118(4) 3343(3) 10174(2) 42(1)
C(11) 6016(4) 3931(3) 9378(2) 37(1)
C(12) 4692(4) 4158(3) 8961(2) 41(1)
C(13) 4535(5) 4713(3) 8236(2) 55(1)
C(14) 5695(6) 5057(3) 7922(2) 64(1)
C(15) 7022(5) 4847(4) 8327(3) 62(1)
C(16) 7173(4) 4288(3) 9048(2) 50(1)
C(20) 7570(4) 1397(3) 10019(2) 54(1)
C(21) 7668(5) 1453(3) 9162(2) 53(1)
N(22) 6383(4) 1585(3) 8787(2) 49(1)
C(23) 6341(6) 1681(4) 8021(2) 68(1)
C(24) 7627(8) 1629(5) 7612(3) 88(2)
C(25) 8940(7) 1482(4) 8002(3) 88(2)
C(26) 8986(5) 1387(4) 8783(3) 70(1)
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Tabela 65. Comprimentos de ligacéo (A) para [Cu(Lg)CI|CI.H,O (Cg).

Cu(1)-N(22) 1,983(3) C(11)-C(16) 1,381(5)
Cu(1)-0(1) 1,992(3) C(11)-C(12) 1,383(5)
Cu(1)-N(1) 2,029(3) C(12)-C(13) 1,375(5)
Cu(1)-CI(1) 2,2079(13) C(13)-C(14) 1,365(6)
Cu(1)-O(10) 2,314(3) C(14)-C(15) 1,378(6)
0(1)-C(3) 1,440(4) C(15)-C(16) 1,369(6)
0(10)-C(12) 1,364(4) C(20)-C(21) 1,501(6)
N(1)-C(2) 1,482(4) C(21)-N(22) 1,332(5)
N(1)-C(20) 1,483(4) C(21)-C(26) 1,384(6)
N(1)-C(10) 1,498(4) N(22)-C(23) 1,336(5)
C(2)-C(3) 1,519(5) C(23)-C(24) 1,387(7)
C(3)-C(4) 1,541(5) C(24)-C(25) 1,364(8)
C(4)-CI(5) 1,767(4) C(25)-C(26) 1,364(7)

C(10)-C(11) 1,502(5)
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Tabela 66. Angulos (°) para [Cu(Lg)CI]CI.H,O (Cg) .

N(22)-Cu(1)-O(1) 160,43(13) O(1)-Cu(1)-0(10) 90,29(11)
N(22)-Cu(1)-N(1) 82,55(13) N(1)-Cu(1)-O(10) 86,13(11)
O(1)-Cu(1)-N(1) 84,04(11) Cl(1)-Cu(1)-O(10) 98,20(8)
N(22)-Cu(1)-CI(1) 99,31(11) C(3)-O(1)-Cu(1) 111,7(2)
O(1)-Cu(1)-CI(1) 92,89(9) C(12)-0(10)-Cu(1) 103,9(2)
N(1)-Cu(1)-CI(1) 174,72(9) C(2)-N(1)-C(20) 111,4(3)
N(22)-Cu(1)-O(10) 102,93(12) C(2)-N(1)-C(10) 109,6(3)
C(20)-N(1)-C(10) 110,4(3) C(16)-C(11)-C(12) 118,2(3)
C(2)-N(1)-Cu(1) 106,4(2) C(16)-C(11)-C(10) 122,9(3)
C(20)-N(1)-Cu(1) 104,4(2) C(12)-C(11)-C(10) 118,9(3)
C(10)-N(1)-Cu(1) 114,4(2) 0(10)-C(12)-C(13) 123,3(3)
N(1)-C(2)-C(3) 109,0(3) 0(10)-C(12)-C(11) 115,7(3)
0(1)-C(3)-C(2) 105,6(3) C(13)-C(12)-C(11) 121,0(4)
0(1)-C(3)-C(4) 107,1(3) C(14)-C(13)-C(12) 119,7(4)
C(2)-C(3)-C(4) 111,5(3) C(13)-C(14)-C(15) 120,4(4)
C(3)-C(4)-CI(5) 109,1(3) C(16)-C(15)-C(14) 119,6(4)
N(1)-C(10)-C(11) 115,0(3) C(15)-C(16)-C(11) 121,2(4)
N(1)-C(20)-C(21) 108,5(3) C(23)-N(22)-Cu(1) 126,4(3)
N(22)-C(21)-C(26) 122,0(4) N(22)-C(23)-C(24) 120,7(5)
N(22)-C(21)-C(20) 115,1(3) C(25)-C(24)-C(23) 119,1(5)
C(26)-C(21)-C(20) 122,9(4) C(24)-C(25)-C(26) 120,4(5)
C(21)-N(22)-C(23) 119,8(4) C(25)-C(26)-C(21) 118,1(5)

C(21)-N(22)-Cu(1) 113,4(2) C(23)-N(22)-Cu(1) 126,4(3)




Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

