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RESUMO

Neste estudo realizou-se a otimizacdo de sinteses, tais como: em atmosfera aberta:
a temperatura ambiente e sob aquecimento, em refluxo e via micro-ondas nos
tempos de: 30 s, 1 min, 2 min e 3 min, para a complexacdo dos seguintes
compostos: [Ni(ox)3]*, [Ni(N3)2(0x)2]*, [NiBr2(ox)z2]*, [Ni(ox)2(SCN)z2]* e [NiCl2(ox)2]*.
Os compostos complexados foram identificados pela espectroscopia vibracional de
absorcdo na regido do infravermelho. Inferiu-se a coordenacdo dos complexos de
niquel(ll) coordenados a ligantes oxalatos de maneira quelante, ligantes azida
coordenados distintamente, sendo-se que para as sinteses realizadas a temperatura
ambienete e sob aquecimento, o atomo de nitrogénio coordenou-se de forma
terminal (N-terminal) e para as sinteses realizadas sob refluxo e via micro-ondas, a
coordenacdo ocorreu em ponte, via um atomo de nitrogénio. Para o ligante
tiocianato a coordenacédo se deu via um atomo de nitrogénio de forma N-terminal e o
ligante oxalato coordenou-se de maneira quelante, 0 que sugere-se compostos de
geometria octaédrica. A verificacdo de propriedades antitumorais dos mesmos
diante de linhagens de células de fibroblastos pulmonares humanos normais (MRC-
5) e de adenocarcinoma pulmonar humano (A549) e a citotoxicidade foi verificada
fluorometricamente pelo ensaio de reducédo de resazurina. Os ensaios sinalizaram
para uma citotoxicidade inferior dos complexos quando comparados a substancia
referéncia. Sendo assim, foi possivel concluir que as sinteses propostas foram
obtidas com sucesso, em especial as sinteses realizadas via micro-ondas, pois
permitiu a obtencdo dos complexos em um intervalo de tempo inferior as demais e
diante dos dados biol6gicos obtidos, notou-se que 0s compostos obtidos sao
promissores como potenciais agentes antitumorais.

Palavras-chave: Niquel(ll). Sintese via micro-ondas. Oxalato. Metalodrogas. Rotas
sintéticas.
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ABSTRACT

In this study the optimization of syntheses was carried out, such as: in open
atmosphere: at room temperature and under heating, at reflux and by microwaves at
the times of: 30 s, 1 min, 2 min and 3 min, for the complexation of the following
compounds:  [Ni(ox)3]*, [Ni(N3)2(0x)2]*, [NiBrz(ox)2]*, [Ni(ox)2(SCN)2]* and
[NiCl2(ox)2]*. The complexed compounds were identified by the vibrational
absorption spectroscopy in the infrared region. It was inferred that the coordination of
the nickel(ll) complexes was coordinated to the oxalate binders in a chelating way,
distinctly coordinated azide binders, and for the syntheses carried out at ambient
temperature and under heating, the nitrogen atom was coordinated in a terminal
manner (N-terminal) and for the syntheses performed under reflux and by
microwaves, the coordination occurred in a bridge by a nitrogen atom. For the
thiocyanate ligand the coordination was by an N-terminal nitrogen atom and the
oxalate ligand was coordinated in a chelating way, which suggests compounds of
octahedral geometry. The verification of antitumor properties of the same against
normal human pulmonary fibroblast (MRC-5) and human lung adenocarcinoma
(A549) cell lines and cytotoxicity was verified fluorometrically by the resazurin
reduction assay. The tests indicated lower cytotoxicity of the complexes when
compared to the reference substance. Thus, it was possible to conclude that the
proposed syntheses were successfully obtained, especially to the syntheses
performed by microwave, since it allowed to obtain the complexes in a lesser period
of time than the others and in front of the biological data obtained, it was noticed that
the compounds obtained are promising as potential antitumor agents.

Keywords: Nickel(ll). Synthesis via microwave. Oxalate. Metallodrugs. Synthetic
routes.
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1 INTRODUCAO

O céancer é um disturbio no qual as células aumentam de forma anormal ao
sofrerem alteracbes genéticas, passando entdo a invadir outros tecidos além de
deixarem de apresentar suas funcdes originais (FENECH, 2002, apud FERNANDES,
2016).

De acordo com o Instituto do Cancer (INCA, 2018), no mundo 7,6 milhdes de
pessoas (por ano) vem a Obito vitimas do cancer e 12,7 milhdes de pessoas (por
ano) sao diagnosticadas com essa enfermidade. Apresentando uma estimativa para
2030 de aproximadamente 26 milhdes de novos casos e 17 milhdes de Obitos, com
maiores indices em paises em desenvolvimento.

Atualmente a terapéutica do cancer se da por: cirurgia, radioterapia e
quimioterapia (GRAMINHA, 2010, p. 25). Dando destaque a quimioterapia por ser
um tratamento mais usado de acordo com o Hospital do Cancer de Barretos (2018),
gue consiste na aplicacdo de compostos quimicos denominados quimioterapicos
(HEMOMED, 2018).

Os quimioterapicos existentes atualmente para uso clinico sdo a cisplatina e
seus derivados (NEVES; VARGAS, 2011, apud ALMEIDA et al, 2014). O
inconveniente do tratamento a base de platina sdo os diversos efeitos colaterais que
acabam limitando a quantidade de metalodroga a ser administrada no paciente
(WHEATE, et al. 2010, apud LOPES, 2015, p. 19).

Devido aos sintomas toxicolégicos, resisténcia inerente ou resisténcia obtida e
a circunstancia de alguns tipos de céanceres ndo apresentarem sensibilidade aos
guimioterapicos de platina e seus derivados como a carboplatina e oxaliplatina,
desencadeou-se estudos na busca de novas drogas. Essas drogas precisam
apresentar toxicidade reduzida e poténcial citotoxico parecido ou superior aos
derivados de platina (UIVAROSI, OLAR e BADEA, 2016, p. 2).

O éxito de farmacos de cisplatina vem inspirando estudos antitumorais
baseados em complexos metalicos (GUO; SADLER, 2000, p.186), uma vez que
compostos inorganicos medicinais podem apresentar em suas composicoes
diversos metais que participam de funcdes do sistema biolégico do ser vivo, como
exemplo, complexos de ferro empreendidos no tratamento da anemia e o0s

elementos ndo essenciais e téxicos, tais como a Pt usada no tratamento do cancer e
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0s compostos complexados com tecnécio e gadolinio, usados como instrumentos de
investigagcdo (ROAT-MALONE, 2007, p. 265).

Conforme, Barry e Sadler (2013), atualmente, muitos ensaios clinicos
direcionados para terapias e diagnosticos abrangem compostos metalicos, agentes
guelantes de metais (inibidores da metaloenzima), como demais agentes que
intervém nas vias metabdlicas dos metais. E assim, destacando-se algumas areas
de interesse clinico, como: terapéutica anticancerigena baseada em metais, agentes
de terapia fotodinamica, radiofarmacos de diagnéstico, radiofarmacos terapéuticos e
agentes de contraste.

O uso medicinal de complexos metélicos € conhecido desde a antiguidade.
No entanto, obteve enfoque maior com estudos realizados por Paul Ehrlich em 1909
em que administrou compostos quimicos de arsénio no tratamento da sifilis
(FARIAS, 2009, p. 394).

A quimica inorganica medicinal que identificamos na atualidade foi
promovida pelas descobertas de Francis Dwyer (entre 1950 e 1960) que obteve
compostos polipiridinicos de ruténio com propriedades bacteriostaticas e
anticancerigenas (DWYER et al 1965), e mais tarde consolidada com a descoberta
realizada por Rosenberg, que acidentalmente encontrou propriedades antitumorais
do complexo de platina, complexo este que ficou marcado na histéria por seu
sucesso na quimioterapia do cancer (ROSENBERG, 1967; ROSENBERG, 1969),
usado clinicamente no mundo todo (GUO; SADLER, 2000, p.187).

Rafique et al (2010) evidencia o avango expressivo na terapia de inUmeras
patologias humanas tratadas com complexos de metais de transicdo, as quais
destacam-se em varias pesquisas ao longo dos tempos.

A versatilidade na producdo de farmacos baseados em metais € devido as
propriedades que séo caracteristicas dos metais de tansicdo e dos ligantes. Os
centros metalicos apresentam diferentes estados de oxidacao, diferentes formas
geométricas e particularidades cinéticas e termodindmicas (RODRIK-
OUTMEZGUINE, et al, 2016).

Segundo Ming (2003), diversos complexos que desempenham atividades no
sistema biolégico podem apresentar diferentes habilidades farmacologica e
toxicolbgica ao se coordenarem a metais como: Ni, Cu, Zn, Co ou Mn, pois possuem
pequena massa molecular (LAWRANCE, 2010).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodrik-Outmezguine%20VS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27279227
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodrik-Outmezguine%20VS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27279227
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Neste estudo foi usado o ion niquel (Ni?*), uma vez que muitos complexos
de niquel(ll) foram produzidos e testados seus possiveis potenciais anticancerigenos
(KRISHNAMOORTHY et al, 2012; WANG et al, 2017; KIRUBAVATHY et al, 2016
apud MADHA e RAMALAKSHMI, 2017).

O niquel contribui significativamente em determinados processos biolégicos,
tais como: cofator de proteinas, amino&cidos, albuminas, transporte de oxigénio e
estimulante do metabolismo (GUO et al, 2015). Possui quimica de coordenacao
abundante (ADHIKARY et al., 2013), além de apresentar carater menos toxico e
quando coordenado a ligantes pode diminuir ainda mais a sua toxicidade
(SELVAGANAPATHY; RAMAN, 2016).

Devido a estas caracteristicas, o niquel apresenta-se como promissora op¢ao
de ion metalico para a sintese de metalofarmacos (BANERJEE, BISWAS e
CHOUDHURI, 2017), pois existem dados que indicam que complexos de niquel séo
capazes de se ligar ao DNA, além de impedir a funcdo vital de proteinas e da
telomerase in vitro (REED et al, 2006, apud BANERJEE, BISWAS e CHOUDHURI,
2017).

Conforme Selvaganapathy e Raman (2016), a possibilidade de se obter uma
droga de baixo custo e com menor toxicidade € maior quando o farmaco possui um
ambiente anélogo ao encontrado nas fun¢Bes executadas dentro do corpo humano.
Portanto, um dos ligantes usados neste trabalho foi o oxalato, uma vez que pode ser
encontrado em células sanguineas do homem (LANE et al, 2000; BOONLA et al,
2013; REGINATO, KURNIK, 1989, apud HU et al, 2015).

O ion oxalato faz ligagdo em ponte com uma diversidade de ions metalicos
(LOPEZ-BANET et al, 2015) e também forma complexos quelantes (COTTON, 1988,
p. 486). A complexacdo em ponte do oxalato de niquel (Il) vem se destacando em
diversas pesquisas devido a suas propriedades de magnetismo estrutural
(GATTESCHI et al 1991; VERDAGUER, 1991; KHAN, 1993; apud MUGA et al 2002,
p. 2632).

Por fim, este trabalho teve como objetivo sintetizar compostos de
coordenacao contendo niquel(ll) e ligante oxalato com o intuito de verificar sua

possivel propriedade anticancerigena.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintese e estudo da coordenacdo de complexos de niquel(ll) com ligante

oxalato.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Verificar as coordenacfes dos complexos de niquel(ll) e oxalato quando
complexados aos ligantes: azida, bromido, clorido e tiocianato;

Il. Verificar as coordenac¢des dos mesmos quando comparadas as sinteses
em atmosfera aberta, sob refluxo e sintese assistida por micro-ondas;

lll. Analisar os complexos sintetizados por espectroscopia vibracional na
regido do infravermelho;

IV. Verificar a pureza dos complexos sintetizados atraves de medidas de
ponto de fusao;

V. Verificar a potencialidade biolégica dos niquel-complexos como possiveis
metalofarmacos em estudo de viabilidade celular para as linhagens de células MRC-
5 (linhagem celular de fibroblastos de pulm&o humano (ATCC, CCL-171)) e A549
(inhagem celular epitelial do adenocarcinoma do pulmdo humano (ATCC, CCL-
185)).
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3 JUSTIFICATIVA

Diante das estatisticas de incidéncia do aumento de casos de céncer no
Brasil e no mundo (INCA, 2018), pesquisas sobre a cura ou atenuac¢ao no avanco da
doenca estdo em constante desenvolvimento (CANCER RESEARCH INSTITUTE,
2018; NDAGI, MHLONGO, SOLIMAN, 2017).

Os possiveis tratamentos existentes para o cancer sao: cirurgia, radioterapia
e quimioterapia, destacando-se a quimioterapia como um dos tratamentos mais
utilizados (BARRETQOS, 2018).

Um dos farmacos mais usados mundialmente é a cisplatina, devido ao seu
potencial contra cancer de pulmao, ovéario, testiculo e pescoco, no entanto,
apresenta efeitos téxicos (WHEATE et al, 2010 apud SPRECKELMEYER; ORVIG;
CASINI, 2014) como: nauseas, vOmitos, nefrotoxicidade, entre outros
(STROHFELDT, 2015).

Sendo assim, na busca por novos farmacos que apresentem maior eficiéncia
e tenham os efeitos colaterais amenizados (WANG e GUO, 2013), outros centros
metélicos, além da platina, estdo em sintese para a formacao de novos complexos
de metalodrogas (BARRY e SADLER, 2013).

Desta forma, o niquel por ser um metal pertencente a mesma familia da
platina (GIELEN; TIEKINK, 2005), pode apresentar similaridades em termos de
propriedades fisicas e quimicas (POWELL, 1960).

A sintese de complexos de niquel(ll) pode ser um promissor metalofarmaco
na busca de uma resposta eficiente para a regressdo ou mesmo o término das
células tumorais, além de uma possibilidade de amenizacdo dos efeitos colaterais
acarretados pela quimioterapia (BANERJEE; BISWAS; CHOUDHURI, 2017), uma
vez que o niquel € um co-fator de enzimas em diversos processos metabdlitos
NIEMINEN, T. M. et al., 2007).

Enfim, partindo-se do principio que o complexo de cisplatina foi descoberto
por acaso (ROSENBERG, 1967) e que os compostos medicinais que apresentam
metais sdo continuamente concebidos dentro das instituicbes académicas (MJOS;
ORVIG, 2014), torna-se viavel o estudo utilizando como centro metalico o niquel(ll),
pois é encontrado no DNA e RNA do corpo humano (PETZOLD; Al-HASHIMI, 2011,

apud KUMAR; TRIVEDI, 2016), além de ser necessario para o funcionamento do
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organismo em concentracdes de 25 a 35 ug dia® ou 500 ug kg~ ' de niquel (ANKE et
al, 1984 apud BANERJEE; BISWAS; CHOUDURI, 2017, p. 1225).

Segundo Wilfred (2012) apud Kumar e Trivedi (2016, p. 720), o niquel
apresenta beneficios sobre a forca éssea, apresenta participacdo no pocesso de
captacdo do ferro e ajuda no metabolismo da adrenalina, além de poder “ajudar na
producgéo de prolactina e, portanto, estar envolvido na producédo de leite materno” e

também “estimular certas enzimas relacionadas a quebra ou utilizacao de glicose.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS DO NIQUEL

O niquel € um metal de transicdo de cor branco-prateado, que possui
namero atdmico (z) 28 u., pertencente ao grupo 10 da tabela peridédica com
confiiguracéo eletrénica igual a 1s? 2s? 2p°® 3s? 3p® 3d®4s? (NIEMINEN, T. M. et al.,
2007, p. 2). Apresenta-se no estado fisico como soélido a temperatura de 298 K,
possui densidade igual a 8,908 g/cm?, ponto de fusdo de 1728 K e ponto de ebulicdo
de 3186 K (GOVINDHARAJAN, B. et al., 2014, p. 349).

Caracteriza-se por ser ductil, maleavel e conduzir eletricidade, podendo ser
encontrado em meteoritos e minerais (RUPPENTHAL, 2013, p. 46). Apresenta
aplicacbes na producdo de acos inoxidaveis de outras ligas resistentes a corroséo,
na producdo de tubulacbes, € componente de ligas de resisténcias elétricas,
catalisador, protecdo anticorrosiva em pecas de aco e também € usado para fazer
moedas, baterias, entre outros (UEP, 2018).

O estado de oxidagdo mais estavel do niquel é Ni?*, porém ele pode ser
encontrado como Ni®* ou Ni** (SHRIVER; ATKINS, 2008). Apresenta insolubilidade
em agua quente ou fria, quando na forma de sulfetos, subsulfetos e o6xidos,
entretanto € solivel quando diluido em acido nitrico e acido sulfarico. Sua
solubilidade em agua ocorre quando encontrado na forma de cloretos, nitratos,
sulfatos e hidréxidos (AZEVEDO; CHASIN, 2003, apud GONZALEZ, 2016, p. 1-3).

4.2 A QUIMICA DE COORDENACAO DO NIQUEL(II)

Segundo Cotton (1988, p. 794), a quimica de coordenacédo do niquel(ll) é
muito abundante, podendo constituir complexos com variados numeros de
coordenacao, nas principais geometrias: octaédrica, quadrada-piramidal, tetraédrica,
quadrado-planar e trigonal-bipiramidal. Além, de disponibilizar abundantes
estereoquimicas com diversos ligantes (MARUSAK; DOAN; CUMMINGS, 2007).

No estado de oxidacdo 2+ (LEE, 1999, p. 408), é denominado ion niqueloso,
possui configuracdo eletronica d® (RUSSELL, 1994, p. 1154). O ion Ni?* pode formar
complexos catidnicos, anibnicos ou neutros, que podem ser de geometrias

tetraédrica, como: [NiCls> e [NiBrs]?, quadrado-planar, tais como: [Ni(CN)4]?%,
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[Ni(Hdmg)2] (H2dmg = dimetilglioxima) e octaédrica — [Ni(OH2)s]?*; [Ni(NH3)e]?*;
[Ni(bpy)z]?*; [Ni(en)s]?*; [NiI(NCS-N)e]* e [NiFe]* (HOUSECROFT; SHARPE, 2013, p.
111).

O desempenho de complexos de Ni(ll) foi constatado em 1939 pelo quimico
inorgéanico Lifschitz e companheiros de trabalho (MARUSAK; DOAN; CUMMINGS,
2007).

Conforme, Shriver e Atkins (2008, p. 241), um complexo é constituido de um
atomo ou ion central (acido de Lewis, receptor de elétrons) rodeado por varios
ligantes (base de Lewis, doador de par de elétron), sendo o ligante um ion ou uma
molécula, podendo existir independentemente.

Os compostos de coordenacdo sdo encontrados na maioria dos processos
guimicos relacionados a espécies inorganicas que estejam em temperatura néo
muito elevadas. Sendo assim, sdo encontrados em processos do metabolismo
celular, em processos industriais, entre outros (FARIAS, 2009, p. 21).

Alguns dos compostos de coordenacdo com metais de transicdo sao
paramagnéticos e podem apresentar coloracdo, enquanto compostos com
elementos representativos sao diamagnéticos e de cor branca, com excec¢do se
possuir ligantes coloridos. Sendo essa classe de substéancias um dos meios que
permitiram a formulacdo de teorias que explicassem a constituicdo de muitas
propriedades fisicas e quimicas sobre as substancias que a constituem, bem como
possibilitou que as sinteses de novos compostos fossem idealizadas antes de serem
sintetizados (FARIAS, 2009, p. 21).

O polimero de coordenacao se constitui em uma familia (rede) de compostos
de coordenacdo de cadeias (1D), folhas (2D) e estruturas (3D) de blocos de
construcdo que sao unidos por ligacdes coordenadas de metais ligantes (ROBIN,
2006 Apud BORA; DAS, 2011). As redes dos compostos abrangem os centros
metalicos e o0s ligantes orgéanicos, 0s quais podem estar unidos por tipos de
interacdo como: metal doador coordenado ao atomo ligante, ligacdes fortes de
hidrogénio ou ligag6es fracas de hidrogénio, empilhamento aromético-aromético -1
e interacbes C-H+O (DESIRAJU, 2011, apud KHULLAR; GRUPTA; MANDAL, 2014,
p. 5705) (Figura 1).
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Figura 1 - Topologias de alguns polimeros de coordenacéo.
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Fonte: Ye, Tong e Chen (2005).

Em 1893 Alfred Werner, prop6s em sua teoria que a maior parte dos
elementos apresentam dois tipos de valéncias que propendem a serem satisfeitas,
sendo a priméria relativa ao estado de oxidagédo e a secundaria relativa ao numero
de coordenacéo e direcionamento para posi¢oes fixas no espago (FARIAS, 2009, p.
15).

Seguindo essa linha, as espécies de coordenacdo de compostos que
expressam cargas elétricas que podem ser negativas, positivas ou nulas, ou seja,
quando apresentarem cargas nulas sdo chamados de adutos, e quando possuirem
carga sao os sais de complexos ou complexos (FARIAS, 2009. p.23).

A reacdo de substituicdo do ligante é a reacdo preponderante que pode
ocorrer em um complexo. A constante de formacao (Kr), expressa a forca do ligante
sobre as forcas da molécula do solvente que também agem como ligante. Se Kr for
grande, o ligante que entra faz ligacdo mais resistente do que o solvente, e se Ks for
pequeno, o ligante que entra faz ligagéo fraca em relacdo ao solvente, Kr pode ser
expresso em logaritmo, devido sua ampla faixa de valores (SHRIVER; ATKINS, p.
513-514).

Compostos de coordenacdo que apresentam uma organizacdo anelar em
volta do atomo central e dos ligantes possuem maior estabilidade devido ao
chamado efeito quelato, quando comparados a outros compostos que apresentam

namero equivalente de ligantes monodentados coordenados (FARIA, 2009, p. 23).
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Além disso, o efeito quelato propicia maior estabilidade ao composto de
coordenacao, pois ha um aumento na entropia do sistema, sendo assim, a escolha
por ligantes polidentados sdo favoraveis a coordenacédo. O efeito quelato é de
grande importancia pratica ja que muitos sitios bioquimicos de ligacdo com metais
séo ligantes quelantes (SHRIVER; ATKINS, 2008, p. 517). J&4 os ligantes bidentados
sdo citados na literatura por possuirem com acdo biolégica, dentre eles estdo os
grupos dicarboxilatos.

O arranjo do composto métalico ocorre da preferéncia eletrénica do ion do
metal e da propensdo espacial do ligante (COOPER; RAWLE, 1990, p. 19).
Complexos metalicos que exibem ligantes multidentados, possuiem estabilidade
superior aos complexos com ligantes monodentados (MARUSAK; DOAN;
CUMMINGS, 2007). Sendo assim, a importancia do ligante na formacédo de um

composto sera apresentada a seguir.

4.3 A IMPORTANCIA DOS LIGANTES NA QUIMICA DE COORDENACAO

O ligante € uma molécula que faz forte ligacdo com uma espécie central,
sendo na quimica de coordenacdo “‘uma molécula ou ion que transporta grupos
dadores adequados capazes de se ligar (ou coordenar covalentemente) a um atomo
central”. Os ligantes podem ser moléculas organicas e ions, como também atomos
inorganicos, moléculas e ions (LAWRANCE, 2010, p. 15).

Os ligantes apresentam influéncia sobre o &tomo metalico central de acordo
com o tipo de atomo doador que o ligante possui, exemplo: nitrogénio, oxigénio,
enxofre, carbono e esta combinacdo proporciona diferenca na reatividade do

composto e em suas propriedades quimicas e fisicas (LAWRANCE, 2010, p. 15).

4.3.1 Ligantes Dicarboxilatos

Os policarboxilatos apresentam varios modos de coordenacdo e
possibilidade de fazer ligacdo em ponte, devido essas caracteristicas, sdo muito
usados em arquitetura supramolecular (YE; TONG; CHEN, 2005). Os ligantes
monocarboxilatos e dicarboxilatos apresentam importancia na composicdo de
polimeros de coordenacdo (EDDAOUDI et al, 2001, RODIGUEZ-MARTIN et al, 2002
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apud YE; TONG; CHEN, 2005), evidenciando o dicarboxilato como um dos mais
pesquisados (YE; TONG; CHEN, 2005).

Os ligantes dicarboxilatos sdo relativamente inertes e concedem compostos
ativos (FONTES; ALMEIDA, 1997, p. 2). Caracterizam-se como ligantes
multidentados, sendo essa caracteristica responsavel pela facilidade de se
coordenar a metal para formar polimeros de coordenagdo 2D. Sendo assim, com a
existéncia de ligacbes de hidrogénio (Figura 2) localizadas entre as camadas é
possivel montar as camadas 2D em redes 3D. Entdo, por meio de ligacdes de
hidrogénio existentes entre os ligantes aqua e 0s grupos carboxilatos que néo estao
coordenados, ocorre a montagem das camadas em rede supramolecular 3D (WAN
et al, 2003, apud YE; TONG; CHEN, 2005).

Figura 2 - A rede supramolecular 2D de [Ni(3,3"-bpyda) (H20) 3].H20.

Fonte: Zeolite (1974) apud Ye, Tong e Chen (2005).

As interagcbes -1 também se destacam na arquitetura molecular e no
reconhecimento como uma importante forca supramolecular, a qual é gerada por
empilhamento aromético-aromatico. Sendo esse empilhamento responsavel por
elevar a estabilidade de compostos tanto no estado soélido, como em solucéo
(JANIAK, 2000, apud YE, TONG; CHEN, 2005).

Alguns modos de coordenacdo de anions dicarboxilatos sdo apresentados
na Figura 3 (BAHNEMANN, 2006, apud FERNANDES, 2008, p. 13).



25

Figura 3 - Alguns modos de coordenacéo dos anions dicarboxilatos.
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Fonte: Adaptado de Bahnemann (2006) apud Fernandes (2008).

Um exemplo de ligante dicarboxilato é o anion oxalato (C204)?.

4.3.1.1 Ligante oxalato

O ion oxalato apresenta habilidade de coordenacdo bidentada, que
possibilita fazer uma via de troca entre dois ions metélicos (JULVE et al, 1984; PEI
et al, 1989 apud SINGH B; SINGH, 2000), apresenta ligacdo em ponte (LOPEZ-
BANET et al, 2015) e constitui compostos quelantes (COTTON, 1988).

Os oOxidos sdo empregados em diversas areas como catalise e
eletrocatalise, eletrbnicos, pigmentos ceramicos, suportes fisicos em dispositivos
destinados ao processamento de informacdes e também € usado na industria
farmacéutica (BIRZESCU et al, 2014, p. 555).

Sua obtencéo pode ser feita por varias formas, sendo a conversdo térmica
de complexos de metal homo e heteropolinucleares com ligantes de anions de
acidos carboxilicos, bem como se caracteriza por ser uma rapida via sintética.
Contudo, resultados de oxidagao entre etilenoglicol, 1,2-propanodiol, 1,3-propanodiol
e alguns nitratos metalicos, 0os quais 0s compostos que foram obtidos atravées desta

via sintética apresentam ligantes aniénicos como glioxilato, lactato, oxalato ou 3-
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hidroxipropianato (DINU et al, 1981; TUDOR et al, 2005, p. 56, apud BIRZESCU et
al, 2014, p. 556).

O ligante oxalato € o dicarboxilato mais simples (MARINESCU et al, 2000, p.
527, apud YE; TONG; CHEN, 2005, p. 548) e possui vantagem frente a outros
complexos de coordenacéo de metais que precisam passar por degradacao induzida
através de calor em 6xidos metalicos simples ou em misturas a baixas temperaturas,
apresentando a liberacdo de Oxidos de carbono ou hidrocarbonetos, espécies
gasosas e agua (BIRZESCU et al, 2014).

A Figura 4, ilustra a representacdo da estrutura polimérica polinuclear de

composto de coordenacdo homopolinuclear de oxalato de niquel(ll).

Figura 4 - Estrutura de composto de oxalato de niquel(ll)
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Fonte: Birzescu (2014).

O oxalato pode ser encontrado no corpo humano (LANE et al, 2000;
BOONLA et al, 2013; REGINATO, KURNIK, 1989, apud HU et al, 2015), além de ser
usado como grupo de saida na sintese da oxaliplatina, a qual possibilita uma
diminuicdo da reatividade quando equiparado a cisplatina (BUR, JAEHDE, 2008, p.
2361). Além deste, outros ligantes foram utilizados neste trabalho, tais como a azida,

bromido, tiocianato e clorido.
4.3.2 Pseudo-haletos: Azida e Tiocianato

Os pseudo-haletos funcionam como building blocks, decorrentes dos

diferentes modos de coordenacao, como ilustrado pelas Figuras 5 e 6.
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Figura 5 - Modos de coordenacdo mais comuns da azida (Ns3).
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Fonte: STEVANATO, 2009, p. 78.

Figura 6 - Modos de coordenacao mais comuns do tiocianato (SCN-).
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Fonte: STEVANATO, 2009, p. 77.

Além dos modos terminais, podem se coordenar em ponte devido a
facilidade de interagir por meio das ligagdes de hidrogénio com outros elementos da

molécula (TAKAHASHI, 2007), conforme apresentado na Figura 7.

Figura 7 - Ligagdo em ponte dos ligantes SCN, conectadas através de interagfes S -+ S, em um
complexo de niguel(ll).

Fonte: Ju, et al (2008).

Na presenca de ligantes que possuem requisitos estéreos e eletronicos, 0
niquel(ll) pode formar um grande numero de compostos com numero de
coordenacao entre 3 e 6, diferentemente de seus homélogos Pd e Pt, que preferem

a coordenacao 4. Consequentemente, os processos de troca de ligantes para Ni(ll)
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tendem a ser associativos, enquanto as vias dissociativas sdo predominantes no
caso de Pd e Pt. Considerando o Ni(ll) como exemplo, observa-se que se o ligante
apresentar requisitos estéreos e eletrdnicos especiais, 0 niquel pode apresentar
coordenacao quadrada planar. E quando o ligante ndo exige condi¢ces especiais ao
elemento, o niquel(ll) é habitualmente paramagnético e de geometria octaédrica
(COTTON, 1999, apud ABU-SURRAH; KETTUNEN, 2006, p. 1338).

Diante da vasta coordenacdo produzida entre os complexos contendo
niquel(ll) e os ligantes citados acima, procurou-se investigar as propriedades

biolégicas destes compostos como potenciais antitumorais.

4.4 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DO NiQUEL

O niquel € um componente trago necessario para microrganismos, animais,
plantas e para seres humanos (CEMPEL; NIKEL, 2006), sendo encontrado no
organismo humano em baixas concentracfes em comparacdo a outros elementos
essenciais. Suas funcdes bioldgicas foram descobertas por Zerner em 1975, quando
observou que o niquel era um metal de sitio ativo das enzimas urease de feijao
(RAGSDALE, 2009 apud SHAWISH et al., 2014).

No sistema biolégico o niquel(ll) é a disposicdo mais frequente
(DENKHAUS; SALNIKOW, 2002, apud DUDA-CHODAK, 2008) e executa diversas
funcdes bioldgicas, tais como: ativacao da calcineurina, acdo e formacdo de CGMP
(POONKOTHAI; VIJAYAVATHI, 2012), transmissdo do cédigo genético do DNA e
RNA (COOGAN, 1989 apud GUO et al, 2015).

Participa na composicdo da urease (Figura 8), da formacdo de monéxido de
carbono e desidrogenase (CAN et al.,, 2014, apud KUMAR; TRIVEDI, 2016), é
cofator das proteinas (ANKE et al, 1983; ANKE et al, 1995; POONKOTHAI,
VIJAYAVATHI, 2012, apud FALAH; SAJA et al, 2017), albuminas, aminoacidos e
transporte de oxigénio, além de atuar como estimulante do metabolismo por meio do
ferro e da hemoglobina (SCHNEGG, KIRCHGESSNER, 1976, apud GUO et al,
2015).
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Figura 8 - Niquel ativando a urease.
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Fonte:Carter et al, (2009).

4.4.1Eficiéncia e potencial dos complexos de niquel(ll)

Islam et al. (2007) observou que o complexo de tirosina de niquel(ll) se
mostrou um bom agente antimicrobiano contra Bacillus subtilis, Streptococcus f3-
haemolytica, Escherichia coli, Shigella dysenterae e fungos Aspergillus fumigatus,
Candida albicans, Spergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium sp.

As linhas de pesquisas existentes na busca de um farmaco eficiente contra o
cancer usando complexos metélicos apresentam direcionamentos alvos em suas
pesquisas conforme o levantamento da literatura feito por Bruijnincx e Sadler (2008),
no qual destacam: interacdo com o alvo classico DNA,; interacdo ndo-covalente com
o DNA; metal como andaime e proteinas e enzimas como alvo ndo classico.
Conforme citado neste estudo, nas interagdes nao covalentes com o DNA o
complexo de niquel(ll) e salfeno apresenta excelente seletividade, estabilizando o

quadruplex da cadeia simples do DNA telomérico humano (Figura 9).
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Figura 9 - Complexo de ligacdo G-quadruplex (ligacéo seletiva) (1) Mostra a alta afinidade e
excelente seletividade para o (2) DNA telomérico.

Fonte: Bruijnincx e Sadler (2008).

Abu-Surrah e Kettunen (2006) destacam a atividade citotoxica de varios
complexos de Ni?*, tais como: contendo ligantes de tiossemicarbazonas a base de
1,2-naftoquinona (Ni-NQTS) (Figura 10) que apresenta atividade antitumoral sobre
linhagem celular de cancer da mama de humano (MCF7), complexo de niquel(ll) de
semicarbazonas (Figura 11) que apresenta inibicAo no crescimento de células
MCF7, complexos de Ni(ll) soliveis em &agua a base de Schiff, atividade
anticancerosa em testes farmacéuticos feitos com complexos de niquel(ll) com
ligantes tetrazamaciclico [Ni(L)(NO3)][NOs (L=1,4,7,10-tetrakis(2-cianoetil)1,4,7,10-
tetraazaciclododecano) que apresentam atividade antitumoral contra células HL-60
e BEL-7404 in vitro.
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Figura 10 — Estrutura da tiossemicarbazona a base de 1,2-naftoquinona (Ni-NQTS).

Fonte: Chen (2004).

Abu-Surrah e Kettunen (2006) também enfatizam compostos aquosos de
Ni(ll) com ligantes N-saliciloil-N’-oxidroxitiobenzeno-hirdazina e N-nicotinoil-N’-o-
hidroxi-tiobenzeno-hidrazina que apresentou inibicdo in vitro. Na medida em que ao
ser administrado in vivo aumentou o tempo de vida de ratos com tumores e foi
observado a inducdo de apoptose (morte celular programada) em linfécitos que

Ccessou o crescimento do tumor.

Figura 11 - Estrutura do complexo antitumoral baseado em Ni(ll) semicarbazonas.

Fonte: Schrrtl (2004), apud Abu-Surrah e Kettunen (2006).

O potencial do niquel(ll) também pode ser observado em um estudo feito por
Prabhakaran et al (2012), que obteve em teste preliminar de citotoxidade do
complexo de [Ni(Sal-tsc)(PPhs)] (Figura 12) em células A549 e HepG2 uma atividade

03 vezes melhor que o complexo de cisplatina.
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Figura 12 - Complexo [Ni(Sal-tsc)(PPhs)].
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Fonte: Bruijinincx e Sadler (2008).

O estudo de farmacos constituidos de ions metalicos como atomo central é
uma das categorias do campo da quimica inorganica medicinal (FARREL, 1999. p.
1).

4.5 QUIMICA BIOINORGANICA MEDICINAL

A quimica bioinorgéanica faz o vinculo com a quimica inorganica, bioquimica
e biologia, além de verificar as propriedades, caracteristicas, acao e introducédo dos
ions metalicos e complexos em sistemas biolégicos (ROAT-MALONE, 2007, p. 268).
E uma area que permite a elaboracdo de novos agentes terapéuticos e de
diagnéstico para a terapia, possibilitando assim o exclarecimento de enfermidades
gue na atualidade séo intrataveis (GUO; SADLER, 2000. p. 184).

A origem da quimica inorganica na medicina é datada desde 3000 a. C. no
Egito em que se usava o cobre na esterilizacdo da dgua e na China, 2.500 a. C.,
usava-se 0 ouro para tratar algumas doencas (FARIAS, 2009).

Entretanto, os metalofarmacos s6 foram considerados vantajosos em
estudos de Paul Ehrlich em 1909, quando usou compostos quimicos de arsénio no
tratamento da sifilis (Figura 13), contemplado com o prémio Nobel, sendo o
precursor da Quimioterapia (FARIAS, 2009, p. 394).
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Figura 13 - Representacédo do complexo de arsénio denominado Salvarsan.
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Fonte: Yarnell, 2018.

O primeiro metalofarmaco considerado eficiente no tratamento do cancer foi
o cis-di(amin)dicloridoplatina(ll), [PtCl2(NHs)z] (Figura 14), conhecido comercialmente
por cisplatina, descoberto por Barnett Rosenberg, sendo eficiente no tratamento de
cancer de testiculo e ovéario, constituindo-se uns dos farmacos mais estudados e
usados para o cancer no mundo todo (GUO; SADLER, 2000).

Figura 14 - Representacéo estrutural do composto cis-di(amin)dicloridoplatina(ll), conhecido como
cisplatina.
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Fonte: Abu-Surrah e Kettunen (2006).

A interacd@o da platina com o DNA tem inicio com a substituicdo de ligantes
cloridos (CI") por nucledfilos, onde a agua atua como base de Lewis estabelecendo a

ligacdo quimica e formando o complexo carregado positivamente (Figura 15).
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Figura 15 - Esquema da substituicdo de ligantes cloridos por nucleéfilos formando complexo
carregado positivamente.
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Fonte: Rodrigues (2014) apud Sousa (2016, p. 4).

Este complexo é capaz de reagir com facilidade com as bases nitrogenadas
do DNA, sendo preferencialmente entre os atomos de nitrogénio da guanina e de

adenina formando o complexo neutro (Figura 16).

Figura 16 - Esquema da formacéo de aduto da cisplatina com o DNA.
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Fonte: Gomes-Ruiz, et al (2012) apud Sousa (2016, p. 4).

A ligacdo mais estavel é entre a base nitrogenada da guanina que na
posiCao 7 possui o carater mais basico, propiciando a formacédo da ligacdo do seu
oxigénio com o hidrogénio do grupo NHs do cisplatina (FARIAS, 2009, p. 396). No
esquema abaixo (Figura 17) € possivel observar como ocorre a reacdo entre o

oxigénio da guanina e NHs cisplatina.
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Figura 17 - Esquema de como ocorre a reacao entre o oxigénio da guanina e NHz da cisplatina.
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Fonte: Fontes; César; Beraldo (2005).

Contudo, o uso do complexo de platina € limitado, pois ele ndo € eficiente
para todos os tipos de canceres, pois alguns tumores criam resisténcia quando
submetidos a esse quimioterapico por um tempo muito prolongado (STROHFELDT,
2015, p. 140). Essa resisténcia é devido a varios fatores, consistindo-se de
dispositivos que suprimem a constituicdo de adutos, alteracdo ou reducédo do
transporte de farmacos e mecanismo que fazem com que a célula repare ou suporte
as avarias no DNA, logo em seguida da ocorréncia (ROAT-MALONE, 2002, p.286).

Outro fator de sua limitacdo é a sua ac¢ao toxica que restringe o uso de dose
maior no tratamento, devido seu eminente grau de toxicidade, como: ototoxicidade
(ossos), neurotoxicidade (sistema nervoso), nefrotoxicidade (rim) e nauseas e
vomitos. Sendo assim, na tentativa de sanar esses efeitos colaterais, despontaram-

se 0s complexos de segunda e terceira geracdo (FARRELL, 1999).

4.5.1 Analogos da cisplatina — drogas de 22 e 32 geracdes

A cis-di(amin)[1-1-ciclobutanodicarboxilato]platina(ll) — carboplatina (Figura
18), foi aprovada em 1989 pela Food and Drug Administration (FDA), é a 22 geracao
de analogos de complexos de platina. A carboplatina é quimicamente menos reativa
que a cisplatina por causa do efeito quelato, devido a sua organizagdo apresentar
um anel de dicarboxilatos com seis componentes (DABROWIAK, 2009, p. 109),
apresentando eficacia semelhante a cisplatina (HADJILIADIS; SLETTEN, 2009. p.
135).

Conforme Knox et al (1986), a carboplatina forma os mesmos adutos que a

cisplatina, mas para isso ocorrer, demanda concentracdes de cerca de 20-40 vezes
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maiores que a cisplatina, cuja a velocidade dessa reacdo é cerca de 10 vezes mais

lenta.

Figura 18 - Representacéo estrutural da carboplatina - composto cis-di(amin)[1,1’-
ciclobutanodicarboxilato]platina(ll)
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Fonte: Abu-Surrah e Kettunen (2006).

A trans-1R,2R-di(amin)ciclohexanodicarboxilatooxalatoplatina(ll), oxaliplatina
(Figura 19) consiste-se na 32 geracdo de metalofarmacos. Sua estrutura possui um
atomo de platina complexado com di(amin)ciclohexanodicarboxilato e com um atomo
labil como o ligante oxalato que é o grupo de saida que contém os elétrons livres da
ligacdo (KWEEKEL; GELDERBLOM; GUCHELAAR, 2005; MEHMOOD, 2014, p. 37).
Ela ndo necessita de tratamento especifico de hidratacdo, podendo ser administrada
com seguranca em laboratério por apresentar baixa toxicidade em relacdo a
cisplatina (YU, et al., 2015).

Figura 19 - Representacao estrutural da oxaliplatina - compostos cis-di(amin)[1,1’-
ciclobutanodicarboxilato]platina(ll).
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Fonte: Abu-Surrah e Kettunen (2006).

Atualmente, os analogos de platina existentes e aprovados para uso no
mundo todo séo a carboplatina e a oxilaplatina, no entanto, existem outros analogos
como a Nedaplatina e Lobaplatina (Figura 20) as quais foram aprovados somente no
Japao e China (ABU-SURRAH; KETUNNEN, 2006, p.1337).
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Figura 20 - Representacao estrutural de: a) Nedaplatina e b) Lobaplatina.
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Fonte: Farrel (1999), p. 813.

Todos esses compostos de coordenagdo analogos a complexo de cisplatina
possuem em comum o &tomo central de platina(ll), ou seja, apresentam as mesmas
estruturas e modos de ativacdo, o que muda de um analogo para outro é quanto ao
uso sistémico, farmacodinamico e farmacocinético no organismo celular. Estando
essas diferencas relacionadas com as propriedades fisico-quimicas dos
carregadores de drogas de platina e dos grupos abandonadores (THEILE, 2017, p.
382).

Além dos estudos e pesquisas com foco em novos andlogos de platina,
também existem outros estudos voltados para a sintese de complexos usando
outros ions como centro metalico (FREZZA, et al., 2010). Como por exemplo,
estudos na terapia do cancer de cranco e HIV que partem do principio da introducao
de complexos metalicos com acdo redox ativa para causar lesdo no DNA e fazer o
direcionamento especifico do gene estavel, entdo, deste modo tem a possibilidade
de hibridizar danificando o gene agregado a doenca (JEFF et al., 2011).

Segundo Roat-Malone (2003), um medicamento novo quando comparado a
cisplatina precisa exibir menor toxicidade frente ao organismo, no entanto, ele
precisa apresentar igual citotoxicidade e também precisa ter uma ampla gama de
atividade na intervencéo de desiguais malignidades (cancer), além de sobrelevar a

resisténcia aos farmacos e ser ativo em tumores que apresentam resisténcia.

4.6 CANCER

O céncer € uma doenga causada pelo crescimento desordenado de células
gue podem se alastrar sobre tecidos e 6rgaos e se dispersam para outras regides do
corpo (INCA, 2018). O significado de cancer é derivado do latim e quer dizer

caranguejo, devido a analogia feita com as pernas do crustaceo e as ramificacoes
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das células que se alastram sobre os tecidos e érgao sadios (MS, 1971 apud
ALMEIDA, 2005, p.1).

Surge quando o mecanismo de controle do organismo néo funciona, ou seja,
no funcionamento normal as células do corpo crescem e dividem-se para formar
novas células substituindo as células mais velhas. Entretanto, pode ocorrer dessas
células velhas ndo morrerem e nascerem células novas sem necessidade para o
organismo (CTCA, 2018).

Existem mais de 200 tipos de cancer que se configuram pela divisdo
anormal da célula que é denominado de tumor. O tumor pode ser da forma benigna
ou maligna, sendo esta ultima correspondente ao cranco (ONCOGUIA, 2018).

Segundo a International Agency for Research on Cancer (IARC, 2018), o
indice de mortes por cancer vem crescendo muito rapido em todo o mundo,
sobretudo nos paises em desenvolvimento. Classificando-se como o segundo
motivo de ocorréncia de mortes no mundo (WHO, 2018).

No Brasil, a estimativa € de cerca de 600 mil casos de cancer no biénio
2018-2019, sendo aproximadamente 180 mil casos novos de cancer de pele nao
melanoma e 420 mil de casos novos de cancer. E considerado como uma epidemia
que apresenta um perfil semelhante ao da América Latina e do Caribe (INCA, 2018).

Conforme a Figura 21, é apresentada uma estimativa dos 10 casos mais
frequentes de incidéncia de cancer em homens e mulheres conforme a distribuicéo
proporcional para 2018.

Figura 21 - Estimativa dos 10 tipos de cancer mais incidentes em homens e mulheres,
conforme a distribuicdo proporcional para 2018.

Prostata 68220 317%  Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Bronquio e Puiméo 18.740 8,7% Cdlon e Reto 18,980 94%
Colon e Reto 17.380 8.1% Colo do Utero 16,370 8.1%
Estdmago 13.540 6,3% Traquela, Bronquio e Pulmdo 12,530 6,2%
Cavidade Oral 11,200 5.2% Glandula Tireolde 8.040 4.0%
Esofago 8.240 3.8% Estomago 1.750 3,8%
Bexiga 6.690 3.1% Corpo do Utero 6.600 3.3%
Laringe 6,390 3.0% QOvario 6.150 3.0%
Leucemias 5940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5810 2.7% Leucemias 4,860 24%

Fonte: INCA (2018).


https://www.iarc.fr/
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Os primeiros avanc¢os nos meétodos de diagnésticos e tratamentos ocorreram
em 1950, os quais asseguraram um maior niumero de sobreviventes e de tempo de
vida (SILVA, 2008, p. 4).

Atualmente, os tipos de tratamentos que existem na terapia do cancer sao:
cirurgia, radioterapia e quimioterapia (CRC, 2018). Dentre os tratamentos citados, a
quimioterapia se destaca por ser um dos procedimentos mais utilizado no tratamento
do cancer, de acordo com o Hospital do Cancer de Barretos (2018).

Esse tratamento consiste no uso de drogas que agem retardando ou
cessando o crescimento das células doentes, podendo ser utilizado como um
primeiro tratamento na tentativa de destruir as células cancerosas; para diminuir um
tumor antes de iniciar o tratamento especifico; tratamento posterior para destruir
possiveis residuos de células cancerosas e por fim, como tratamento paliativo de
cancer em estado avancado (CRC, 2018).

A éarea de concentracdo da quimica medicinal para o desenvolvimento de
farmacos eficientes no tratamento de diversas patologias sempre esteve amparada
na quimica organica, entretanto, nas ultimas décadas a quimica inorganica sintética
vem contribuindo no crescimento de compostos inorganicos com funcoes
biomédicas (FARIAS, 2009, p. 393).

4.7 SINTESES

A quimica sintética inorganica da atualidade modificou-se imensamente da
convencional sintese de preparo de compostos inorganicosa, atualmente
apresentando sintese de montagem e preparacao de estruturas supramoleculares e
de alta ordem em seus ensaios, bem como grande quantidade de novos compostos
inorganicos, tornando a quimica de sintese inorganica um “fator-chave” para a
expansao e ascensao da ciéncia e da tecnologia (XU, 2011, p. 2).

No entanto, a maior parte das sinteses existentes como: sinteses de
producdo de elementos raros, quimica fina, indulstria quimica e industria
farmaceutica,e os solventes aditivos e catalisadores introduzem graves poluentes ao
meio ambiente. Desta forma, é de grande importadncia a busca por meios que
dimunuam ou acabem totalmente com a poluicdo ambiental gerada pela indastria

contemporanea (XU, 2011, p. 3-4).
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4.7.1Sintese via micro-ondas

O espectro eletromagnético “abrange uma faixa muito ampla de
comprimentos de onda e frequéncias”, ou seja, de energia (HOLLER; SKOOG,;
CROUCH, 2009. p. 148), conforme a Figura 22, a localizacdo das micro-ondas no
espectro eletromagnético constitui-se entre as ondas infravermelho e as ondas de
radio, ou seja, na frequéncia (Hz) 108 — 10%*? (ZHAQO; YAN, 2011, p.173).

Figura 22 — Representagéo do espectro eletromagnético.
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Fonte: Braga (2012, p. 216).

A irradiacdo de micro-ondas proporciona escolhas diferentes dos
procedimentos tradicionais ao aquecer ou acrescentar energia ao sistema, também
faz uso das cargas elétricas méveis dos ions em estado liquido ou condutores em
sélidos para converter energia eletromagnética em calor. As reacfes via micro-
ondas “sao rapidas, limpas, econémicas e ecoldgicas” (KRSENANSKY; COTTERILL,
2000, apud GABA; DHINGRA, 2011).

O aquecimento via micro-ondas através de situagBes controladas se
apresenta como uma tecnologia imensuravel qguando aplicada em quimica medicinal
e na criagao de drogas, pois diminui eficientemente os tempos de reagdo. As
reagOes que levavam varios dias ou varias horas passaram a ocorrer em minutos e
até mesmo em segundos, ou seja, as otimizacbes dos parametros de reacdo das
sinteses almejadas podem ser analisadas em um pequeno intervalo de tempo
(KAPPE; STADLER, 2005).

As micro-ondas sédo ondas eletromagnéticas nao ionizantes que apresentam

frequéncias na faixa de 300 MHz e 30 GHz e comprimento de onda de 1mm a 1m.
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De acordo com ZHAO e YAN (2011, p. 173-174) o microo-ondas apresenta
baixa energia quantica, entre 0,0016 ev a 2450 MHz e essa energia ndo tem
poténcial para quebrar nenhum tipo de ligagdo quimica, nem as ligacdes de
hidrogénio, uma vez que € uma energia muito fraca, porém, tem potencial para
atingir diversas reacdes quimicas em diferentes modos.

Existem trés condi¢bes diferentes quando um material é deixado sob
radiacdo de micro-ondas, em que, essas condicdes dependem da natureza do
material. Uma vez que, ndo sdo todos os materiais que apresentam sensibilidade ao
aguecimento de micro-ondas. Quando o material for condutor de vibracdes
moleculares (metais) ira refletir a micro-ondas e ndo produzir calor. Se for um
material isolante (porcelana), fala-se que este material € transparente para micro-
ondas e ndo ira produzir calor. E quando o material € dielétrico (agua), ocorrera a
absorcado de energia através do material com producéo de calor (ZHAO, YAN, 2011,
p.174).

Existem dois mecanismos principais na conversdao de energia
eletromagnética em calor no aquecimento por micro-ondas, ou seja, aquecimento
dielétrico. O primeiro € a rotacdo de dipolo, referente a orientacdo das moléculas
(dipolos permanentes ou induzidos) com o campo elétrico sobreposto. O segundo é
a conducdo ibnica, produzida por meio de perdas por friccdo, que é a migracdo de
ions dissolvidos quando estdo sob perturbacdo de um campo eletromagnético
(KINGSTON; JASSIE, 1988, apud BRAGA et al, 2012, p. 216).

No aquecimento convencional, o centro da amostra precisa de mais tempo
para chegar na temperatura desejada, ja no aquecimento via micro-ondas o calor é
produzido do contato direto com o material conforme Figura 23. Portanto, o
aguecimento de micro-ondas possui varias vantagens em comparacdo ao
aquecimento tradicional, como: reacfes seletivas, maior rendimento quimico,
aguecimento volumétrico, menor emprego de energia, aceleracédo da taxa de reacao
e multiplas reacg0Oes seletivas (SAXENA, CHANDRA, 2011).
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Figura 23 - Tipos de aquecimento: a) aquecimento convencional; b) aquecimento via micro-ondas.
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Fonte: Grewal et al (2013. p. 280).

Saxena e Chandra (2011) concluem que o aquecimento por micro-ondas
apresenta maior rapidez, caracter ecoldgico e colaboram com a sintese de
nanoparticulas.

Segundo Liu e Zhang (2011), o beneficio mais expressivo para a sintese sob
aguecimento por micro-ondas € a diminuicdo do tempo de reacdo, o que antes
poderia durar horas ou dias, agora pode ser realizado em poucos minutos, pois o
procedimento via micro-ondas propicia: diminuigéo dos efeitos colaterais, melhora da
producao e da reproducédo e controle da temperatura e da pressao.

A seguir serdo descritas algumas técnicas de caracterizacao utilizadas neste

trabalho.

4.8 TECNICAS

4.8.1 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (1V)

A espectroscopia refere-se a ciéncia envolvida na relagdo das vérias
espécies de radiacdo que existe com a matéria, que tange grandezas da intensidade
de radiacdo através de dispositivos eletrbnicos, em que o0s métodos
espectrométricos mais empregados estdo apoiados na radiacdo eletromagnética
(HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009. p. 146).

A radiagdo eletromagnética € denotada “como dois campos, elétrico e
magnético, que sofrem oscilagbes senoidais em fase um com o outro e na dire¢do
de propagacgao” (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009. p. 147).

A técnica de espectroscopia vibracional na regidao do infravermelho € uma
técnica de grande valia para os pesquisadores, pois, permite o estudo de muitas

amostragens experimentais, como: liquido, solido, gas, entre outros (STUART, 2004,
p. 1).
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Essa técnica leva em consideragcdo a capacidade de que muitos compostos
organicos ou inorganicos (que apresentem ligacbes covalentes) absorvem vérias
frequéncias de radiacdo na regido do infravermelho do espectro eletromagnético
(PAVIA, 2010).

Sabe-se que existe um limite de absor¢cdo de radiagcdo no infravermelho
sobretudo em moléculas em que as diferencas de energia dos estados vibracionais
e rotacionais séo baixas (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009, p. 445).

A molécula absorve radiacao infravermelho quando apresenta uma alteracao
no momento de dipolo no decorrer do seu movimento rotacional e ou vibracional. E
entdo, “apenas sob estas circunstancias o campo elétrico alternado da radiacéo
pode interagir com a molécula e causar variagbes na amplitude de um de seus
movimentos” (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009. p. 445).

Os atomos de uma molécula oscilam em virtude das diferentes vibracdes e
rotacbes que acontecem nas ligac6es da molécula (HOLLER; SKOOG; CROUCH,
2009, p. 445), em que, a vibracéo individual da estrutura de cada molécula é devido
ao tipo da geometria, da forca da ligacdo quimica e da massa do atomo (LARKIN,
2011, p. 2-4).

As vibracdes classificam-se em relagcdo ao estiramento e a deformacao,
conforme a Figura 24, em que “a vibragdo de estiramento envolve uma variagao
continua na distancia interatbmica ao longo do eixo da ligacdo entre dois atomos”.
J& as vibracbes de deformacéo apresentam mudancas no angulo formado no meio
de duas ligagcdes (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009, p. 447).
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Figura 24 - Modos de rotacdes e vibracdes molecular.
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Fonte: Holler, Skoog e Crouch, 2009. p. 447.

Na espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), €
gerado um sinal de interferograma ao interferir na radiacdo entre dois feixes de raio.
O método matemético de Fourier serve para mudar a frequéncia e a distancia dos
dois feixes (STUART, 2004, p. 18).

O instrumento de FTIR possui resolucéo limitada pela desproporc¢éo limite de
caminho entre os dois feixes, apresentando resolugéo limite em ndmero de ondas
em (cm™) (STUART, 2004, p. 22).

4.8.2 Propriedade biolégica

4.8.2.1 Determinacdo da Viabilidade Celular pela Técnica do MTT (MOSSMAN,
1983).

Em aliquotas de 100 uL das suspensdes de macréfagos contidas em cada
poco de placas de cultivo de tecidos com 96 cavidades e ajustadas a uma
concentracdo de 5x10° células/mL em meio RPMI-1640-C, foram adicionados em
triplicata, 100 pL de cisplatina (C) utilizada como padrdo, em diferentes

concentracdes (umol/L) e o mesmo volume de RPMI-C como controle de células.
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As placas foram incubadas em estufa a 37 °C, com tensao constante de
7,5% de CO2 por 24 h para a formacdo do tapete celular. ApGs este periodo, 0s
sobrenadantes das culturas foram descartados e 100 pL da solucdo de (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélio) (MTT) diluido em tampdo PBS a 5 mg/mL e
posteriormente, em meio RPMI-C foram adicionados em cada cavidade da placa,
incubada por 3 h em estufa a 37 °C com tensédo constante de 7,5 % de COz-.

O sal de tetrazolio sofre metabolizacdo pelas proteinases mitocondriais das
células vivas, formando cristais de formazana (Figura 25). Apds a incubacao,
desprezou-se o0 sobrenadante e adicionou-se 100 pL de isopropanol para
solubilizagéo dos cristais. A absorbancia foi lida em 540 nm em espectrofotdbmetro

uv/visivel para microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems, Finlandia).

Figura 25 - Representacao do sal de tetrazoélio (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélio) quando
sofre metabolizacéo pelas proteinases mitocondriais das células vivas formando cristais de

formazana.
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Fonte: Stevanato, 2009.

A determinacao de 25% e 50% da concentrac¢ao inibitéria do composto (IC25
e IC50), ou seja, a concentracdo do agente que reduz em 25 e 50% a viabilidade
celular foi quantificada através da regressdo linear de uma curva dose-resposta
(concentragdo da amostra x viabilidade celular), realizada com 95% de
confiabilidade. A equacéo da reta do tipo, y= a + bx forneceu os valores de IC25 e

IC50, na qual y = absorbancia; x = concentracao.
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5 PARTE EXPERIMENTAL
5.1 SOLVENTES E REAGENTES

Em todas as sinteses foram utilizados reagentes P. A. Os principais

solventes e reagentes estéo listados na Tabela 1.

Tabela 1 - Procedéncia dos reagentes e solventes utilizados.

Reagentes Férmulas Procedéncias

Cloreto de niquel(ll) NiCl2.6H20 ISOFAR
Oxalato de potassio K2C204.H20 DINAMICA
Brometo de potassio KBr Vetec
Cloreto de potassio KCI Vetec
Azida de sédio NaNs Vetec
Tiocianato de potassio KSCN Biotec
Metanol CHsOH Alphatec
Etanol CHsCH20H Alphatec
Pentano CsHao Biotec

Fonte: A autora (2018).

5.2 METODOLOGIA

5.2.1Sintese do niquel(ll) com ligante oxalato:

O estudo deste trabalho iniciou-se com a reacdo entre Ni** e o ligante
oxalato sob refluxo, a 50 °C durante 2 h. Esta reacdo ocorreu na proporcao

estequiométrica de:

1 Ni2+(aq) + 3 OXZ'(aq) e [Ni(OX)3]4'

Solubilizou-se 1,000 g (4,207 mmol) de NiCl2 em 20 mL de etanol em um
erlenmeyer de 50 mL resultando em uma solucéo de cor verde escuro (Figura 26
(a)). Em seguida solubilizou-se 2,325 g (12,620 mmol) de oxalato de potassio em 10
mL de agua destilada e esta foi adicionada gota a gota sobre a solugdo anterior, e

entdo, colocada sob agitacdo magnética constante e sob refluxo (Figura 26 (a) e
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(b)). O sdlido formado foi filtrado, lavado com &gua destilada, pentano e seco em
dessecador.

Com o objetivo de verificar a coordenacdo do ligante oxalato ao centro
metalico de maneira quelante, observou-se durante o procedimento de sintese a
alteracdo da coloracdo da solucao de verde para azul (Figura 26 (c)), apés a adigdo
do ligante dicarboxilato.

Fonte: A autora (2018).

Salienta-se que todos 0s compostos sintetizados nao atingiram a
temperatura de decomposicao até o limite do equipamento (350 °C).

Posteriormente, serdo descritos o0s procedimentos de sinteses dos
compostos de coordenacéo, utilizando os ligantes oxalato, azida, bromido, tiocianato

e clorido.

5.2.2 Sintese do niquel(ll) com ligante oxalato e espécies anidnicas (azida, bromido,
tiocianato e clorido).

Foram feitas sinteses de 4 compostos: [Ni(N3)2(0x)2]*, [NiBrz(0x)z2]*, [Ni(ox)2
(SCN)2]* e [NiClz(ox)2]*. Para a realizacdo das mesmas, a razdo estequiométrica
utilizada foi a seguinte:

1Ni%@q + 2L@y + 20x%@) —> [Ni(L)2(0x)2]*
L =Nz, Br, SCN-e CI

Como os procedimentos de sintese foram similares, sera descrita a sintese
do composto contendo azida para exemplificar [Ni(N3)2(ox)z2]*, ressaltando que a
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alteracdo entre todas as demais sera a substituicdo dos ligantes L = N3, Brr SCN-e
Cl-.
As sinteses em atmosfera aberta foram divididas em: sintese a temperatura

ambiente e sintese sob aquecimento.

5.3 OTIMIZACAO DAS SINTESES

5.3.1Sintese em atmosfera aberta

v' A temperatura ambiente

Solubilizou-se 1,000 g (4,207mmol) de NiCl2 em 20 mL de metanol e
colocado sobre agitacdo magnética. Em seguida solubilizou-se 0,547 g (8,414 mmol)
de NaNs em 10 mL de agua destilada e esta foi adicionada gota a gota, sob agitacao
magnética constante a solucdo anteriormente preparada (observando alteracdo de
cor de verde claro para azul claro). Por fim, foram solubilizados 1,550 g (8,414 mmol)
de oxalato de potassio em 10 mL de agua destilada para posterior adicdo (gota a
gota) a solucdo contendo o cloreto de niquel e azida. Esta reacdo se processou
durante 2 h sob agitacdo magnética constante. A solucdo obtida foi filtrada, lavada e
seca em dessecador.

v' Sob aquecimento

Solubilizou-se 1,000 g (4,207mmol) de NiCl2 em 20 mL de metanol. Em
seguida solubilizou-se 0,547 g (8,414 mmol) de NaN3 em 10 mL de &gual destilada e
posteriormente adicionada-a gota a gota, a solucdo de cloreto de niquel sob
agitacdo magnética constante (observando mudanca de cor de verde claro para azul
claro). Por fim, foram solubilizados 1,550 g (8,414 mmol) de oxalato de potassio em
10 mL de agua destilada e entdo adicionado gota a gota a solucdo de cloreto de
niquel e azida. A reacdo se processou por 2 h, sob agitacdo magnética com

aguecimento de 50 °C. A solucéo foi filtrada, lavada e seca em dessecador.

Com o0 objetivo de otimizar o processo de sinteses, foram realizadas

sinteses sob refluxo e via micro-ondas nos tempos de: 30 s, 1 min, 2 min e 3 min.
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Assim como proposto nas sinteses em atmosfera aberta, sera descrito o
procedimento para a sintese de um complexo para elucidar as demais sinteses

realizadas. A razao estequiométrica foi mantida:

1Ni®*@aq) + 2L@y + 20x%@) — [Ni(L)2(0x)z2]*
L =Nz, Br, SCN-e CI

5.3.2 Sintese em Refluxo
Preparacéo do composto [Ni(Ns)2(0x)2]*.

Solubilizou-se 1,000 g (4,207mmol) de NiCl2 em 20 mL de etanol. Em
seguida foram solubilizados 0,547 g (8,414 mmol) de NaN3 em 10 mL de metanol e
entdo adicionado gota a gota ao composto ja descrito. Solubilizou-se 1,550 g (8,414
mmol) de oxalato de potassio em 10 mL de agua destilada e este foi adicionado gota
a gota a solucdo anteriormente preparada, sob agitacdo magnética e em refluxo a
50°C (Figura 27 (a) e (b)). O solido formado foi filtrado, lavado com agua destilada,

em seguida pentano e seco em dessecador.

Figura 27 - Processo de sintese em refluxo do composto [Ni(N3)2(0x)z2]*.

It a &b

F o

o Fonte:Ae;utora (20—18).

5.3.3 Sintese via micro-ondas

As sinteses para o0s compostos:  [Ni(N3)2(0x)2]*,  [NiBrz2(ox)z2]*,

[Ni(0x)2(SCN)2]* e [NiClz(ox)2]*, via micro-ondas, foram realizadas em poténcia
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méaxima nos tempos de: 30 s, 1 min, 2 min e 3 min para cada composto proposto.
Como o preparo das sinteses foi similar, sera feita a descricdo de apenas uma das
sinteses realizadas, uma vez que, de uma sintese para outra, altera-se apenas o
tipo de ligante L = N3, Br SCN-e CI', e os tempos de reacgao.

Foi solubilizado 1,000 g (4,207mmol) de NiCl2 em 20 mL de metanol. Em
seguida solubilizou-se 0,547 g (8,414 mmol) de NaNs em 10 mL de metanol e
adicionado-o gota a gota sobre a solucdo anteriormente preparada. Por fim, foram
solubilizados 1,550 g (8,414 mmol) de oxalato de potassio em 10 mL de agua
destilada e adicionado-o gota a gota ao composto ja descrito. Posteriormente, esta
solucao foi adicionada ao micro-ondas (Figura 28) em poténcia maxima no tempo de
30 segundos (observou-se mudanca de cor de verde claro para azul claro). Apos o
tempo de reacdo, a solucao foi filtrada, lavada e o produto formado foi seco em

dessecador.

Figura 28 - Imagem do micro-ondas usado para a realizacdo das sinteses.

Fonte: A autora (2018).

5.4 TECNICAS

5.4.1 Espectroscopia Vibracional de Absor¢do na Regido do Infravermelho

As medidas dos espectros vibracionais de absor¢do na regido do
infravermelho dos compostos foram obtidas no espectrofotometro FT-IR
Spectrometer Spectrum Two, Perkin Elmer, no intervalo de 4000 cm™ a 400 cm™,
com resolucdo de 4 cm, utlizando pastilhas em KBr. Essas medidas foram
realizadas na Universidade Tecnologica Federal do Parana, no campus Londrina -
PR.
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5.4.2 Medidas de Temperatura de Fusdo ou Decomposicéo

Os intervalos de temperatura de fusdo foram medidos utilizando-se o
aparelho digital de Ponto de Fusdo METTLER modelo MQAPF — 302, com
temperatura maxima do equipamento igual a 350 °C. Essas medidas foram
realizadas na Universidade Tecnolégica Federal do Parana, no campus Londrina-
PR.

5.4.3 Andlise Bioldgica

v Ensaios Bioldgicos

Este ensaio ocorreu em colaboragdo com a Dra. Isabel Cristiane da Silva, do
Departamento de Ciéncias Biologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara — UNESP. Foram realizados ensaios bioldgicos para a determinacéo da
viabilidade celular frente as culturas de células de fibroblastos pulmonares humanos

normais (MRC-5) e de adenocarcinoma pulmonar humano (A549).

v" Cultura de células

Foram utilizadas as linhagens celulares: MRC-5; linhagem celular de
fibroblastos de pulm&o humano (ATCC, CCL-171) e A549; linhagem celular epitelial
do adenocarcinoma do pulmdo humano (ATCC, CCL-185). As linhagens celulares
foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC) (Manassas, VA, EUA) e
cultivadas em meio DMEM ou F10 de Ham (linhagem celular A549) suplementado
com 10% de PBS, 1% de penicilina (100 U / mL), e estreptomicina (100 mg / mL). As
células foram mantidas em um ambiente imido a 37 °C com 5% de CO:2 e sub-
cultivadas duas vezes por semana. A viabilidade das células foi verificada antes de
realizar as experiéncias.

Em resumo, uma solugdo recentemente preparada de azul de tripano
(0,05%, 10 mL) em agua destilada foi misturada com 10 mL de suspenséao celular
por 5 min, espalhada em uma lamina de microscépio e coberta com uma laminula.

As células nédo viaveis apareceram azuis sob o microscopio (SILVA, 2017).
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v'  Testes de citotoxicidade

A citotoxicidade foi medida fluorometricamente pelo ensaio de reducao de
resazurina. A resazurina € um reagente azul ndo toxico e nao fluorescente que é
irreversivelmente reduzido a uma resorufina fluorescente e de coloragéo rosa pelas
células viaveis que sofrem metabolismo ativo. As células n&o viaveis perdem
rapidamente a capacidade metabodlica para reduzir a resazurina e, portanto, nao
produzem um sinal fluorescente.

Portanto, a resazurina serve como um indicador redox permeével as células
para monitorar o numero de células viaveis. Para o ensaio de reducédo de resazurina,
2,5x10% células / pogo foram semeadas em uma placa de cultura celular de 96 pocos
(Costar®, Cambridge, MA, EUA) (Figura 29) em um volume total de 100 mL por 24 h
em concentragdes variando de 1,6 a 200 mg / mL.

ApGs 24 h de incubagédo, o meio foi removido e 50 mL de resazurina (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) preparados em 0,01% p / v de DMEM foram
adicionados a cada poco, e as placas foram incubadas em 37 °C por 3 h. A
fluorescéncia foi medida em leitor de microplacas Synergy H1 (BioTek®, Winooski,
VT, EUA) usando um comprimento de onda de excitagdo de 530 nm e um
comprimento de onda de emissao de 590 nm.

As células ndo tratadas constituiram o controle negativo (células viaveis),
enquanto aquelas tratadas com 1% de dimetilsulféxido (DMSO) e 5 mg / mL de
doxorrubicina (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) constituiram o veiculo e
controles positivos (células mortas), respectivamente (SILVA, 2017).

Trés ensaios independentes foram realizados. O valor ICso que representa a
concentracdo da amostra necessdaria para inibir 50% da proliferacdo celular foi

calculado a partir de uma curva de calibracao por analise de regressao.



Figura 29 - Placa de cultura de 96 cavidades utilizada nos ensaig_szl_oiolégicos.

Fonte: Stevanato, 2009, p. 74.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 ESPECTROSCOPIA VIBRACIONAL NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

A fim de verificar informagcbes sobre a coordenacdo dos complexos
sintetizados, foram realizados espectros de IV no intervalo de 4000 - 400 cm™, em
pastilha de KBr.

As analises para os compostos sintetizados em diferentes procedimentos de
sintese foram feitas e seus resultados apresentados na seguinte ordem: metal (1),
ligante oxalato (2), ligantes haletos (bromido e clorido) e pseudohaletos (azida,
tiocianato) (3), sintese a temperatura ambiente (4), sob aquecimento (5), sob refluxo
(6) e via micro-ondas nos tempos de: 30 s (7), 1 min (8), 2 min (9) e 3 min (10). Os
complexos sintetizados foram: [Ni(Nz)2(0x)2]*, [NiBrz(ox)z2]*, [Ni(0x)2(SCN)2]* e
[NiCl2(0x)2]*.

6.1.1 Complexo [Ni(N3)2(0x)2]*

O ligante oxalato (2) usado nesse estudo tem seus principais estiramentos
assimétricos 0as(COO") e simétricos vs(COO) em 1586 cm™ e 1406-1306 cm
respectivamente, ja a azida (3) possui estiramento assimétrico vas(Ns) em 2039 cm-
! e seu estiramento simétrico vs(Ns) ocorre entre 1633, 1269 e 1241 cm
(SOCRATES, 1994 p. 302; STEVANATO, 2009; SIMANOVA, 2011 p. 11; WANT,
DAR, 2012, p. 140)

De acordo com a Figura 30, observou-se deslocamentos dos ligantes azida
e oxalato quando complexados ao niquel(ll) nas condi¢cdes de sintese: de 4-10,
sendo deslocamento assimétrico do oxalato vas(COO) para: 1609 cm™ (4), 1737
cm? (5), 1657-1608 cm™ (6), 1656-1606 cm™ (7), 1656-1607 cm™ (8), 1657-1607 cm"
1(9), 1607 cm (10), deslocamento simétrico do oxalato vs(COO") para: 1441 cm
(4), 1439 cm (5), 1364 cm™ (6), 1364 cm™ (7), 1365 cm™ (8), 1364 cm™ (9), 1364
cm1 (10).

Para o ligante azida, verifica-se os deslocamentos assimétricos em: Uas(N3’)
2049 cm™ (4), 2057 cm™ (5), 2064 cm™ (6), 2064 cm™ (7), 2065 cm™ (8), 2065 cm™

(9), 2066 cm (10) e os deslocamentos simétricos da azida em vs(N3’): 1299 cm™ (4),
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1300 cm? (5), 1319 cm™ (6), 1317 cm™ (7), 1317 cm™ (8), 1318 cm™ (9), 1317 cm'?
(10).

Os espectros vibracionais de infravermelho obtidos para o cloreto de
niquel(ll) (1), oxalato (2), N3~ (3) e para o complexo [Ni(N3)2(0x)z2]* nas seguintes
condicdes: sintese a temperatura ambiente (4), sintese sob aquecimento (5), sob
refluxo (6), em micro-ondas no tempo de 30 s (7), em micro-ondas no tempo de 1
min (8), em micro-ondas no tempo de 2 min (9), em micro-ondas no tempo de 3 min

(10), estdo ilustrados na Figura 30.
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Figura 30 - Espectros vibracionais na regiao do infravermelho de: cloreto de niquel(ll) (1), oxalato (2),
Nz (3), [Ni(Ns)2(0x)2]* nas seguintes condi¢des: sintese a temperatura ambiente (4), sintese sob
aquecimento (5), sob refluxo (6), em micro-ondas: 30 s (7), 1 min (8), 2 min (9) e 3 min (10), obtidos
em pastilhas de KBr, com resolucdo de 4cm-.
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Fonte: A autora (2018).

A Tabela 2 lista os principais modos vibracionais referentes as bandas

observadas nos espectros no IV dos complexos apresentados na Figura 30.
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Tabela 2 - Principais modos vibracionais observados nos espectros de absorcdo na regido do
infravermelho apresentados na Figura 30: cloreto de niquel(ll) (1), oxalato livre (2), Nz livre (3),
[Ni(N3s)2(0x)2]* nas seguintes condi¢des: sintese a temperatura ambiente (4), sintese sob aquecimento
(5), sob refluxo (6), em micro-ondas: 30 s (7), 1 min (8), 2 min (9) e 3 min (10).

Atribuicdo 3 4 5 6 7 8 9 10
(cm7)
o(O-H) - 3(232 - 3301() 3375 - . . - ;
1586 1657, 1656, 1656, 1657
Uas(COOY) - = - 1609 F 1737 mF 12('):8 1606 F 1607 F 1607 F 1607 F
1406,
Us(COO) - 1306 - 1441 mf 1439 mF 1364 f 1364 f 1365 f 1364 f 1364 f
F
769,
80-C-0) 410 - 785m 1216 f 808 m 805 f 806 m 806 f 804 f
+ u(M-0) mf
O(anel) ) 523 )
(0-C=0) mE 494 mf 491 m 494 mF 493 F 494 F 494 F 494 F
2004 j0eaF 20e5F 209> 2000
2049 mF 2057 mF ponte ponte
Vas(N%) ) ) 2039 N- (N- ponte via 1 via 1 ponte ponte
m . . via 1 . . via 1 via 1
terminal  terminal) . atomo atomo . .
atomo de N de N atomo atomo
de N de N de N
1633,
Us(N3Y) - - izzigl 1299 m 1300 m 1319 m 1317m 1317 m 1318 m 1;}:7
f
O(N3’) - - ?ﬁg 618 f 787 m 775 f 650 f 649 f 650 f 650 f

F - forte; f - fraco; 0 - deformacao; vas - estiramento assimétrico; us - estiramento simétrico; mf - média
fraca; mF - média forte; (L) - larga.

A partir dos deslocamentos observados nos espectros da Figura 30,
referentes aos estiramentos simétrico e assimétrico do ligante oxalato, pode-se
inferir que houve a coordenacao aos centros metalicos de maneira quelante. J& para
o ligante azida, a coordenacao ao niquel(ll) ocorreu de forma distinta de acordo com
a sintese realizada. Para as sinteses feitas a temperatura ambiente (4) e sob
aguecimento (5) o a&tomo de nitrogénio se coordenou terminalmente (N-terminal); ja
para as sinteses realizadas sob refluxo e via micro-ondas, a coordenacao ocorreu

em ponte, via um atomo de nitrogénio (u-1,1), [Ni2(p-Ns)2(0x)z].

6.1.2 Complexo [NiBrz2(0x)2]*

O ligante oxalato (2) usado nesse estudo tem seus principais estiramentos
assimétric vas(COO") e simétricos vs(COO) em 1586 cm™' e 1406-1306 cm
respectivamente, para o ligante bromido (3), ndo foi possivel determinar os

estiramentos metal — ligante, pois estes sdo obtidos abaixo de 400 cm
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(SOCRATES, 1994 p. 302; STEVANATO, 2009; SIMANOVA, 2011 p. 11; WANT,
DAR, 2012, p. 140).

De acordo com a Figura 31, observou-se que houve deslocamentos
assimétrico e simétrico para o ligante oxalato quando complexado ao niquel(ll) nas
condicdes de sinteses propostas (4-10), sendo deslocamento assimétrico do oxalato
Vas(COO") para: 1596 cm™ (4), 1597 cm™ (5), 1631 cm™? (6), 1597 cm™ (7), 1598 cm™*
(8), 1600 cm (9), 1630-1600 cm™ (10), deslocamento simétrico do oxalato vs(COO")
para: 1429 cm? (4), 1428 cm™* (5), 1439-1299 cm™ (6), 1428-1291 cm™ (7), 1429—
1290 cm(8), 1435-1294 cm™(9), 1439-1302 cm (10).

Os espectros vibracionais de infravermelho obtidos para o cloreto de
niquel(ll) (1), oxalato (2), Br (3), e para o complexo [Ni(Br)2(0x)2]* nas seguintes
condicbes: sintese a frio (4), sintese a temperatura ambiente (5), sintese sob
aguecimento (6), em micro-ondas no tempo de 30 s (7), em micro-ondas no tempo
de 1 min (8), em micro-ondas no tempo de 2 min (9), em micro-ondas no tempo de 3

min (10), estéo ilustrados na Figura 31.
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Figura 31 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho de: cloreto de niquel(ll) (1), oxalato (2),
Br- (3), [NiBrz(ox)2]* nas seguintes condigdes: sintese a temperatura ambiente (4), sintese sob
aquecimento (5), sob refluxo (6), em micro-ondas: 30 s (7), 1 mim (8), 2 min (9) e 3 min (10), obtidos
em pastilhas de KBr, com resolucdo de 4cm-.
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De acordo com os dados oriundos dos espectros de absor¢do na regidao do
infravermelho, um resumo dos principais modos vibracionais e suas respectivas

atribuicdes encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3 - Principais Principais modos vibracionais observados nos espectros de absorcao na regido
do infravermelho apresentados na Figura 31: cloreto de niquel(ll) (1), oxalato livre (2), Br-livre (3),
[NiBrz2(0x)2]* nas seguintes condi¢des: sintese a temperatura ambiente (4), sintese sob aquecimento
(5), sob refluxo (6), em micro-ondas: 30 s (7), 1 min (8), 2 min (9) e 3 min (10).

Atribuicdo

2 3 4 5 6 7 8 9 10
(cm™)
3386,
3252 3434 3422
0(O-H) - - 3252 (L) 3424 (L) 3419 (L) 3243 3222 (L)
L L) L
(L)
1630,
Uas(COO") - 1586 F - 1596 F 1597 F 1631 mf 1597 F 1598 F 1600 F
1600 F
1406 1429, 1428, 1439, 1428, 1429, 1435, 1439,
Us(CO0O) " 1306 F - 1319, 1319, 1360, 1319, 1316, 1294 1364,
1291 mf 1290 mf 1299 f 1291 mf 1290 mf mf 1302 mF
6(0-C-0) + 769, 805, 790 806, 789
- - 806 m 806 m 788 mf 789 mf 790 mF
u(M-0) 610 mf mf mf
o(anel) 523
- - 483 f 481 f 488 F 484 f 484 f 486 mf 490 mF
(O-C=0) mF
Vas(Br) - - - - - - - - - -
us(Br) - - - - - - - - - -
o(Br) - - - - - - - - - -

F - forte; f - fraco; 0 - deformacao; vas - estiramento assimétrico; vs - estiramento simétrico; mf - média
fraca; mF - média forte; (L) - larga.

Baseado nos espectros de infravermelho dos compostos sintetizados,
observou-se os deslocamentos das bandas do ligante oxalato livre quando
comparadas aos complexos sintetizados, desta forma, verificou-se a coordenacao
do ligante oxalato quelante. Estas observacdes foram feitas em todas as condi¢cdes

propostas de sinteses (4-10).

6.1.3 Complexo [Ni(ox)2(SCN)2]*

O ligante oxalato (2) usado nesse estudo tem seus principais estiramentos
assimétricos 0as(COO’) e simétricos vs(COO’) em 1586 cm™* e 1406-1306 cm
respectivamente. O ligante tiocianato (3) possui estiramento assimétrico vas(SCN")

em 2039 cm?' e seu estiramento simétrico vs(SCN) ocorre em 746 cm
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(SOCRATES, 1994 p. 302; STEVANATO, 2009; SIMANOVA, 2011 p. 11; WANT,
DAR, 2012, p. 140).

De acordo com a Figura 32, quando complexados ao niquel(ll), tanto o
ligante oxalato quanto o ligante tiocianato apresentaram os seguintes deslocamentos
assimétrico e simétricos nos compostos sintetizados em diferentes condi¢gbes de
sintese 4-10.

Sendo o deslocamento assimétrico do oxalato vas(COO") para: 1605 cm™ (4),
1611 cm? (5), 1634 cm™ (6), 1618 cm™ (7), 1622-1617 cm™ (8), 1599 (9), 1604 cm™
(10), deslocamento simétrico do oxalato vs(COQO") para: 1317 cm (4), 1300 cm™ (5),
1300 cm? (6), 1303 cm? (7), 1306 cm? (8), 1297 cm? (9), 1299 cm™ (10)
deslocamentos assimétrico do tiocianato vas(SCN-) para 2060 cm (4), 2060 cm™ (5),
ndo teve (6), 2062 cm? (7), 2061 cm™ (8), 2065 cm™? (9), 2062 cm™? (10), e
deslocamento simétrico do tiocianato vs(SCN-) para: 809 cm™ (4), 810 cm™ (5), ndo
teve (6), ndo teve (7), ndo teve (8), 900 cm™(9), 900 cm? (10).

Os espectros vibracionais de infravermelho obtidos para o cloreto de
niquel(ll) (1), oxalato (2), N3 (3), e para o complexo [Ni(0x)2(SCN)z]* nas seguintes
condicdes: sintese a frio (4), sintese a temperatura ambiente (5), sintese sob
aguecimento (6), em micro-ondas no tempo de 30 s (7), em micro-ondas no tempo
de 1 min (8), em micro-ondas no tempo de 2 min (9), em micro-ondas no tempo de 3
min (10), estéo ilustrados na Figura 32.

A partir dos deslocamentos observados nos espectros da Figura 32,
referentes aos estiramentos simétrico e assimétrico do ligante oxalato, pode-se
inferir que houve a coordenacao aos centros metalicos de maneira quelante. J4 para
o ligante tiocianato, a coordenacdo ao niquel(ll) ocorreu através do atomo de

nitrogénio coordenado terminalmente (N-terminal).
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Figura 32 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho de: cloreto de niquel(ll) (1), oxalato (2),
Nz (3), [Ni(0x)2(SCN)2]* nas seguintes condi¢des: sintese a temperatura ambiente (4), sintese sob
aquecimento (5), sob refluxo (6), em micro-ondas: 30 s (7), 1 min (8), 2 min (9) e 3 min (10), obtidos
em pastilhas de KBr, com resolucdo de 4 cm-.
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Fonte: A autora (2018).

A Tabela 4 lista os principais modos vibracionais e suas respectivas

atribuigdes.
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Tabela 4 - Principais modos vibracionais observados nos espectros de absorcdo na regido do
infravermelho apresentados na Figura 32: cloreto de niquel(ll) (1), oxalato livre (2), SCN- livre (3), [Ni
(0x)2(SCN)2]* nas seguintes condic¢des: sintese a temperatura ambiente (4), sintese sob aquecimento

(5), sob refluxo (6), em micro-ondas: 30 s (7), 1 min (8), 2 min (9) e 3 min (10).

Atribuicdo

2 3 4 5 6 7 8 9 10
(cm™)
(O-H) 3252 (L) 3445 (L) 3436 (L) 3279 (L) 3384, 3412, 3445 (L) 3449 (L)
U - - -
3228 (L) 3226 (L)
1622,
Uas(COO) - 1586 F - 1605 F 1611 F 1634 m 1618 F 1599 F 1604 F
1617 F
1406, 1297
Us(CO0O) - - 1317 m 1300 m 1300 m 1303mF 1306 mF 1299 m
1306 F mF
0(0-C-0) + 769, 610
- - 753 f 790 f 789 m 785 mf 788 mF 788 m 786 m
u(M-0) mf
O(anel)
- 523 mF - 434 f 435 f 420 f - - 433 f 440 f
(O-C=0)
2060
2062 F 2061 F 2065m 2062 m
2039 mF 2060 mF
Uas(SCN") - - ) - N- N- N- N-
F N- N-terminal
) terminal terminal  terminal  terminal
terminal
746
Us(SCN") - - 809 mF 810 f - - - 900 f 900 f
m
483
O(SCN) - - E 485 f 485 f - 488 mf 490 f 484 f 486 f

F - forte; f - fraco; O - deformacao; vas - estiramento assimétrico; vs - estiramento simétrico; mf - média

fraca; mF - média forte; (L) - larga.

Pela analise dos espectros de IV, pdde-se inferir a coordenacédo do ligante

tiocianato de maneira terminal pelo atomo de N e o ligante oxalato coordenando-se

de modo quelante.

6.1.4 Complexo [NiClz(0x)2]*

O ligante oxalato (2) usado nesse estudo tem seus principais estiramentos

assimétricos 0as(COO’) e simétricos vs(COO) em 1586 cm™* e 1406-1306 cm
respectivamente, ja visto que ele se coordena de maneira quelante, para o ligante
clorido (3), a coordenacéo metal-Cl é verificada na regidpo do IV abaixo de 400 cm™.

De acordo com a Figura 33, quando complexados ao niquel(ll), o oxalato
apresenta o seguintes deslocamentos assimétrico e simétricom para as seguintes
formas de sintese: deslocamento assimétrico do oxalato vas(COO") para: 1641-1595
cm? (4), 1594 cm? (5), 1627 cm™ (6), 1598 cm™ (7), 1598 cm™ (8), 1629 (9), 1640-
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1600 cm™ (10), deslocamento simétrico do oxalato vs(COO") para: 1418-1317-1279
cm?t (4), 1419-1317-1280 cm™* (5), 1440-1299 cm™ (6), 1428-1319-1291 cm™ (7),
1429-1292 cm™(8), 1440-1302 cm™ (9), 1434-1293 cm (10).

Os espectros vibracionais de infravermelho obtidos para o cloreto de
niguel(ll) (1), oxalato (2), N3~ (3), e para o complexo [Ni(Cl)2(0x)z2]* nas seguintes
condicdes: sintese a temperatura ambiente (4), sintese sob aquecimento (5), sob
refluxo (6), em micro-ondas no tempo de 30 s (7), em micro-ondas no tempo de 1
min (8), em micro-ondas no tempo de 2 min (9), em micro-ondas no tempo de 3 min
(10), estéo ilustrados na Figura 33.

A partir dos deslocamentos observados nos espectros da Figura 33,
referentes aos estiramentos do ligante oxalato, pode-se inferir que houve a
coordenacao aos centros metalicos de maneira quelante. Ja para o ligante clorido, a
coordenacao ao niquel(ll) ndo pode ser confirmada devido as suas bandas se
configurarem na regido abaixo de 400 cm™.

A Tabela 5 apresenta os principais modos vibracionais e suas respectivas
atribuicbes dos espectros de IV para o complexo contendo o ligante clorido em

diferentes procedimentos de sintese.
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Figura 33 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho de: cloreto de niquel(ll) (1), oxalato (2),
Cl- (3), [NiCl2(ox)2]* nas seguintes condicdes: sintese a temperatura ambiente (4), sintese sob
aquecimento (5), sob refluxo (6), em micro-ondas: 30 s (7), 1 min (8), 2 min (9) e 3 min (10), obtidos
em pastilhas de KBr, com resolucdo de 4cm-,
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Fonte: A autora (2018).
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Tabela 5 - Principais modos vibracionais observados nos espectros de absorcdo na regido do
infravermelho apresentados na Figura 33: cloreto de niquel(ll) (1), oxalato livre (2), CI- livre (3),
[NiCl2(0x)2]* nas seguintes condi¢des: sintese a temperatura ambiente (4), sintese sob aquecimento
(5), sob refluxo (6), em micro-ondas: 30 s (7), 1 min (8), 2 min (9) e 3 min (10).

Atribuicdo

2 3 4 5 6 7 8 9 10
(cm™)
3443,
3252 3193 3385 3217
u(O-H) - - - - 3443 (L) 3426
() L L L)
L)
1627 1640,
Uas(COO") - 1586 F - 1641,1595F 1594 F 1598 F 1598 F 1629 F
mF 1600 F
1419, 1428, 1429, 1440,
1406, 1418,1317, 1440, 1434,
Us(CO0) - - 1317, 1319, 1292 1302
1306 F 1279 mF 1299 m 1293
1280 mF 1291 mf mf mF
mF
0(0-C-0) + 769, 806, 789 805,
- - 783 mf 785 mf 771 f 788 mF 790 mf
u(M-0) 610 mf mf 790 mf
523
O(anel)
- mF - 483 mf 481 f 502 F 487 f 489f 492mF 490 mf
(O-C=0)
Vas(Cl ") - - - - - - - - - -
us(CI") - - - - - - - - - -
o(Cl) - - - - - - - - - -

F - forte; f - fraco; 0 - deformacao; vas - estiramento assimétrico; us - estiramento simétrico; mf - média
fraca; mF - média forte; (L) - larga.

Baseado nos espectros de infravermelho dos compostos sintetizados,
observou-se o deslocamento das bandas dos ligantes oxalatos livres quando
comparadas aos complexos sintetizados, desta forma verificou-se a coordenacao do
ligante oxalato quelante. Estas observacdes foram feitas em todas as condicGes

propostas de sinteses (4-10).

6.2 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DOS COMPLEXOS

Os ensaios envolvendo os compostos de niquel(ll) e seus ligantes frente a
atividade antiproliferativa de células tumorais, foram realizados no laboratério de
Imunologia Clinica, do Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara — UNESP, em colaboracdo com a Dra. Isabel Cristiane

da Silva.
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6.2.1 Aplicacdo dos complexos niquel(ll) e seus ligantes em ensaios biologicos para
verificagéo de seu potencial como agente antitumoral

Os compostos [Ni(ox)3]* (C1), [Ni(N3)2(ox)2]* (C2), além dos ligantes azida
de sddio (C3), oxalato de potassio (C4) e o controle positivo (CP) foram submetidos
a ensaios bioldgicos, visando avaliar seus potenciais citotoxicos. As Tabelas 6 e 7
apresentam os resultados obtidos para as linhagens MCR-5 e A549, linhagens de
células pulmonares, sendo fibroblastos pulmonares humanos normais (MRC-5) e de
adenocarcinoma pulmonar humano (A549), conforme ilustrado pela Figura 34.

Tabela 6 - Concentracdes médias de indice de Citoxicidade (ICso), em pug mL1, para 0os compostos
[Ni(ox)s]* (C1), [Ni(N3)2(ox)2]* (C2), além dos ligantes azida de sodio (C3), oxalato de potassio (C4) e
o controle positivo (CP) para a linhagem celular MRC-5; linhagem celular de fibroblastos de pulméo
humano (ATCC, CCL-171) pela técnica do MABA (Microplate Alamar Blue Assay), em DMSO.

ICso0
C1 Cc2 C3 C4 CP
(vg mL+)
100 24,602 9,057 4,159 5,978 70,876
50 7,927 2,371 1,953 8,416 58,609
25 2,631 2,364 7,133 0,583 58,928
12,5 2,657 2,079 0 2,457 62,8333
6,2 13,746 0 0 0 53,3627
3,1 1,918 0,699 -7,396 0,290 39,0593
1,6 3,964 2,353 1,766 3,433 33,799

0,8 6,997 4,991 3,772 5,343 30,4343
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Tabela 7 - Concentragcbes médias de indice de Citoxicidade (ICsp), em pug mL2, para os compostos
[Ni(ox)s]* (C1), [Ni(N3)2(ox)2]* (C2), além dos ligantes azida de sodio (C3), oxalato de potassio (C4) e
o controle positivo (CP) para a linhagem celular A549; linha celular epitelial do adenocarcinoma do
pulmdo humano (ATCC, CCL-185), pela técnica do MABA (Microplate Alamar Blue Assay), em

DMSO.
ICs0
. C1 Cc2 Cc3 C4 CP
(vg mL+)
100 2,755 0 6,872 0 87,9093
50 6,283 0 -16,265 0 87,466
25 1,645 0 -21,1367 0,222 68,3975
12,5 0 0 -265,5913 0 40,8052
6,2 0 0,0187 -0,555 0 31,5762
3,1 0,535 2,523 7,752 0 10,4902
1,6 5,653 8,0106 1,19367 7,442 -0,0635
0,8 7,740 8,6013 0,85327 6,048 -2,766

Figura 34 - Ensaio de citotoxicidade em células MCR5 e A549. Porcentagem de células mortas. Os
dados referem-se as médias de 3 experimentos independentes (Média + Erro Padréo).
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Controles positivos
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Fonte: A autora (2018).

Para os ensaios biologicos, foram calculados o indice de citotoxicidade
(ICs0). Os testes foram realizados em 2 linhagens de células pulmonares, sendo uma
de fibroblastos pulmonares humanos normais (MRC-5) e outra de adenocarcinoma
pulmonar humano (A549).

Vericou-se que em todas as concentragbes utilizadas, os compostos
apresentaram ICso inferiores ao controle positivo, para a linhagem celular MRC-5;
linhagem celular de fibroblastos de pulméo humano (ATCC, CCL-171).

Para a linhagem celular A549; linha celular epitelial do adenocarcinoma de
pulmdo humano (ATCC, CCL-185), observou-se uma resposta do indice de
citotoxicidade para o composto [Ni(N3)2(0x)2]* (C2), a partir das concentracdes: 6,2;
3,1; 1,6 e 0,8 uyg mL, ou seja, apresenta atividade em concentragées baixas, o que
indica que em concentracfes baixas, o complexo € capaz de dizimar 50% das
células.

Verificou-se pelos dados obtidos (Tabelas 6 e 7) e pela Figura 34, que os
valores de CIM para o complexo testado, comprova o potencial da atividade quando
h& a coordenacgédo dos ligantes ao centro metalico de niquel(ll), quando comparado
aos ligantes livres.

Sendo assim, é valido ressaltar o potencial promissor de compostos de
coordenacao nesta aplicacao bioldgica diante dos resultados obtidos e a inexisténcia

de relatos na literatura empregando os mesmos como agentes anti-tumorais.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os complexos [NiLz2(0ox)z], L = N3, CI, SCN- e Br-, foram obtidos através dos
procedimentos de sintese aberta (a temperatura ambiente e sob aguecimento — 50
°C), em refluxo e via micro-ondas nos tempos de 30 s, 1 min, 2 min e 3 min.

Foi observado que os complexos supracitados foram obtidos nestes
procedimentos, o que permitiu conferir que reacfes em tempos curtos, como as
sinteses via micro-ondas, foram obtidas de forma satisfatoria, visto que os tempos
de reacdo nas demais sinteses eram de 2 horas.

O estudo dos complexos por meio da técnica de IV, permitiu a compreenséo
da coordenacdo obtida entre metal e ligantes, possibilitando inferir as estruturas,
bem como, as vias de coordenacdo dos compostos obtidos.

A coordenacao do ligante oxalato ocorreu de maneira quelante, ja para os
ligantes azida a coordenacao ocorreu de forma distinta, sendo que para as sinteses
realizadas a temperatura ambiente e sob aquecimento o atomo de nitrogénio se
coordenou terminalmente (N-terminal) e para as sinteses realizadas sob refluxo e via
micro-ondas, obteve-se coordenacdo em ponte, via um atomo de nitrogénio ([Niz(p-
N3)2(0x)2]).

J& o ligante tiocianato, coordenou-se ao centro metalico através do atomo de
nitrogénio de forma N-terminal e os ligantes oxalatos coordenaram-se de maneira
guelante.

Visto que a proporgdo estequiométrica foi de 1 metal:2 L:2 ox, foi possivel
inferir estruturas de geometria octaédrica.

Os ensaios biologicos realizados com as linhagens de células de fibroblastos
pulmonares humanos normais (MRC-5) e de adenocarcinoma pulmonar humano
(A549) apresentaram citotoxicidade inferior ao composto de referéncia, implicando

em compostos menos agressivos quando comparados ao controle utilizado.
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