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1. INTRODUCAO

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo geradas nas cadeias
transportadora de elétrons durante o processo de respiracao ou como resultado da
interacdo com substancias exdégenas. Niveis baixos sdo essenciais para 0 bom
funcionamento celular, mas niveis excessivos de ERO sdo responsaveis pelo
“estresse oxidativo“, que tem sido associado a progressao de envelhecimento e
diversas doencas, incluindo doencas cardiovasculares, céancer, doencas
neurodegenerativas e lesdes inflamatorias (MEDINA, M. ET AL., 2019).

Nesse sentido, ha uma necessidade crescente em desenvolver novos
compostos que inibam esses radicais livres, os quais sdo denominados de
antioxidantes. Os antioxidantes agem de diferentes formas, sendo estas através da
inibicdo do mecanismo oxidativo, interrup¢cdo das reacdes deletérias em cadeia,
além da inibicdo de reacdes de oxidacdo. (BORA, et al., 2019). Esses compostos
podem ser produzido pelo nosso organismo ou absorvido endogenamente atraves
da dieta de alimentos e farmacos (BLANCO, A. ET AL., 2017).

Os compostos organometalicos com atividades antioxidantes tém recebido
atencdo especial, considerando sua capacidade de proteger sistemas vivos e
células de danos causados por estresse oxidativo e/ou radical livre. Esses
complexos sdo geralmente doadores de hidrogénio ou doadores de elétrons para
0 sitio reativo na neutralizacao dos radicais livres (WAIL AL ZOUBI ET AL., 2019).

O cobre € um elemento essencial para a maioria dos organismos aerobicos
e esta envolvido em muitas vias biolégicas. Além disso, o cobre pode facilmente
coordenar em sitios de ligantes organicos doadores, gerando compostos com
diferentes nimeros de coordenacao e geometrias. O potencial redox do Cu(l)/Cu(ll)
no meio fisiolégico varia dependendo da natureza do grupo doador, geometria
molecular, efeitos eletrénicos e estéricos dos substituintes, e 0 modo de quelacéo
do ligante. Além disso, tal transferéncia de elétrons sempre envolve modificacdes
importantes da estereoquimica do metal oxidado/reduzido pertinente de complexos
(SANTINI, C. ET AL., 2014).

Consequentemente, em muitos casos, a coordenacéo do ligante ao centro
metdlico leva a uma melhoria das atividades farmacoldgicas devido a efeitos
sinérgicos entre o metal e o ligante. Em alguns casos, os ligantes podem neutralizar
a carga elétrica de Cu(ll), aumentando a lipofilicidade do complexo, podendo
intercalar com o DNA e / ou interagir com diferentes proteinas (MEDINA, M. ET AL.,
2019).

Tendo em vista as caracteristicas da quimica de coordenacédo do cobre,
descrevemos a sintese e caracterizacdo de um novo complexo de Cu(ll), contendo
o ligante pirazol-enxofre. O novo complexo de Cu(ll) foi caracterizado por difracédo
de raios X de monocristal, analise elementar e espectroscopia de infravermelho.
Além disso, foram realizados testes para avaliar a atividade antioxidante total do
novo complexo pela captura do radical livre ABTS™, radical DPPH e inibi¢cdo do ER.
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2. METODOLOGIA
2.1. Procedimentos Gerais

As reacOes foram conduzidas sem o uso de atmosfera inerte e o0s
procedimentos de cristalizacdo foram realizados através da evaporacédo lenta do
solvente. Os solventes utilizados na sintese do pré-ligante e complexo foram
adquiridos de forma comercial, com grau de pureza compativel com o uso, sem
necessidade de purificacdo prévia. Reagentes comerciais foram adquiridos da
Sigma-Aldrich e usados sem purificagdo. O pré-ligante [3,5-Dimetil-1-fenil-4-
(fenilsulfanil)-1H-pirazol] la foi preparado seguindo procedimentos descritos na
literatura (OLIVEIRA et al., 2015).

Os espectros no infravermelho foram obtidos em um espectrofotdmetro
IRAffinity-1, SHIMADZU, na regido de 4000 a 500 cm?, sob o acessério ATR-ZnSe,
localizado no laboratério localizado na Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS). A coleta de dados de difracao de raios X do composto 2a foi realizada
em um difratdmetro Bruker D8 Venture Photonl0, utilizando a radiacao de Mo K(a)
(0,71073 A) e sistema 6ptico de monocromatizagéo, pertencente ao Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria.

2.2. Sintese do Complexo de Cu(ll)
2.2.1. [Cu[Bis{3,5-Dimetil-1-fenil-4-(fenilsufanil)-1H-pirazol}Cl;] (2a)

Uma solugéo de CuCl..2H>O (0,026g, 3,05mmol) em metanol (5mL), foi
adicionada gota a gota em uma solucao do pré-ligante 1a (0,100g, 3,05mmol) em
metanol (5mL). A mistura reacional foi deixada em temperatura ambiente por 24h
com agitacdo constante. Apds o tempo de reacdo, foi evaporado o solvente, a
solucao resultante foi filtrada por canula filtro e o complexo 2a lavado (3x5mL) com
metanol gelado, em seguida a solucéo foi armazenada em um tubo de ensaio para
cristalizacdo. Monocristais de coloracdo verde foram obtidos dessa solucdo em
temperatura ambiente e foram analisados por difracéo de raios X de monocristal.
O complexo 2a foi obtido como um solido de cor verde com rendimento de 51,3%
(0,127 g; 1,82 mmol). IV (ATR, cm™): v 3040 (C-H), v 1501 (C=C), v 1385 (C=N), v
1121 (NN).

2.3. Ensaio antioxidante para o complexo de Cu(ll)

A atividade antioxidante do complexo 2a foi avaliada através de sua
capacidade em eliminar os radicais sintéticos 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH"),
cation radical 4cido 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) e inibir a
formacédo de espécies reativas (ER) induzidas pela azida de s6dio. O composto foi
diluido em dimetilsulféxido (DMSO) para todas as andlises em diferentes
concentragbes (0,1 uM, 0,5 uM, 1 uM, 5 uM, 10 pM e 50 uM). Os ensaios foram
realizados em trés experimentos independentes.

Para determinar a atividade de eliminacdo de DPPH®, foram misturadas
diferentes concentracdes de complexo de Cu(ll) 2a (0,1 - 50 uM) com uma solucao
metandlica de 0,1 mM Radical DPPH por 30 min a 30 °C no escuro.

Para determinacdo da atividade de neutralizacdo dos radicais sintéticos
ABTS*, diferentes concentracbes de complexos de Cu(ll) (0,1-50 pM) foram
misturados com solucdo do radical 7mM ABTS*, e a mistura foi incubada em
temperatura ambiente por 30 min no escuro. A absorbancia resultante foi medida a
734 nm e registrado como capacidade antioxidante. Os resultados foram expressos
em porcentagem de inibicdo para os radicais DPPH' e ABTS™.

A avaliacao da inibicdo da formacéo de ER foi realizada com homogenatos
de tecidos, de camundongos Swiss machos (25-30 g; fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal de Pelotas). Os camundogos foram eutanasiados
e o tecido cerebral foi rapidamente removido e colocado no gelo. O cortex pré-
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frontal (PFC) e o hipocampo (HC) foram dissecados e homogeneizado em Tris-HCI
50 mM a pH 7,4 (1/4, peso / volume [p / v]). O homogenato foi centrifugado por 10
min a 2500 x g e o sobrenadante resultante foi usado para a analise. Os
procedimentos foram aprovados pelo comité de ética da Universidade Federal de
Pelotas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O pré-ligante nomeado la foi obtido seguindo procedimentos da literatura
(OLIVEIRA et al., 2015), por meio de um sistema catalitico (sal de cobre e
bipiridina), utilizando DMSO como solvente em reagdes multicomponentes, sendo
caracterizado por ressonancia magnética nuclear (RMN) de :H e {#H}=C.

A rota geral de sintese para o novo complexo de Cu(ll), 2a, a partir do pré-
ligante pirazol-enxofre é apresentada no Esquema 1. A reacdo CuCl2.2H20 com 2
equiv. de 1la em metanol, a temperatura ambiente levou a formacdo do complexo
2a como um soélido de coloracdo verde. O complexo 2a foi isolado com bom
rendimento, sendo caracterizado por difracdo de raios-X de monocristal e
espectroscopia na regiao do infravermelho.

1 equiv @ ON@ + 0.5 equiv. CuCly2H,0 Metanol I(.Cu__
25 °C, 24 h

Esquema 1. Rota geral de sintese do complexo de Cu(ll) 2a.

A atividade antioxidante do complexo 2a Cu[Bis{3,5-Dimetil-1-fenil-4-
(fenilsufanil)-1H-pirazol}Cl;] foi avaliada através de sua capacidade de eliminar os
radicais sintéticos 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH+*), acido 2,2-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS™) e inibir a formacao de espécies reativas (ER)
induzidas pela azida de sdédio.

O complexo 2a foi eficaz na eliminacéo de radicais DPPH em concentracfes
que variam de 10 a 50 pM, resultando em um ICsp de 8,0 uM (6,7 a 15,7 pyM) € Imax
de 89,2 + 6,6%. O 2a nao foi capaz de inibir o radical ABTS* na concentracéo
maxima de 50 uyM. Além disso, o composto 2a foi capaz de inibir a formacéo de ER
induzida por azida de sodio no cortex pré-frontal (PFC) e hipocampo (HC) de
cérebros de camundongos em concentracdes 10-50 uM, resultando em um ICso de
7,2 UM (3,4-16,0) e 10,5 uM (7,0-16,7) respectivamente. O pré-ligante pirazol-
enxofre (1a) ndo inibiu 50% dos radicais sintéticos DPPH e ABTS em
concentragbes 1-500 uM resultando Imax = 28,44 * 1,34 %. No entanto, apresentou
inibicdo similar a 2a na formacéo de ER, presentes no cértex pré-frontal (PFC) em
concentragdes 50-500 uM com ICso de (8,6 + 0,5%) (OLIVEIRA et al., 2020).
Tabela 1- Atividade Antioxidante in vitro e in vivo do complexo de cobre(ll) 2a.

Composto [ ] % Inibicdo % formacao RS
DPPH+ ABTS+ RS PFC RS HC
2a [pM]
0,1 1,8+0,7 - - -
0,5 57+20 - - -
1 15+0,2 - 88,0 +21,5 86,8 6,1

5 1,4+0,0 - 53,4+5,1 76,6 +7,8
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10 87,3+9,8%* - 44,4 + 4,1% 42,9 + 2 4%*
50 89,2 +6,6%* - 19,0 + 1,0* 21,0 + 4,7*

Imax (%) 89,2+6,6 - 81,0+ 1,0 79,0+ 4,7

ICs0 (M) 8,0 (6,7 a 15,7) - 7,2(3,4a16,0) 10,5(7,0a16,7)

Os dados séo expressos como média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes
realizados em duplicata. Os valores sdo apresentados como: porcentagem de inibicdo dos radicais
DPPH e ABTS* quando comparado a um grupo controle sem inibicdo de radicais (inibicdo de 0%) e
porcentagem de formacg&do de ER quando comparado a um grupo sem inibicdo da ER (100% da
formacgédo da RS). O meio inibitério maximo concentracéo (ICso) indica a concentracéo de compostos
necessaria para inibir 50% do DPPH ** ABTS *, e formacao de RS. A porcentagem de inibicéo
maxima é representada por Imax. Os dados foram analisados por ANOVA de via, seguida pelo teste
post hoc de Tukey (* p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001).

4. CONCLUSOES

Uma nova classe de complexo de cobre(ll) contendo ligante monodentado
pirazol-enxofre foi sintetizado. A determinagdo estrutural revela a geometria
guadrética e coordenacao do nitrogénio do anel pirazol para o complexo 2a.

O complexo 2a demonstra inibicdo do radical DPPH a partir da concentragéao
10 uM, mostrando maior eficiéncia na eliminacao e inibicdo dos radicais DPPH,
guando em comparacao com a molécula organica sem a presenca do metal, o pré-
ligante 1a. O complexo 2a exibe resultados similares ao pré-ligante 1a na inibicao
de ER no PFC com 50 uM.
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