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Correlacio entre a modificacio dos ligantes X da série de complexos [Cu(IPr)X]
e do complexo [Cu(IPr),]Y e sua atividade antileishmania.
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INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga infecto-parasitaria que acomete cerca de 1 milhdo de pessoas por ano. Ela ¢
causada por mais de 20 espécies de protozoarios do género Leishmania, sendo classificada como uma
Doenga Tropical Negligenciada (DTN). Os parasitas sdo transmitidos através de flebotomineos (mosquito
palha) e assumem a forma promastigota quando entram no organismo humano. Ao entrarem em contato com
os macrofagos se tornam amastigotas e multiplicam-se no interior da célula até sua ruptura e liberagdo para a
corrente sanguinea'”.

O tratamento ¢ de alto custo e toxico para o organismo humano’. Dessa forma, o estudo de farmacos alvo
especificos sdo de grande relevancia na tentativa de aumentar a eficacia e diminuir a toxicidade dos
medicamentos.

Neste contexto, os metalofarmacos sdo uma alternativa viavel. O cobre, por exemplo, ¢ um metal trago
essencial no corpo humano, devido a sua agdo antioxidante que reduz os danos causados pela presenca de
radicais livres. O Cu(l) ¢ classificado como um acido mole, podendo interagir com biomoléculas presentes
no parasita que contenham residuos de aminoacidos com bases moles (cisteina, por exemplo), alterando seus
processos bioldgicos e levando a morte celular®.

E necessario, entretanto, que o centro metalico seja estabilizado em uma tentativa de diminuigdo de
reacOes laterais que aumentem a toxicidade. Neste caso, os ligantes do tipo carbenos-N-heterociclicos
c-doador contribuem para a estabilizagdo do centro metalico, devido ao par de elétrons livres no carbono que
se ligam ao Cu(l) através de uma forte ligagdo sigma’. O ligante IPr, por exemplo, estabiliza o centro
metalico, tornando-se altamente eficiente na reducdo da formacdo de componentes toxicos, além de
contribuir para um melhor balango hidrofilico/lipofilico do composto®.

A partir dos resultados promissores da atividade do complexo [Cu(IPr)Cl] contra promastigotas de L.
amazonenses.*, foram selecionados os haletos Br e I para comparagdo de suas atividades antileishmania,
avaliando assim a atividade em relagdo a propriedades periddicas como de eletronegatividade e raio i0nico.
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Portanto, esse projeto propde sintetizar, caracterizar e avaliar a atividade antileishmania in vitro dos
complexos com ligantes NHC de [Cu(IPr)X] em que X=CI, Brel.
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Figura 1: Complexos metalicos A: [Cu(IPr)Cl], B: [Cu(IPr)Br] e C: [Cu(IPr)I].

METODOLOGIA
1) Sintese do ligante cloreto de 1,3-bis(2,6-diisopropilfenil)imidazoélio (IPr.HCI)

A sintese foi realizada conforme método de Hans et al’. A primeira etapa consistiu na sintese da
N,N'-bis(2,6-diisopropilfenil)etilenodiimina a partir da 2,6-diisopropilanilina, usando isopropanol como
solvente. Foi preparada uma solu¢do com glioxal, agua e isopropanol, que foi adicionada ao baldo com
diisopropilanilina. Ap6s 24h a solug@o foi filtrada, o precipitado foi lavado com agua e foi e seco sob
lampada IR.

Para sintetizar o ligante IPr.HCl foi adicionado o N,N’-bis(2,6-diisopropilfenil)etilenodiimina e
paraformaldeido a acetato de etila a 70°C sob agitagdo constante. Apos 45 min de agitacdo vigorosa, uma
solucdo de clorotrimetilsilano em acetato de etila foi adicionada. Apos agitagdo constante por 2h a 70°C, a
solucdo foi mantida na geladeira durante a noite a 6°C. A suspensdo foi filtrada e o precipitado foi lavado
com acetato de etila e dietiléter. Seco em ldmpada IR até a obtencao do produto como um sélido branco.

2) Sintese dos complexos de Cu(I) carbenos-N-heterociclicos [Cu(IPr)X] (X=CL Brel)

A sintese foi realizada conforme método de Santoro et al’. Em um Schlenk foi adicionado IPr.HCI
(lequiv), CuX (1 equiv) e K,CO; (2 equiv). A mistura foi dissolvida em acetona e mantida em agitacdo
constante a 60°C por 24h. A solugdo foi filtrada em silica e extraida com diclorometano. O solvente foi
concentrado em rotaevaporador e foi adicionado pentano para a precipitacao do produto final, que foi lavado
com pentano € seco a VAcuo.

RESULTADOS E DISCUSSOES:
1) Caracterizacio

Através das técnicas de ressondncia magnética nuclear, espectrometria de massas e analise elementar

podemos comprovar a formacao dos complexos de interesse de cloro, bromo e iodo.
a) Analise elementar - CHN

A tabela 1 mostra os resultados obtidos pela analise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio e os
valores calculados dos compostos [Cu(IPr)X]. A partir dos resultados confirmamos a propor¢dao de 1:1
metal/ligante nos complexos, confirmando a composi¢ao C,,H;sN,CuX (X = CI, Bre I).

Tabela 1: Calculo teorico e resultado experimental da analise de CHN

Composto Elemento C Erro H Erro N Erro

[Cu(IPr)CI] Calculado 66,56 0,12% 7,45 0,35% 5,75 0,05%
Experimental 66,68 7,10 5,80

[Cu(IPr)Br] Calculado 61,06 1,0% 6,83 0,13% 5,27 0,07%
Experimental 62,06 6,70 5,34

[Cu(IPr)I] Calculado 56,00 0,14% 6,26 0,25% 4,84 0,03%
Experimental 55,86 6,01 4,81
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RMN de 'H e *C
A partir do RMN de 'H foi possivel confirmar a formagdo da ligagio C-Cu (figura 3), e portanto, a
formagdo dos complexos [Cu(IPr)X] (X = Cl, Br e I). A complexagdo do metal é observada devido a
auséncia do hidrogénio ligado ao carbono do anel de imidazol no espectro, pico caracteristico por ser o mais
deslocado no espectro do ligante IPr.HCI (figura 2).
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Figura 2: Espectro de RMN de 'H do ligante IPr.HCI feito em DMSO-d6, 250 MHz. O pico em 2,50 e 3,33 ppm
correspondem, respectivamente, ao solvente ¢ a 4gua. Notamos que o pico mais deslocado, em 10,23 ppm, indica
o hidrogénio ligado ao carbono do anel de imidazol.
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Figura 3: Espectro de RMN de 'H dos compostos A, B e C feitos em DMSO-d6, 600 MHz. Notamos
a auséncia do pico em 10,23 ppm presente no ligante, indicando a complexag¢do do metal.

A partir dos espectros de RMN de "*C (figura 4) obtidos é notavel que o complexo de cloro apresenta a
maior diferenca em relagdo ao deslocamento dos compostos de bromo ¢ iodo. Podemos observar esse
deslocamento mais precisamente nos carbono 15 do anel de imidazol. Essa variacdo pode ser explicada pela
diferenga de raio i6nico entre os haletos®. Notamos que a eletronegatividade ndo é o fator predominante no
deslocamento desses compostos, devido que o cloro, haleto mais eletronegativo da série estudada, ndo
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apresenta o maior deslocamento. Portanto, podemos atribuir a maior desblindagem do anel de imidazol ao
aumento do raio i6nico dos haletos, dessa forma o iodo, haleto de maior raio iGnico, possui 0 maior
deslocamento no espectro (180,91 ppm), seguido pelo bromo (179 ppm) e pelo cloro (178,74 ppm).
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Figura 4: Espectro de RMN de "*C dos compostos A, B e C feitos em DMSO-d6, 300 MHz.
Observamos a diferenga de deslocamento entre os complexos formados por haletos diferentes.

Espectrometria de massas

Através da andlise de espectrometria de massas foram obtidos os espectros dos complexos de cloro,
bromo e iodo. Foi utilizado o espectro de massa do complexo [Cu(IPr)I] como referéncia, ja que os picos sdo

similares em todos os compostos estudados.

Os espectros de massas dos compostos (figura 5.A) apresentam picos de maior intensidade em torno de
m/z 492, que mostram a formagdo de [Cu(IPr)CH;CN]", com formula molecular C,,H;,CuN;", indicando a
troca dos ions haletos CI', Br' e I por CH;CN (acetonitrila, solvente). Também observamos o comportamento
caracteristico do padrdo isotopico do cobre (“*Cu= 69,17% e “Cu= 30,83%) nos picos entre m/z 493 e m/z

495.

A figura 5.B mostra o padrio isotopico do cobre e formagdo de complexos [(IPr)Cu(u-CH3CN)Cu(IPr)]",
onde a acetonitrila (CH;CN) age como ligante ponte entre os centros metalicos. A formagao dessa espécie,
correspondente ao pico 939,4009 m/z, nio foi observada no RMN '"H nem de "*C deste composto, portanto
sua formag@o ¢ provavelmente um artefato da técnica de eletrospray.
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Figura 5: Espectrometria de massas de alta resolucdo pelo método de ionizacao por eletrospray no modo
positivo do complexo C. A) Zoom na regido de 491 a 502 m/z do composto e sua respectiva simulagdo. B)
Zoom na regido de 935 a 960 m/z do composto e sua respectiva simulagao.

2) Estudo biologico

Foram analisadas a atividade dos complexos em concentragdes diferentes em promastigotas de L.
amazonensis.

A partir da tabela 2 observamos que ao aumentar a concentracdo dos complexos diminuimos a
concentracdo de promastigotas vidveis, ressaltando que o complexo [Cu(IPr)I] apresentou a menor
porcentagem de promastigotas viaveis.

Estudos biologicos estdo em andamento para determinar a citotoxicidade (CCs,) e o indice de
seletividade (IS) dos complexos nas células dos macrofagos.

Tabela 2: Resultados obtidos através do estudo preliminar em duas concentra¢des dos complexos A, Be Ce
determinagdo de promastigotas viaveis pelo método MTT.

Composto L (L.) amazonensis
% promastigotas viaveis
50pM 25uM
[Cu(IPr)Cl] 2,6 43
[Cu(IPr)Br] 3.2 6,9
[Cu(IPr)I] 23 2,5

CONCLUSOES

Através da utilizacdo da técnica de ressonancia magnética nuclear, espectrometria de massas e analise
elementar confirmamos a formagdo dos complexos [Cu(IPr)X] (X = Cl, Br e I). Os estudos preliminares em
L. amazonensis demonstraram que os complexos podem apresentar potencial leishmanicida.

Dessa maneira, a fim de obter mais informagdes sobre o mecanismo de acdo dos compostos estudados,
serdo conduzidos testes de lipofilicidade, antioxidante e testes de interagdo com BSA (albumina sérica
bovina).

Além disso, foram testadas diferentes rotas de sintese’ para obten¢do do complexo homoléptico
[Cu(IPr),]Y (Y = BF, e PF), porém nio foi possivel obter o produto puro desejado.
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