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Resumo

Novos complexos de prata(l) com hidrazonas: atividades citotoxica e
antimicrobiana e estudo de interaces com alvos biologicos

Complexos de prata(l) com hidrazonas tém sido pouco relatados na literatura quanto as suas
aplicacOes terapéuticas. Sendo assim, o presente trabalho consistiu na obtencdo de complexos de
prata(l) com hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina, 2-benzoilpiridina e 2,6-diacetilpiridina tendo
em vista o desenvolvimento de novos candidatos a metalofdrmacos antifngicos e antitumorais.

Os complexos [Ag(H2AcPh)NO3] (1), [Ag(H2AcpCH3Ph)NOs3] (2), [Ag(H2AcpCIPh)NO3]
(3) e [Ag(H2AcpNO2Ph)NOs3] (4) foram obtidos com 2-acetilpiridina benzoil-hidrazona (H2AcPh) e
seus derivados para-metil- (H2AcpCHsPh), para-cloro- (H2AcpCIPh) e para-nitro-benzoil-
hidrazona (H2AcpNO2Ph). Os complexos [Ag(H2BzPh)NOz] (5), [Ag(H2BzpCH3Ph)NO3z] (6),
[Ag(H2BzpCIPh)NOs] (7) e [Ag(H2AcpNO2Ph)NO3z] (8) foram obtidos com ligantes analogos
derivados de 2-benzoilpiridina benzoil-hidrazona.

Os complexos (1-4) apresentaram atividade antifingica frente as espécies de Candida e
fungos filamentosos, sendo que (2) revelou-se mais ativo do que a nistatina contra Aspergillus niger,
Aspergillus parasiticus e Penicillium citrinum enquanto (4) apresentou efeitos antifngicos similares
a nistatina contra Penicillium citrinum. Estudos SAR sugeriram que, em geral, as atividades
antifangicas contra as cepas de Candida se correlacionam bem com a energia do orbital HOMO,
indicando que um ataque eletrofilico externo a esses compostos ou uma doacao de elétrons desses
compostos ao receptor pode estar envolvido em seus mecanismos de acdo. Por outro lado, para as
espécies de Aspergillus e Penicillium, as atividades antifingicas dos compostos em estudo
correlacionam-se bem com o logP. Portanto, sua capacidade de atravessar as membranas biologicas
pode ser responsavel por seu modo de acao.

Os efeitos citotdoxicos dos complexos (1-4) foram avaliados contra células tumorais de
melanoma (B16F10) e ceélulas sadias de melandcitos (Melan-A). Em alguns casos, apds a
coordenacdo com a prata (I), a atividade citotoxica e os indices de seletividade aumentaram
significativamente. Os complexos (1-3) revelaram ser mais ativos que a cisplatina contra células
B16F10. Além disso, o complexo (2) apresentou maior seletividade para células tumorais de
melanoma (B16F10) em relacdo a células sadias de melandcitos (Melan-A).

As estruturas cristalinas dos complexos (5-7) revelaram que as distancias de ligagcdes Ag-
OL(hidrazona) € Ag-O3(no3-) Sd0 longas, indicando uma fraca interacdo desses oxigénios com o centro
metalico. Calculos tedricos mostraram resultados de acordo com os dados cristalograficos.
Adicionalmente, os célculos tedricos demonstraram que as distancias de ligagdo Ag-hidrazona
aumentam com a aproximacao do grupo nitrato ao centro metalico, sugerindo um enfraquecimento
da ligacdo Ag-hidrazona, e que as ligagbes em torno da prata provavelmente tém alto carater
eletrostético.



A coordenacéo das hidrazonas a prata(l) resultou em uma excelente estratégia para 0 aumento
da atividade antifungica. O melhor resultado foi obtido para o complexo (7) que apresentou acdo
similar a nistatina contra Candida glabrata e foi cerca de duas vezes mais ativo que a nistatina contra
Penicillium citrinum.

Os complexos (5-7) foram mais citotoxicos que a cisplatina contra células B16F10 e foram
mais citotoxicos para as células B16F10 do que para as células ndo tumorais Melan-A. O indice de
seletividade do complexo (5) (IS = 23) foi bem superior ao do ligante H2BzPh (IS = 9,5), indicando
que a complexacéo foi capaz de melhorar a seletividade.

Uma outra série de complexos de prata(l), [Ag(H2-2,6AcPh)]NOs (9), [Ag(H2-
2,6 AcpCH3Ph)]NOs (10), [Ag(H2-2,6 AcpCIPh)]NO3-2H,0 (11) e [Ag(H2-2,6 AcpNO2Ph)]NO3 (12)
também foi obtida com 2,6-diacetilpiridina bis(benzoil-hidrazona) (H2-2,6 AcPh) e seus os derivados
bis(para-metil-benzoil-hidrazona) (H2-2,6AcpCH3sPh), bis(para-cloro-benzoil-hidrazona) (H2-
2,6AcpCIPh) e bis(para-nitro-benzoil-hidrazona) (H2-2,6AcpNO2Ph). Esses compostos foram
planejados para apresentarem caracteristicas estruturais que favorecem sua a¢do como provaveis
metalointercaladores no DNA.

Em alguns casos, a atividade antifungica aumentou apds a coordenacdo com a prata(l). O
complexo (10) provou ser tdo ativo quanto o nitrato de miconazol contra Candida albicans enquanto
que (9) foi mais ativo do que a nistatina contra Penicillium citrinium. Além disso, ambos 0s
complexos provaram ser tdo eficazes quanto a nistatina contra Aspergillus parasiticus. O complexo
(10) também apresentou uma seletividade apreciavel frente as espécies de Candida albicans em
comparac¢do aos demais fungos

Os complexos (1-7) e (9-12) interagem com albumina sérica humana (HSA) por um
mecanismo de supressdo estatico. Os parametros termodindmicos indicaram que as interacGes
ocorrem predominantemente via ligacdes de hidrogénio e/ou forcas de van der Waals. Sendo assim,
esses compostos poderiam ser transportados na corrente sanguinea até o alvo bioldgico de interesse.
Os compostos interagiram com 0 DNA provavelmente por um mecanismo de intercalagdo e ndo por
meio de ligagdes covalentes. As constantes de ligacdo dos complexos (9-12) sdo mais altas em relacéo
aos demais complexos, sendo semelhantes ao agente antitumoral intercalador actinomicina D.

A estratégia de coordenacdo da prata(l) a ligantes bioativos como as hidrazonas se mostrou
promissora para o desenvolvimento de novos candidatos a metalofarmacos antifingicos e
antitumorais. Desse modo, 0 presente trabalho representa uma importante contribuicdo a Quimica
Medicinal Inorganica.

Palavras-chave: hidrazonas, complexos de prata(l), agdo farmacoldgica, interagdo com biomoléculas.



Abstract

New silver(l) complexes with hydrazones: citotoxic and antimicrobial activities
and study of interactions with biological targets.

The therapeutic potential of silver(l) complexes with hydrazones has not been fully
investigated. Hence, in the present work, silver(l) complexes were obtained with 2-acetylpyridine-,
2-benzoylpyridine and 2,6-diacetylpyridine-derived hydrazones aiming to develop new antifungal
and antitumor silver-based drug candidates.

Complexes [Ag(H2AcPh)NOs3] (1), [Ag(H2AcpCH3Ph)NO3] (2), [Ag(H2AcpCIPh)NOs3] (3)
and [Ag(H2AcpNO2Ph)NO3] (4) were obtained with 2-acetylpyridine benzoylhydrazone (H2AcPh)
and its para-methyl- (H2AcpCHsPh), para-chloro- (H2AcpCIPh) e para-nitro (H2AcpNO2Ph)
benzoylhydrazone derivatives. Complexes [Ag(H2BzPh)NOs] (5), [Ag(H2BzpCH3Ph)NO3] (6),
[Ag(H2BzpCIPh)NOs] (7) and [Ag(H2AcpNO2Ph)NOs] (8) were obtained as well with the 2-
benzoylpyridine benzoylhydrazone analogues.

Complexes (1-4) showed antifungal activity against Candida and filamentous fungal strains.
Complex (2) revealed to be more active than nystatin against Aspergillus niger, Aspergillus
parasiticus and Penicillium citrinum while (4) was as active as nystatin against P. citrinum. SAR
studies suggested that in general the antifungal effects against Candida strains exhibited good
correlation with the HOMO energy, indicating that an external electrophilic attack to these
compounds or a donation of electronic density from these compounds to the receptor might be
involved in their mode of action. On the other hand, for Aspergillus and Penicillium strains the
activities correlate well with logP, suggesting that the ability of the compounds to cross the cell
membrane might be responsible for their antimicrobial activity.

The cytotoxic effects of the complexes (1-4) were evaluated against B16F10 melanoma cells
and against Melan-A non-malignant melanocyte cells. In some cases upon coordination to silver(l)
the cytotoxic activity and the selectivity indexes significantly increased. Complexes (1-3) revealed to
be more cytotoxic than cisplatin on B16F10 cells. In addition, (2) showed higher selectivity against
B16F10 melanoma than against Melan-A non-malignant melanocyte cells.

The crystal structures of complexes (5-7) show long Ag-O21nydrazone) and Ag-O3(nos-) bond
distances, suggesting a weak interaction of these oxygen atoms with the silver(l) center. Theoretical
calculations were in agreement with the crystallographic data. In addition, theoretical calculations
revealed that the Ag-hydrazone bond distances increase with the decrease of the nitrate-silver(l)
distances, indicating aa weakening of the Ag-hydrazone bonds. The theoretical study also
demonstrated the predominantly electrostatic nature of the chemical bonds around the silver(l) center.

Coordination to silver(l) in complexes (5-7) proved to be a good strategy for antifungal
activity improvement, the best results being obtained for complex (7), which was as active as nystatin
against Candida glabrata and 2-fold more active than nystatin against Penicillium citrinum.



Complexes (5-7) revealed to be more cytotoxic than cisplatin on B16F10 melanoma cells and
to be more cytotoxic against melanoma than against Melan-A non-malignant melanocyte cells.
Complex (5) showed higher selectivity index (S = 23) than the parent hydrazone H2BzPh (SI = 9.5),
suggesting that complexation to silver(l) was a good strategy for increasing selectivity.

A second family of silver(l) complexes, [Ag(H2-2,6AcPh)][NOz (9), [Ag(H2-
2,6AcpCH3Ph)]NOs (10), [Ag(H2-2,6AcpCIPh)]NO3-2H20 (11) and [Ag(H2-2,6 AcpNO2Ph)]NOs
(12) were obtained with 2,6-diacetylpyridine bis(benzoylhydrazone) (H2-2,6 AcPh) and its bis(para-
methyl-benzoylhydrazone)  (H2-2,6AcpCHsPh),  bis(para-chloro-benzoylhydrazone)  (H2-
2,6AcpCIPh) and bis(para-nitro-benzoylhydrazone) (H2-2,6AcpNO2Ph) derivatives. These
compounds were designed to show structural characteristics suitable for their interaction with DNA
by an intercalative mode.

In some cases the antifungal activity increased upon coordination to silver(l) in complexes (9-
12). Complex (10) was as active as miconazole nitrate against Candida albicans while (9) was more
active than nystatin against Penicillium citrinium. In addition, both complexes were as potent as
nystatin against Aspergillus parasiticus. Complex (10) showed selectivity for Candida albicans.

Complexes (1-7) and (9-12) interact with human serum albumin (HSA) by a static suppresion
mechanism. The thermodynamic parameters indicated that the interactions occur mainly via hydrogen
bonding and/or van der Waals forces. Hence these complexes might be transported by HSA in the
blood stream. The complexes also interact with DNA by an intercalative mode but covalent binding
of silver(l) to DNA most probably does not occur. The binding constants for complexes (9-12) are
higher than those of the remaining complexes, in according to their planar structures.

Coordination of the hydrazones under study to silver(l) proved to be an interesting strategy
for the development of new antimicrobial and anticancer metallodrug candidates. The present work
constitutes an important contribution to Medicinal Inorganic Chemistry.

Keywords: hydrazones, silver(l) complexes, pharmacological activity, interaction with biomolecules.
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Capitulo 1

Capitulo 1 - Introducéo

1.1. Doengas infeciosas causadas por fungos

O impacto das doencas infecciosas na saude humana ndo é amplamente reconhecido e as
mortes resultantes dessas infeccdes sdo frequentemente negligenciadas. A incidéncia de doencas
causadas por fungos invasores aumentou nos ultimos anos e como consequéncia a taxa de mortalidade
por infecgdes causadas por fungos foi superior a de doencgas como a tuberculose ou maléria. Cerca de
90% das mortes sdo provenientes das espécies de Cryptococcus, Candida, Aspergillus e
Pneumocystis, representando um grande desafio aos clinicos de diferentes especialidades em razéo
das dificuldades diagndsticas e terapéuticas dessas infecgdes.

A candidiase é uma micose causada por fungos do género Candida, em que a lesdo pode ser
branda, aguda ou crénica, superficial ou profunda, e de espectro clinico bem variavel. O principal
agente das candidiases € a Candida albicans, que sdo patdgenos oportunistas comumente encontrados
no trato gastrointestinal, pele e mucosas de individuos saudéaveis.?3 Em geral, Candida spp tendem a
manifestacdes clinicas mais agressivas tornando-se patogénicas quando o sistema imune do
hospedeiro se encontra comprometido. Outras espécies de Candida comumente associadas a
patogenicidade em humanos incluem, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata,
Candida dubliniensis, Candida krusei, Candida guilliermondii e Candida lusitaniae, dentre outras.*

A aspergilose invasiva € infecdo fungica que afeta principalmente o trato respiratério, e o
agente causal mais frequentemente encontrado é o Aspergillus. Infeccbes por Aspergillus é mais
frequente entre os imunodeprimidos neutropénicos, que podem sofrer invasdo sanguinea pelo fungo
via gastrointestinal.>® Sdo inimeros os fatores de risco para uma infeccéo de forma invasiva, entre os
quais destacam-se: hemopatias malignas, receptores de transplante de 6rgdos ou células tronco
hematopoiéticas, pacientes submetidos a quimioterapia e hemodialise, procedimento cirtrgico
abdominal com perfuragdo gastrointestinal e pacientes com trauma ou grandes queimaduras.®’

Os fungos de interesse clinico possuem dois tipos distintos de morfologia que se apresentam
sob formas de leveduras, como é o caso de Candida spp ou bolores, como por exemplo, fungos
filamentosos das espécies de Aspergillus. Estruturalmente, os fungos sdo formados por uma
membrana celular que € constituida principalmente por ergosterol, que desempenha um papel

!G.D. Brown, D.W. Denning, N.A.R. Gow, S.M. Levitz, M.G. Netea, T.C. White, Sci. Transl. Med. 4 (2012) 165rv13.
2L.S. Barbedo, D. B. G. Sgarbi, J. bras. Doengas Sex. Transm. 22 (2010) 22-38.

3A.L. Colombo, T. Guimaraes, Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 36 (2003) 599-607.

“D.R. Telles, N. Karki, M. W. Marshall, Dent. Clin. North Am. 2 (2013) 270-276.

°D.D. Garbee, S. S. Pierce, J.M. Manning, Crit. Care Nurs. Clin. North Am. 29 (2017) 67-79.

®R.F. Silva, J. Bras. Pneumol. 36 (2010) 142-147.

'R.R. Richardson, M. D. Richardson, Medicine. 45 (2017) 757-762.
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importante na integridade da membrana celular regulando a fluidez, permeabilidade e, indiretamente
modulando a atividade e distribuicio de proteinas associadas & membrana celular.®®

1.1.1. Agentes antifungicos e mecanismos de acao

Os farmacos antiflngicos sistémicos ou topicos geralmente utilizados na terapia de infecgdes
fangicas, como é o caso da anfotericina B e outros polienos, como a nistatina, ligam-se ao ergosterol
nas membranas celulares fingicas e aumentam a permeabilidade da membrana. Os imidazois e
triazois, como o miconazol e o fluconazol, inibem a 14-a-esterol demetilase e, por conseguinte,
comprometem a sintese do ergosterol e levam ao acimulo de 14-a-metilesterdis. As alilaminas, como
a naftifina e a terbinafina, inibem a esqualeno epoxidase e impedem a sintese do ergosterol (Figura
1.1).10

O CHy Naftifina

Terbinafina
Miconazol

R CH
Nistatina O\ on’

HO HoN

Figura 1.1 — Alguns dos agentes antifangicos disponiveis para a farmacoterapia das micoses.

Alguns isolados de Candida e Aspergillus mostraram-se resistentes, principalmente a
anfotericina B, durante a terapia com agentes antifngicos poliénicos. A resisténcia aos antifingicos
da classe dos azdéis tem surgido gradualmente durante a terapia prolongada, principalmente em
pacientes com infecgdo muito avancada pelo HIV e candidiase orofaringica ou esofagica.''? Os
principais mecanismos de resisténcia dos fungos estdo associados ao aumento do efluxo pelo
bombeamento ativo do antifingico, alteracdo nas estruturas das proteinas alvos, modificacdes de

81.P. Ferreira, G.M. De Lima, E.B. Paniago, W.R. Rocha, J.A. Takahashi, C.B. Pinheiro, J.D. Ardisson, Eur. J. Med.
Chem. 58 (2012) 493-503.

°E.M. Carmona, A.H. Limper, Clin. Chest. Med. 38 (2017) 393-402.

1OL.L. Brunton, B. A. Chabner, B. C. Knollman, As Bases Farmacoldgicas da Terapéutica de Goodman & Gilman. 122
Ed. McGraw-Hill, Porto Alegre, 2012, 1571-1591p.

11D, Sanglard, F. C. Odds, Lancet Infect. Dis. 2 (2002) 73-85.

12A H. Limper, A. Adenis, T. Le, T.S. Harrison, Lancet. Infect. Dis. 17 (2017) 334-343.
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esterdis presentes na membrana e aumento da atividade da enzima catalase resultando em uma menor
susceptibilidade ao dano oxidativo.'?

A resisténcia aos antifingicos, intrinseca ou adquirida, tornou-se um problema relevante na
terapia, evidenciando um sensivel aumento de espectro de fungos patogénicos e da sua incidéncia na
prética clinica, sobretudo em pacientes imunodeficientes e imunossuprimidos, e est4 associada com
processo evolutivo das células fungicas, erros de prescricdo ou até mesmo uso indiscriminado de
agentes antifungicos. Assim, torna-se interessante a busca por farmacos inovadores que atuem com
mecanismos de acdo ainda ndo explorados, o que pode representar um caminho importante para o
sucesso da quimioterapia antifangica.

1.2. Doencas neoplasicas e a quimioterapia

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) o cancer € um problema de satde publica,
especialmente entre os paises em desenvolvimento, onde é esperado que, nas proximas décadas, o
impacto do cancer na populagéo corresponda a 27 milhdes de novos casos e 17 milhdes de mortes no
mundo.* A estimativa mundial, realizada em 2012, pelo projeto Globocan/larc, apontou que os tipos
de cancer mais incidentes no mundo foram pulméo (1,8 milhdo), mama (1,7 milh&o), intestino (1,4
milhdo) e prostata (1,1 milhdo). Nos homens, os mais frequentes foram pulméo (16,7%), prostata
(15,0%), intestino (10,0%), estdbmago (8,5%) e figado (7,5%). Em mulheres, as maiores frequéncias
encontradas foram mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmao (8,7%), colo do Utero (7,9%) e estbmago
(4,8%). Os dados epidemioldgicos do Instituto Nacional do Cancer (INCA) para o biénio 2018-2019,
estima-se a ocorréncia de 600 mil casos novos de cancer no Brasil, para cada ano.™®

O cancer € um conjunto de doencas causadas pela proliferacdo descontrolada de células
anormais que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo adquirir a capacidade de se desprenderem do
tumor e de migrarem para 6rgdos distantes do local onde o tumor se iniciou, formando as metastases.
O crescimento acelerado e desorganizado das células pode levar a formacao de tumores ou neoplasias
malignas, que geralmente sdo divididos em tumores sélidos, como carcinomas e sarcomas, ou
tumores n&o sélidos, tais como leucemias e linfomas. >

Os tipos mais comuns de cancer séo os de pele, mama, préstata, pulmao e estbmago, sendo
que os ultimos quatro séo letais e compdem a segunda maior causa de mortes por doenca no Brasil.
Entre os citados, o cancer de pele é o de maior incidéncia no pais, porém, com excecao do cancer
melanoma, ¢ a variedade de menor letalidade.®

137, A. Kanafani, J. R. Perfect, Clin. Infect. Dis. 46 (2008) 120-128.

YInstituto Nacional do Céncer (INCA). http://www.inca.gov.br/wcm/dncc/2015/dia-nacional-combate-cancer.asp.
Acessado em 15 de janeiro de 2018.

BInstituto Nacional do Cancer (INCA). Website: http://www1.inca.gov.br/estimativa/2018/introducao.asp. Acessado em
26 de fevereiro de 2018.

18F, . Simplicio, F. Maionchi, N. Hioka, Quim. Nova. 25 (2002) 801-807.
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Os principais tipos de tratamento para o cancer sdo: cirurgia, radioterapia e quimioterapia.
Outros tratamentos incluem a imunoterapia, fotorradiagcdo, hormonioterapia e transplantes de medula
6ssea. O objetivo de cada um destes tratamentos € erradicar o cancer, normalmente por meio da
terapia combinada, onde é associado mais que um tipo de tratamento.'’

A quimioterapia consiste na utilizacdo de farmacos cuja fungdo é destruir, controlar ou inibir
o crescimento das células neoplasicas. Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atua de
forma ndo-especifica, lesando tanto células malignas quanto normais.® A baixa especificidade
apresentada pelos agentes quimioterapicos explica os efeitos colaterais da quimioterapia, tais como
nauseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior as infec¢fes. Porém, o corpo recupera-se destes
inconvenientes apos o tratamento, e 0 uso clinico desses farmacos exige que os beneficios sejam
confrontados com a toxicidade, na procura de um indice terapéutico favoravel. Além disso, estima-
se que 0s mecanismos de resisténcia criados pelas células neoplésicas é a causa principal do fracasso
terapéutico.}” Assim, a busca por novos quimioterapicos eficientes, seletivos e seguros pode resultar
em aumento da taxa de sobrevida de pacientes com cancer.

1.2.1. Agentes antineoplasicos e mecanismos de acéo

Os primeiros agentes antineoplasicos submetidos a ensaios clinicos foram as mostardas
nitrogenadas, que marcaram o inicio da era moderna da quimioterapia do cancer. Na atualidade, os
agentes alquilantes sdo considerados os compostos mais estudados e utilizados na terapia oncolégica.
Esses compostos sdo conhecidos por interagirem quimicamente com o DNA. De fato, os estudos
envolvendo farmacos antitumorais tém como alvo principal o0 DNA.Y" Os agentes antineoplasicos
podem ser classificados de acordo com 0s mecanismos de a¢ao que envolve a interagdo com o DNA.
Alguns dos importantes modos de interacdo entre farmacos-DNA sdo descritos a seguir:

(@) Acdo metabdlica bloqueadora da sintese de DNA: exercida por agentes antimetabdlicos,
como por exemplo os analogos do acido félico (metotrexato), antagonistas das pirimidinas
(fluorouracil) e analogos das purinas (mercaptopurina);®

(b) Interacdo por formacdo de ligacBes cruzadas: essas ligacGes podem ocorrer intrafitas,
interfitas ou interhélices. As N-mostardas (Mecloretamina e Clorambucil) sdo capazes de
formar ligacGes interfilamentares com o DNA e o principal sitio de alquilacéo é a posicdo N7
da guanina. As nitrossureias (carmustina) e triazenos (dacarbazina) precisam ser
biotransformados nos seus derivados alquilantes para exercer acéo citotoxica. Os antibioticos
naturais, como por exemplo as antraciclinas, representam uma classe de antibioticos

17y, L. de Almeida, A. Leitdo, L. C. B. Reina, C. A. Montanari, C. L. Donnici, M. T. P. Lopes, Quim. Nova. 28
(2005) 118-129.

18C. Holohan, S. V. Schaeybroeck, D. B. Longley, P. G. Johnston, Nat. Rev. Cancer. 13 (2013) 714-726.

1w, B. Parker, Chem. Rev. 109 (2009) 2880-2893.




Capitulo 1

antitumorais que tem como modo de acédo a formacéo de ligacGes interfilamentares, o que leva
ao bloqueio da sintese do DNA e RNA e diminuic3o da atividade da topoisomerase 11;102°

(c) Interacdo por intercalacdo: esse mecanismo se baseia em interagdes do tipo 7 entre os
intercalantes e os pares de base nitrogenadas adjacentes (citosina e guanina) do DNA. Alguns
farmacos com propriedade intercalante a0 DNA sdo as antraciclinas (daunorrobicina),
actinomicinas (dactinomicina) e acridinas (proflavina). As combilexinas interagem com o
DNA por intercalacdo e ainda através da ligagdo nos pares de base nitrogenadas que compdem
a hélice do DNA 2122

Embora o uso clinico de compostos organicos que atuem no DNA tenha sido uma grande
contribuicdo para a oncologia, a incorporacdo de compostos de coordenacdo de platina, como
cisplatina e carboplatina, constituem talvez o maior sucesso da quimioterapia. As propriedades
citotoxicas da cisplatina, assim como de seus analogos, tém sido atribuidas a sua habilidade de formar
ligacGes covalentes cruzadas em uma mesma fita (intrafita) ou entre duas fitas distintas (interfita) do
DNA, blogueando assim a divisdo celular e resultando em morte celular por apoptose.?324

Contudo, apesar do grande arsenal de agentes antineoplasicos disponiveis que causam danos
ao DNA das células doentes (Figura 1.2), muitos compostos apresentam efeitos colaterais graves.
Para minimizar esses efeitos, em muitos casos é preciso reducdo da dose do farmaco para garantir
uma menor toxicidade, porém muitas vezes a agéo citotoxica também é reduzida.!’” Nesse sentido, as
pesquisas na area de Quimica Medicinal e de Quimica Medicinal Inorganica tém-se dedicado ao
planejamento de novos agentes citotoxicos que apresentem melhores efeitos terapéuticos e indices de
seletividade satisfatdrios, permitindo seu uso de forma mais segura.
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Figura 1.2 — Agentes antineoplasicos cujo mecanismo de acdo envolve a interagdo com DNA.

2W.C. Hahn, R.A. Weinberg, Nat. Rev. Cancer. 2 (2002) 331-341.

2IM.K. Goftar, N.M. Kor, Z.M. Kor, Int. J. Adv. Biol. Biomed. Res. 2 (2014) 811-822.

225, Li, V.R. Cooper, T. Thonhauser, B.I. Lundgvist, D. C. Langreth, J. Phys. Chem. B, 113 (2009) 11166-11172.
23D, Shaloam, P. B. Tchounwou, Eur. J. Pharmacol. 740 (2014) 364-378.

247 H. Siddik, Oncogene. 22 (2003) 7265-7279.
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1.3. Contribuig¢des da Quimica Medicinal Inorgénica para terapia de doengas

A Quimica Medicinal é tipicamente interdisciplinar e est& voltada para racionalizar a acdo dos
farmacos a nivel molecular.?® Segundo definicdo da IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), é uma &rea da quimica que envolve aspectos das ciéncias bioldgicas, médicas e
farmacéuticas, cuja missdo € o planejamento, descoberta, invencao, identificacdo e preparacdo de
compostos biologicamente ativos (protétipos), bem como o estudo do metabolismo, interpretacéo do
mecanismo de acdo a nivel molecular e a construcdo de relagdes entre a estrutura quimica e a atividade
farmacoldgica (SAR).% Por sua vez, a Quimica Medicinal Inorganica é uma area de importancia
crescente, tanto na medicina terapéutica quanto na medicina diagndstica e nos ultimos anos teve
grande destaque e contribuicdo para Quimica Medicinal.?’

O uso de metais para o desenvolvimento de agentes quimioterapicos ndo é algo novo e existe
ha quase 5000 anos.?® Em 3500 a.C. os Egipcios usavam o cobre para esterilizar 4gua, embora
nenhuma eficacia terapéutica tenha sido determinada para este uso. Logo depois, descobriram que
zinco promovia a cura de feridas.?® No fim do século XIX, Robert Koch demonstrou os efeitos
antimicobacterianos in vitro de sais de ouro (K[Au(CN)2]) contra o bacilo da tuberculose. Desde
entdo, varios sais de ouro foram amplamente utilizados, especialmente na Europa, para o tratamento
da tuberculose até 1930 e atualmente sdo utilizados na terapia anti-inflamatdria.*°

A Quimica Medicinal Inorgénica em sua forma atual teve suas origens nos trabalhos de Paul
Ehrlich (fundador da quimioterapia moderna) e Alfred Werner (considerado pai da Quimica de
Coordenacgéo). Ehrlich destacou-se por seus estudos de relacdo entre estrutura e atividade
farmacoldgica em compostos de arsénio investigados para o tratamento de sifilis, enquanto Werner
pelo desenvolvimento da teoria que explica a estrutura e a ligagdo quimica em complexos metélicos.?’

O desenvolvimento de agentes quimioterapicos a base de metais tornou-se possivel apds a
descoberta, por Barnett Rosemberg, das propriedades antitumorais da cisplatina
(cis[diaminodicloroplatina(11)]).3! Ressalta-se que a cisplatina exibe acentuada atividade antitumoral
em diversos tumores, particularmente de testiculo, ovério e bexiga; ainda é usada no tratamento de
carcinomas escamosos, como de cabeca e pescoco, es6fago e cérvix, bexiga, tiredides, endométrio,
estbmago ou péancreas, pulméo, sarcomas, tumores trofoblasticos e coriocarcinoma e, em alguns

2E. J. Barreiro, Rev. Virtual Quim. 1 (2009) 26-34.

26 International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). Website: http://www.chem.gmul.ac.uk/iupac/medchem/.
Acessado em 03 de outubro de 2017.

2’H. Beraldo, Quim. Nov. Esc. 6 (2005) 4-6.

28 |_. Ronconi, P. J. Sadler, Coord. Chem. Rev. 251 (2007) 1633-1648.

2 C. Orvig, M. J. Abrams, Chem. Rev. 99 (1999) 2201-2204.

%A, M. C. Benite, S. D. P. Machado, E. J. Barreiro, Rev. eletronica farm. 4 (2007) 131-142.

31 B. Rosenberg, L. VanCamp, J. E. Trosko, V. H. Mansour, Nature. 222 (1969) 385-386.
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casos, 0 indice de cura chega a aproximadamente 90%.%23 Como mencionado anteriormente, o
principal alvo de acdo da cisplatina ¢ a inibicdo seletiva da sintese do DNA, em que o principal sitio
de ligagdo é o N7 da guanina, embora também ocorra interacdo covalente com a adenosina e
citosina.3

Com o sucesso da cisplatina na terapia do cancer surgiram novas perspectivas para Quimica
Medicinal com a incorporacdo de complexos metélicos como possiveis prototipos a agentes
terapéuticos. Além dos metalofarmacos a base de platina, outros derivados metalicos se destacaram
na terapia e diagnostico de diversas doencas (Figura 1.3).%> Como por exemplo, os radiofarmacos,
compostos sem acdo farmacoldgica, que tém na sua composi¢do um radionuclideo, e sdo utilizados
na clinica médica principalmente no diagndstico por imagem. Dentre eles destacam-se o *°™Tc-
cardiolite, utilizado no diagndstico por imagem de doengas cardiacas, o **In-DTPA que é utilizado
na imagiologia cerebral e o ®’Ga-citrato, utilizado no diagndstico de neoplasias ou tumores malignos.
No que diz respeito a terapia, a carboplatina € usada como agente antitumoral por apresentar menos
efeitos colaterais que a cisplatina; a auranofina, um complexo de ouro(l), € um potente agente anti-
reumatico; os complexos de antimdnio(V), estibogluconato de sddio (Pentostam®) e antimoniato de
meglumina (Glucantime®), sdo utilizados clinicamente contra leishmaniose e os complexos de
bismuto(l11), como o subcitrato de bismuto (De-Nol®) e subsalicilato de bismuto (Pepto-Bismol®)
que sio usados na prevencao e tratamento de ulceras gastricas. ¢
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Figura 1.3 — Alguns dos metalofarmacos em uso clinico na terapia e diagndstico de doencas.

32V Foltinova, L. S. Sindlerova, V. Horvath, P. Sova, J. Hofmanova, R. Janisch, Scr. Med. 81 (2008) 105-116.
3W.Guerra, H. Silva, M. V. Almeida, A. P. S. Fontes, Quim. Nova. 30 (2007) 56-58.

3A.P.S. Fontes, S.G. Almeida, L.A. Nader, Quim. Nova. 20 (1997) 398-406.

%K. H. Thompson, C. Orvig, Science. 300 (2003) 936-939.

%E. R. T. Tiekink, Crit. Rev. Oncol. Hematol. 42 (2002) 217-224.
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Entretanto, a introducéo de novas classes de metalofarmacos se torna necessaria, uma vez que
0s atuais tém apresentado problemas clinicos, como alta toxicidade, tratamento prolongado em
decorréncia da resisténcia, efeitos colaterais graves devido a baixa seletividade e a¢do farmacoldgica
reduzida. Sendo assim, pesquisas envolvendo metais e ligantes bioativos ainda constituem um campo
a ser explorado, visando aumentar a oferta de agentes terapéuticos mais eficientes. Além disso, a
insercdo de novos complexos metalicos possibilitaria avangos na clinica médica com diagnosticos
precoces de doencas e tratamentos menos agressivos.

1.3.1. Complexos metélicos com hidrazonas

As hidrazonas consistem numa classe de compostos organicos pertencentes a familia das bases
de Schiff, caracterizadas pela presenga do grupo RiR2C=N-NR3R4, com intumeras aplicacdes
quimicas e farmacoldgicas (Figura 1.4A).3"® Dentre as aplicacbes farmacoldgicas, as hidrazonas
destacam-se como agentes antimicrobianos,® anti-inflamatorios,*® antidiabéticos,** antivirais,*?
antimalaricos,* antitumorais,* bentre outros.

A acdo antimicrobiana das hidrazonas tem sido investigada contra uma variedade de bactérias
e fungos. Como exemplo, as nitrofurazonas que exibiram acdo antibacteriana equivalente a dos
farmacos nitrofurantoina, ciprofloxacina e cefuroxima frente as espécies de Staphylococcus e
Bacillus,*enquanto que hidrazonas derivadas de 4-(trifluorometil) benzo-hidrazida mostraram
atividade antifingica expressiva contra as espécies de Candida glabrata, além de acdo contra
Mycobacterium tuberculosis (Figura 1.4B).*® A acdo anti-HIV de hidrazonas benzilisotiazdlicas e
quinolinicas foi bastante significativa, ao passo que essas também exibiram efeito antitumoral
pronunciado.*” Além disso, as hidrazonas sdo consideradas bons agentes quelantes de metais,
podendo ser empregadas no tratamento de desordens genéticas como talassemia, e no tratamento de
desordens neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer.*8:4°

%7J. R. Anacona, M. Rincones, Spectrochim. Acta, Part A Mol. Biomol. Spectrosc. 141 (2015) 169-175.

%G. Prakash, R. Ramachandran, M. Nirmala, Inorg. Chim. Acta. 427 (2015) 203-210.

39p. Rawat, R. N. Singh, A. Ranjan, S. Ahmad, Spectrochim. Acta - Part A Mol. Biomol. Spectrosc. 179 (2017) 1-10.
40T, F. Da Silva, W. B. Jinior, M. S. Alexandre-Moreira, F. N. Costa, C. E. Da Silva Monteiro, F. F. Ferreira, R. C. R.
Barroso, F. Noél, R. T. Sudo, G. Zapata-Sudo, L. M. Lima, E. J. Barreiro, Molecules, 20 (2015) 3067-3088.

41G. Zapata-Sudo, I. K. da C. Nunes, J. S. C. Araujo, J. S. da Silva, M. M. Trachez, T. F. da Silva, F. P. da Costa, R. T.
Sudo, E. J. Barreiro, L. M. Lima, Drug Des. Devel. Ther. 10 (2016) 2869-2879.

42C. Loncle, J. Michel, N. Vidal, M. Dherbomez, Y. Letourneux, Eur. J. Med. Chem. 39 (2004) 1067-1071.

43B. Narasimhan, P. Kumar, D. Sharma, Acta Pharma. Sci. 52 (2010) 169-180.

44D. N. Do Amaral, B. C. Cavalcanti, D. P. Bezerra, P. M. P. Ferreira, R. P. De Castro, J. R. Sabino, C. M. L. Machado,
R. Chammas, C. Pessoa, C. M. R. Sant’Anna, E. J. Barreiro, L. M. Lima, PL0oS ONE. 9 (2014) €85380.

“451.. Popiotek, A. Biernasiuk, Saudi Pharm. J. 25 (2017) 1097-1102.

46M. Kratky, S. Bésze, Z. Baranyai, J. Stolafikova, J. Vinsova, Bioorganic Med. Chem. Lett. 27 (2017) 5185-5189.
47T.H. Cachiba, B.D. Carvalho, D.T. Carvalho, M. Cusinato, C.G. Prado, Quim. Nova. 35 (2012) 1566-1569.

“T.A. Yousef, G.M.A. El-reash, M. I. Attia, M.N. El-tabai, Chem. Phys. Lett. 636 (2015) 180-192.

“SA.A.R. Despaigne, J.G. Da, A. Cerlia, M. Carmo, O.E. Piro, E.E. Castellano, H. Beraldo, Inorg. Chim. Acta. 362
(2009) 2117-2122.
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Uma excelente estratégia para o desenvolvimento de novos farmacos é associar as
propriedades farmacoldgicas de ligantes, tais como hidrazonas, aos ions metalicos. A complexacgéo
pode resultar em compostos mais ativos com diferentes propriedades farmacoldgicas ou com novos
mecanismos de acdo e até mesmo atuar como um carreador do ligante para seu alvo bioldgico. Com
essa finalidade, nosso grupo de pesquisa tem se dedicado a estudar a influéncia da complexacéo de
hidrazonas nas suas atividades bioldgicas.

Em alguns estudos, os efeitos da coordenacdo das hidrazonas a ions metalicos foram bem
satisfatorios, como é o caso dos complexos de Sb(ll1) (Figura 1.4C) que provaram ser eficientes para
melhorar a atividade antiflingica contra Candida spp,>°enquanto que complexos de Bi(111) mostraram-
se mais seletivos para espécies de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. Por outro lado, as 2-acetil- e 2-benzoilpiridina hidrazonas mostraram-se
ativas contra células de glioma maligno U87 e T98 e, pela coordenacdo ao Ga(lll) a sua acao
citotoxica mostrou-se ainda mais pronunciada, principalmente contra células U87 (Figura 1.4D).>!

Em outro trabalho, complexos de Co(lll) com 2-acetilpiridina hidrazonas apresentaram
resultados interessantes do ponto de vista do desenvolvimento de pré-drogas biorredutiveis, podendo
funcionar como carreadores do agente ativo, melhorando a seletividade do mesmo, principalmente
em regido de hipdxia.>> Complexos de Re(l) com as mesmas hidrazonas apresentaram atividade
antiproliferativa in vitro frente a células de carcinoma pulmonar humano (NCI-H460) (Figura 1.4E).
Em alguns casos, foi observado que os complexos induziram apoptose com subsequente ruptura
mitocondrial e exibiram alta atividade antioxidante.>®

Complexos de trans-4-estilbenocarboxaldeido hidrazonas com Ag(l) revelaram ser
citotoxicos como a cisplatina contra células de melanoma metastatico (B16F10) e menos citotdxicos
que a cisplatina para células ndo tumorais de melanécitos (Melan-A), indicando que esses compostos
causam menos danos em células sadias, uma caracteristica importante a ser considerada em novos
candidatos a agentes antitumorais. Os compostos ainda foram capazes de interagir com albumina
sérica bovina (BSA), e parecem se intercalar entre as bases nitrogenadas do DNA.>* A partir desses
estudos, novas perspectivas na terapia de doencas se abrem com a inser¢do de complexos metalicos
com hidrazonas como possiveis agentes terapéuticos.

S0E.D.L. Pild, A.A. Recio-Despaigne, J.G. Da Silva, I.P. Ferreira, J. A. Takahashi, H. Beraldo, Polyhedron. 97 (2015)
30-38.

SIA.A.R. Despaigne, G.L. Parrilha, J.B. Izidoro, R. Pryscila, G. Raquel, O.E. Piro, E.E. Castellano, W.R. Rocha, H.
Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 50 (2012) 163-172.

52C.V. Garcia, G.L. Parrilha, B.L. Rodrigues, P. J.S. Barbeira, R. M. Clarke, T. Storr, H. Beraldo, Polyhedron. 124 (2017)
86-95.

8C. V. Garcia, G. L. Parrilha, B. L. Rodrigues, S. F. Teixeira, R. A. Azevedo, A. K. Ferreira, H. Beraldo, New J. Chem.
40 (2016) 7379-7387.

4L.V. Tamayo, A.F. Santos, I.P. Ferreira, V.G. Santos, M.T.P. Lopes, H. Beraldo, BioMetals. 30 (2017) 379-392.
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Figura 1.4 — A) Estrutura genérica das hidrazonas; B) 4-(trifluorometil) benzo-hidrazida hidrazona
C) 2-benzoilpiridina-para-cloro-fenilhidrazonato(dicloro)antiménio(lll); D) Complexos de Ga(lll)
com 2-acetil- e 2-benzoilpiridina  hidrazonas; E) (2-Acetilpiridina-para-nitro-fenil-
hidrazona)cloro(tricarbonil)rénio(l).

1.4. O uso terapéutico de compostos de prata

A prata é um elemento quimico de simbolo Ag (em razdo da origem do seu nome, que vem
do latim argentum) e de nimero atdémico 47 e configuracio eletronica [Kr] 4d°5st.% A prata metalica
ioniza-se facilmente na presenca de agua e fluidos corporais (sangue), onde os ions prata podem ser
direcionados nas células para exercerem sua ac¢do farmacoldgica.>® Seu estado de oxidacdo mais
comum ¢ +1.>” Embora sejam conhecidos alguns poucos compostos onde a prata possui estado de
oxidacdo +2 e +3, somente compostos com estado de oxidacao +1 sdo suficientemente estaveis para
serem relevantes como agentes terapéuticos.>®

As propriedades farmacoldgicas da prata e de seus compostos sdo conhecidas e investigadas
por muitos anos. As primeiras referéncias da utilizacdo da prata na medicina para fins terapéuticos,
surgiram na ldade Média, quando 0s egipcios, gregos e romanos usavam Vvasos de prata para
armazenar dgua, mas sem nenhum conhecimento prévio do efeito do metal na esterilizagio da agua.®®
Hipdcrates (460-370 aC), o pai da medicina, prescreveu preparacdes de prata para o tratamento de

55].D. Lee, Quimica inorganica ndo tdo concisa. 52 ed. Edgard Bliicher Ltda, 1999, 415-418p.

%G.D.D. Souza, M.A. Rodrigues, P.P. Silva, W. Guerra, Educacion Quimica. 24 (2013) 14-16.

>D.F. Shriver, P. W. Atkins, Quimica Inorganica. 3% ed. Bookman, 2003, 192-196p.

8R.E.F.D. Paiva, C. Abbehausen, A. F. Gomes, F. C. Gozzo, W. R. Lustri, A. L. B. Formiga, P. P. Corbi, Polyhedron.
36 (2012) 112-1109.
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Ulceras e para promover a cicatrizacdo de feridas, mas foram os romanos que relataram o primeiro sal
de prata (AgNO3) para fins medicinais em 69 a.C.>®

Em 1884, o obstetra alem&o Karl Crede, introduziu o uso de solucdo 0,5-1,0% de AgNOs,
para reduzir a incidéncia de infec¢des oculares neonatais. Desde entdo, a acdo antimicrobiana da prata
destacou-se na pratica clinica. Somente em 1920, foi aprovada a comercializagao de solugdes de 5%
para a utilizacdo como antisseptico. Entretanto, com a introducéo da penicilina, um antibiético de
amplo espectro, o uso de compostos de prata para o tratamento de infecgdes bacterianas reduziu
drasticamente.%%61

Nas décadas posteriores, problemas de resisténcia bacteriana associado ao uso intensivo dos
antibidticos disponiveis levou a busca de novas formulacGes terapéuticas. Entdo, as pesquisas
ressurgiram em 1960 com Moyer e colaboradores introduzindo novamente o uso de solugOes de
AgNOs (0,5%) para o tratamento de infec¢Bes bacterianas causadas por Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli em pacientes com queimaduras e feridas de pele.523
Porém, o uso do AgNOs apresentou algumas desvantagens como a queda acentuada na concentragao
dos ions sddio e cloreto no sangue, assim como a presenca elevada de prata nos rins, figado e
musculos dos pacientes. Mediante a esse problema, em 1968, Fox e colaboradores combinaram o
AgNO3 com a sulfadiazina, dando origem a sulfadiazina de prata (Figura 1.5A), um agente
antibacteriano para uso principalmente contra Pseudomonas aeruginosa, microrganismo comumente
encontrado em infecgBes de pele.®® O uso clinico da sulfadiazina de prata foi aprovado pela FDA
(Food and Drug Administration) em 1970 e ainda hoje é um metalofarmaco de primeira escolha em
centros de queimados pelo mundo, sendo comercializada na forma de 1% de creme ou suspensao
aquosa (Dermazine® ou Silvadene®).%

Ao longo dos anos a notavel acdo antimicrobiana da sulfadiazina de prata instigou a aplicacdo
da prata em diferentes areas da medicina, tais como na producao de dispositivos médicos, que inclui
préteses dsseas, suturas cirdrgicas e agulhas, implantes cardiacos e cateteres, dentre outros, e na
odontologia, na forma de amalgamas dentarias.®® Além disso, complexos de Ag(l) com uma variedade
de ligantes organicos provaram ndo somente ter acdo antibacteriana, mas efeitos antiproliferativos e

%A.B.G. Lansdown, Biofunctional Textiles and the Skin. Karger, 2006, 17—34p.

D.J. Barillo, D. E. Marx, Burns. 40 S (2014) S3-S8.

61C. Abbehausen, T.A. Heinrich, E.P. Abrdo, C.M. Costa-Neto, W.R. Lustri, A.L.B. Formiga, P.P. Corbi, Polyhedron. 30
(2011) 579-583.

62H.J. Klasen, Burns. 26 (2000) 131-138.

83).Y. Maillard, P. Hartemann, Crit. Rev. Microbiol. 39 (2012) 373-383.

84C. L. Fox, S. M. Modak, Antimicrob. Agents Chemother. 5 (1974) 582-588.

%A, B.G. Lansdown, Biofunctional Textiles and the Skin. Karger, 2006, 17-34p
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antitumorais,®® bem como acdo antifiingica®” e antituberculose,®® possibilitando novas aplicacGes
terapéuticas.

Em alguns estudos os autores relatam que a a¢do farmacoldgica exibida pelos compostos de
prata é exclusiva dos ions Ag(l). Embora o mecanismo de acao dos ions Ag(l) ndo seja devidamente
compreendido e raramente abordado na literatura, o efeito desses ions pode ser observado através de
mudancas estruturais e morfoldgica nas células. Os trés possiveis mecanismos de acao propostos sao:
(1) inibicdo das fungdes de transporte na parede celular (respiracéo); (2) interrupcdo do metabolismo
da célula (mudanca na estrutura das enzimas) e (3) inibicéo da divisdo celular (interagdo com DNA).%°

Recentemente mostrou-se que um complexo de Ag(l) com bis(carbeno N-heterociclico)
(Figura 1.5B) provocou danos na estrutura do DNA por diferentes mecanismos incluindo inibicao das
enzimas topoisomerase | e tiorredoxina redutase (TrxR), e inducdo na producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS). Além disso, 0 complexo revelou-se como potente inibidor da enzima poli-(ADP-
ribose) polimerase 1 (PARP-1), que € essencial no processo de reparo do DNA, inibiu seletivamente
a glicolise de células de carcinoma de ovario (A2780 e OVCAR3) e ocasionou morte celular via
apoptose. Os danos causados no DNA foram consistentes para melhorar a agdo citotdxica
preferencialmente contra linhagens celulares A2780 resistentes a cisplatina, tornando esse complexo
um promissor agente antitumoral.” Por outro lado, estudos mecanisticos envolvendo complexos de
Ag(l) com bis(difenilfosfino) alcanos (Figura 1.5C) revelaram inducdo da apoptose de células de
adenocarcinoma de pulméo (A549) e de mama (MCF-7), evidenciado por mudancas morfoldgicas
nas células e associado a producéo excessiva de ROS.™

Em outro estudo, a incorporacdo da Ag(l) nas estruturas dos ligantes ftalazina (Figura 1.5D)
e quinazolina (Figura 1.5E) proporcionou 0 aumento da atividade antibacteriana contra isolados
clinicos de Pseudomonas aeruginosa e atuaram como agentes intercalantes do gDNA, inibindo assim
sua replicacéo.”

6C.N. Banti, S.K. Hadjikakou, Metallomics. 5 (2013) 569-596.

67J.M.S. Cardoso, S.1. Guerreiro, A. Lourenco, M.M. Alves, M.F. Montemor, N.P. Mira, J.H. Leitdo, M.F.N.N. Carvalho,
PLoS ONE. 12 (2017) e0177355.

D.F. Segura, A.V.G. Neto, R.C.G. Frem, A. E. Mauro, P.B.D. Silva, J.A. Fernandes, F.A.A. Paz, A.L.T. Dias, N.C.
Silva, Polyhedron. 79 (2014) 197-206.

89M. Cavicchioli, A. C. Massabni, T. A. Heinrich, C. M. C. Neto, E. P. Abrdo, B. A. L. Fonseca, E. E. Castellano, P. P.
Corbi, W. R. Lustri, C. Q. F. Leite, J. Inorg. Biochem. 104 (2010) 533-540.

03.J. Allison, M. Sadig, E. Baronou, P.A. Cooper, C. Dunnill, N.T. Georgopoulos, A. Latif, S. Shepherd, S.D. Shnyder,
I.J. Stratford, R.T. Wheelhouse, C.E. Willans, R.M. Phillips, Cancer Lett. 403 (2017) 98-107.

V.T. Yilmaz, C. Icsel, J. Batur, S. Aydinlik, P. Sahinturk, M. Aygun, Eur. J. Med. Chem. 139 (2017) 901-916.

2B, D. Glisi¢, L. Senerovic, P. Comba, H. Wadepohl, A. Veselinovic, D. R. Milivojevic, M. I. Djuran, J. N. Runic, J.
Inorg. Biochem. 155 (2016) 115-128.
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Figura 1.5 — A) Sulfadiazina de prata(l); B) Complexo de Ag(l) com bis(carbeno N-heterociclico)
[Ag(NHC)AgBrz2]; C) Complexo de  Ag(l) com  bis(difenilfosfino)  alcanos
[Agz(barb)2(mdppe)(DMSQO).]; D) Complexo de Ag(l) com ftalazina {[Ag(qz-N)][BFs]}n; E)
Complexos de Ag(l) com quinazolina {[Ag(R-O)(phtz-N)](u-phtz-N,N")2}.

1.5. Principais alvos bioldgicos de metalofarmacos

Os metalofarmacos comumente exercem seu efeito bioldgico pela interacédo seletiva com uma
determinada biomolécula alvo, como enzimas, proteinas e acidos nucléicos. O grau de afinidade e
especificidade da interacdo sdo determinados por forcas intermoleculares (eletrostaticas,
hidrofébicas, ligacbes de hidrogénio e ligacbes covalentes). A propensdo dos metais em perder
elétrons é uma caracteristica importante, pois € na forma catiénica que os metais desempenham suas
principais funcdes bioldgicas.”

A quimica supramolecular envolvendo as intera¢fes entre complexos metalicos com alvos
biol6gicos especificos é fundamental na compreensdo dos possiveis mecanismos de acdo e
farmacocinética dos compostos. O processo de interacdo com proteinas transportadoras, como as
albuminas séricas é essencial para o direcionamento do farmaco no alvo terapéutico, assim como a
interacdo com DNA, que é o principal alvo celular de muitos agentes antitumorais. De fato, a hipdtese
de que ions metalicos s@o aptos a atingir alvos bioldgicos, tais como albuminas e 0 DNA é légica do
ponto de vista cientifico e terapéutico.” Nesse sentido, como o presente trabalho envolveu a obtencéo
de novos complexos de prata(l) como candidatos a agentes antifingicos e antitumorais, suas
habilidades em interagir com biomoléculas foram investigadas.

BA.M.C. Benite, S.P. Machado, E.J. Barreiro, Quim. Nova. 30 (2007) 2062-2067.
7AM. Sakthi, A. Ramu, Synthesis , structure , J. Mol. Struct. 1149 (2017) 727-735.
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1.5.1. Albumina sérica humana (HSA)

No planejamento de novos farmacos é crucial que a etapa inicial envolva o estudo de interacéo
dos compostos com proteinas, como a albumina sérica. No organismo, a albumina é responsavel por
diversas func@es bioldgicas, das quais destacam-se as agdes de armazenar, transportar, metabolizar e
excretar ampla gama de ligantes exdgenos e enddgenos através da formagéo de adutos.”>® Dentre as
proteinas, a albumina sérica humana (HSA) é a mais abundante no plasma sanguineo e desempenha
papel importante na regulacdo da pressdo osmdtica no sangue e no transporte de numerosos
compostos, tais como farmacos, ions metalicos, &cidos graxos, horménios e aminoacidos. Por essa
razdo, a potencial ligacdo de farmacos a HSA trata-se de um fator importante para compreensdo da
farmacocinética e farmacodinamica.””®

A estrutura da HSA é amplamente estudada e as regides de ligacGes preferenciais de farmacos
tém sido caracterizadas por cristalografia. Essa proteina é constituida por uma Unica cadeia
polipeptidica contendo em sua sequéncia 585 residuos de aminoacidos, sendo 17 grupos de tirosina
e apenas um fragmento de triptofano (Trp-214). Os principais sitios de ligagdo sdo classificados em
trés grandes dominios estruturalmente similares, denominados de I, Il e 111, e cada dominio contém
dois subdominios, classificados de A e B (Figura 1.6).”° A maioria dos agentes terapéuticos ligam-se
preferencialmente nos sitios | (subdominios IlA) e sitio Il (subdominio Il11A) da proteina e,
geralmente, essas interacdes sdo atribuidas as ligacdes ndo-covalentes como ligagdes de hidrogénio,
van der Waals, eletrostatica e hidrofébica.8%® Shahsavani et al., sugeriram que farmacos com carater
mais hidrofébico possuem maior afinidade pelo sitio de ligagdo I, como é o caso da Varfarina (agente
anticoagulante). Por outro lado, farmacos que sdo capazes de formar ligacdes de hidrogénio e
interacdo eletrostatica sdo mais atraidos pelo sitio de ligacdo 11, como por exemplo o ibuprofeno
(agente anti-inflamatdrio).®?

A albumina humana apresenta uma fluorescéncia intrinseca associada a trés aminoacidos
principais: triptofano, tirosina e fenilalanina. Dentre esses fragmentos, a emissdo dos residuos de
triptofano é a mais significativa. Assim, a interacdo de farmacos no sitio de ligacdo I, normalmente,
é investigada in vitro por meio das propriedades fluorescentes do residuo Trp-214 da HSA, que esta

ST, Peters Jr, A. J. Stewart, Biochim. Biophys. Acta. 1830 (2013) 5351-5353.

D. Sleep, J. Cameron, L.R. Evans, Biochim. Biophys. Acta. 1830 (2013) 5526-5534.

M. Otagiri, Drug Metab. Pharmacokinet. 20 (2005) 309-323.

8G. Fanali, V. Trezza, M. Marino, M. Fasano, P. Ascenzi, Mol. Aspects Med. 33 (2012) 209-290.

M.B. Moreira, D.S. Franciscato, K.C.F. Toledo, J.R.B.D. Souza, H.S. Nakatani, V.R.D. Souza, Quim. Nova. 38 (2015)
227-232

80Y. Wang, H. Yu, X. Shi, Z. Luo, D. Lin, M. Huang, J. Biol. Chem. 288 (2013) 15980-15987.

817. Kazemi, H. Amiri, M. Sahihi, V. Mirkhani, M. Moghadam, S. Tangestaninejad, I.M. Baltork, G.Azimi, S.
Gharaghani, A.A. Kajani, J. Photochem. Photobiol. B Biol. 163 (2016) 246-260.

8M.B. Shahsavani, S. Ahmadi, M.D. Aseman, S. M. Nabavizadeh, M.M. Alavianmehr, R. Yousefi, J. Photochem.
Photobiol. B Biol. 164 (2016) 323-334.
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localizado no subdominio 1A (Figura 1.6).8 O Trp-214 é altamente fluorescente, entdo, uma maneira
de se obter os parametros fisico-quimicos e, consequentemente, monitorar o metabolismo e a
eficiéncia de farmacos no organismo é estudar a supressdo da fluorescéncia induzida pela presenga
do agente supressor (farmaco).”® As constantes de ligacdo de farmacos que interagem tipicamente no
sitio de ligacdo | sdo da ordem de 10%-10" M8

O entendimento da interacdo de farmacos com a albumina pode sugerir novos caminhos para
racionalizacdo de novos agentes terapéuticos. Desta forma, no presente trabalho os mecanismos de
supressdo da fluorescéncia do residuo Trp-214 foram avaliados a fim de se compreender as possiveis
interagdes existentes entre os complexos de prata(l) e a albumina humana.

Figura 1.6 — Estrutura cristalina da HSA (PDB ID: 1E78) mostrando as posi¢des do sitio |
(subdominio 11A) e sitio Il (subdominio 111A). A ilustracéo foi gerada usando PyMOL.

1.5.2. Acido desoxirribonucleico (DNA)

O écido desoxirribonucleico desempenha um importante papel no processo da vida, pois
contém todas as caracteristicas genéticas e informacdes sobre a funcdo celular. Uma molécula de
DNA consiste em duas cadeias longas de polinucleotideo compostas por quatro tipos de subunidades
nucleotidicas. As ligacdes de hidrogénio entre as por¢des de base dos nucleotideos sdo responsaveis
por manter as duas cadeias juntas. Os nucleotideos do DNA séo compostos por desoxirribose que esta
ligada a um unico grupo fosfato e por bases nitrogenadas purinas (adenina, guanina) e pirimidinas
(citosina e timina).® A orientagdo das ligacBes na estrutura do DNA faz com que se forme uma dupla
hélice antiparalela, normalmente, conhecida como dupla fita. Essa dupla fita resulta na presenca de

8F. Yang, Y. Zhang, H. Hiang, Int. J. Mol. Sci. 15 (2014) 3580-3595.

84K. Yamasaki, V. Tuan, G. Chuang, T. Maruyama, M. Otagiri, Biochim. Biophys. Acta, 1830 (2013) 5435-5443.

8B. Alberts, A. Johnson, J. Lewis, M. Raff, K. Roberts, P. Walter, Molecular Biology of the Cell. 4th ed. New York:
Garland Science, 2002.
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um sulco maior e um sulco menor que favorecem sitios para ligacdo de pequenas moléculas
(farmacos).&

O DNA apresenta variagoes estruturais dependentes do meio onde se encontra e sua interagéo
com moléculas bioativas pode modificar a expressao genética (processo de transcri¢do), causar
alteracdes no crescimento e divisdo celular (processo de replicacdo), bem como inibir as enzimas
responsaveis por reparar os danos e assim resultar na morte celular por apoptose.®” A maioria dos
farmacos utilizados clinicamente que interagem com o DNA provocam danos irreversiveis e/ou
reversiveis e podem ligar-se de forma covalente ou nio-covalente ao DNA.®

As interagBes covalentes geralmente ocorrem através de ligacOes diretas entre o farmaco e as
bases nitrogenadas ou grupos fosfatos do DNA. Como mencionado na se¢éo 1.2.1, 0 mecanismo de
acdo da cisplatina esté relacionado com a inibicao seletiva da sintese do DNA por meio da ligacao
cruzada inter e/ou intra-fitas que induzem alteracdes estruturais. Neste caso, a formacdo de adutos
covalentes na interagdo cisplatina-DNA s&o os principais responsaveis pela inibicdo da proliferacdo
de células tumorais.®’

Por outro lado, as interacGes ndo-covalentes podem ocorrer de trés formas: (a) interacdes
eletrostaticas — ocorrem devido a interacdo entre espécies carregadas positivamente com grupos
fosfatos carregados negativamente situados na parte exterior da dupla hélice;®® (b) interagdo nos
sulcos do DNA — a estrutura dos compostos que interagem nos sulcos é caracterizada por anéis
aromaticos conectados por ligacGes que possuem liberdade de movimento e torgdo. A interacdo
supramolecular ndo causa mudancas estruturais significativas no DNA e, geralmente ¢ estabilizada
por interacdes hidrofébicas;® (c) intercalagéo — é o processo de insercio de moléculas entre os pares
de bases nitrogenadas adjacentes da estrutura do DNA. O complexo formado é estabilizado por
sobreposicao de elétrons m juntamente com outras interacbes ndo covalentes, tais como ligacOes de
hidrogénio, interacdes hidrofobicas e interacdes de van der Waals. A intercalacdo resulta no
alongamento, enrijecimento e desenrolamento na tor¢do da dupla hélice do DNA.*

Estudos mais recentes sobre os agentes quimioterapicos que se intercalam com o DNA
revelam que essa associagdo supramolecular é caracteristica de moléculas planares com sistemas de
anéis aromaticos fundidos de alta densidade eletrénica. A actinomicina D, isolado de Streptomyces,
é um exemplo de agente antitumoral com tais propriedades estruturais usada clinicamente em tumores
de testiculo, sarcomas e neuroblastomas. Esse farmaco pertence a classe das actnomicinas,
antibidticos naturais, atuando na inibicdo da sintese do DNA e RNA ribossémico, assim como na

8B.J. Pages, D.L. Ang, E.P. Wright, J.R. Aldrich-Wright, Dalt. Trans. 44 (2015) 3505-3526.

87K. Smerkova, T. Vaculovic, M. Vaculovicova, J. Kynicky, M. Brtnicky, T. Eckschlager, M. Stiborova, J. Hubalek, V.
Adam, Anal. Biochem. 539 (2017) 22-28.

8K. Miskovi¢, M. Bujak, M. Baus Lon¢ar, L. Glavas-Obrovac, Arch. Ind. Hyg. Toxicol. 64 (2013) 593-602.

89S.U. Rehman, T. Sarwar, M.A. Husain, H.M. Ishqi, M. Tabish, Arch. Biochem. Biophys. 576 (2015) 49-60.

9E. Jayanthia, S. Kalaiselvib, V.V. Padmab, N.S.P. Bhuvaneshc, Inorg. Chim. Acta. 429 (2015) 148-159.
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interacdo no sulco menor do DNA formando ligagdes de hidrogénio e intera¢fes hidrofébicas. O
resultado desses dois modos de acédo (intercalacéo e ligagdo no sulco menor) € a formacdo de um
complexo estavel com elevada acéo antitumoral (Figura 1.7).%

}) (H3 NH NH (H3 ()
H,C” /K(K (u3

NH,

CH; CH;

Actinomicina D

Figura 1.7 — Interacdo entre o farmaco Actinomicina D e o DNA mostrando os mecanismos de
intercalacdo e ligacdo no sulco menor (PDB ID: 1FJA). A ilustragdo foi gerada usando PyMOL.

Outros agentes intercaladores tipicos incluem fenantrolinas, fenantridina, acridinas,
antraquinonas e antracenos. A incorporacao de metais de transi¢do na estrutura desses intercaladores
tem sido uma estratégia inovadora na tentativa de aumentar a afinidade de ligacdo frente ao DNA,
auxiliar no transporte do farmaco e/ou alterar a seletividade de seus adutos no DNA. Sendo assim, 0
estudo da interacdo metalointercaladores-DNA é de extremo interesse, pois tem apresentado
implicacdes na regulacdo de ativadores e repressores da expressao génica in vivo e na inibicdo da
transcrigdo, o que pode dificultar a replicacdo e crescimento de células doentes.®?

1.6. Objetivos do presente trabalho

O desenvolvimento de novos metalofarmacos promissores na terapia de doencas tem
impulsionado as pesquisas em diversas areas. Como mencionamos, hidrazonas e seus complexos
metalicos apresentam amplo perfil farmacoldgico. A estratégia de aliar as propriedades terapéuticas
das hidrazonas as da prata(l), procurando-se obter, seja um efeito sinergético metal-ligante, seja uma
liberacdo lenta da prata no meio bioldgico, pareceu-nos interessante. Além disso, encontram-se
poucos trabalhos na literatura cientifica sobre os aspectos farmacologicos de complexos de prata(l)

9IM. Hasanzadeh, N. Shadjou, Mater. Sci. Eng. C. 61 (2016) 1002-1017.
92B.J. Pages, D.L. Ang, E.P. Wright, J.R. Aldrich-Wright, Dalt. Trans. 44 (2015) 3505-3526.
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com hidrazonas. Desse modo, no presente trabalho pretendeu-se a obtencéo e avaliagdo das atividades

antifangicas e citotoxicas de complexos de prata(l) com hidrazonas derivadas de 2-acetil- e 2-

benzoilpiridina benzoil-hidrazonas e de 2,6-diacetilpiridina bis(benzoil-hidrazonas).

Uma etapa fundamental na concep¢do de novos metalofarmacos € o estudo dos possiveis

mecanismos de a¢do. Sendo assim, realizou-se estudos da interacdo dos complexos de prata(l) com a

albumina sérica humana (HSA), proteina responsavel pelo direcionamento de farmacos a um sitio

especifico, bem como da interacdo com DNA, alvo terapéutico de muitos agentes antitumorais.

Os objetivos especificos do presente trabalho compreendem:

(1)

@)

3)

(4)

()

(6)

Sintese e caracterizagdo de complexos de prata(l) com 2-acetilpiridina benzoil-
hidrazonas, 2-benzoilpiridina benzoil-hidrazonas e 2,6-diacetilpiridina bis(benzoil-
hidrazonas);

Estudos teoricos da natureza das ligacGes entre centro metalico, hidrazonas e ion nitrato
dos complexos de prata(l) (5-8);

Avaliacdo das atividades antifungicas dos compostos frente as espécies de Candida e
fungos filamentosos;

Investigacdo dos efeitos citotdxicos e indices de seletividade das 2-acetil- e 2-
benzoilpiridina benzoil-hidrazonas e seus complexos (1-7) contra células de melanoma
metastatico (B16F10) e melandcitos ndo-tumorigénicos (Melan-A);

Estudos de relagdes estrutura-atividade (SAR) das 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas e
seus complexos (1-4);

Avaliacdo da capacidade dos complexos de prata(l) em interagir com albumina sérica
humana (HSA) e o acido desoxirribonucleico (DNA).
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Capitulo 2 — Parte experimental

2.1. Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram adquiridos das empresas Aldrich,
Alfa Aesar, Fluka, Merck, Synth, Vetec, Quimex e Strem Chemicals. Os solventes deuterados foram
de procedéncia CIL (Cambridge Isotope Laboratories, Inc).

2.2. Técnicas experimentais de caracterizagio
2.2.1. Temperaturas de Fuséo

A determinacdo das temperaturas de fusdo dos compostos foi realizada no aparelho digital
Micro-Quimica Equipamentos LTDA modelo MQAPF302 pertencente ao laboratério da Prof?. Dr?
Lucienir Pains Duarte no Departamento de Quimica da UFMG.
2.2.2. Analise elementar (CHN)

As analises elementares de CHN foram realizadas na Central Analitica do Instituto de Quimica

da Universidade de Sao Paulo (USP) e no Departamento de Quimica da UFMG. Em ambos 0s casos,
utilizou-se o equipamento Perkin Elmer, modelo CHN 2400 Elemental Analyser.

2.2.3. Analise termogravimétrica (TG)

As curvas termogravimétricas dos complexos foram obtidas na Termobalanca Shimadzu-
TGA50H do Departamento de Quimica da UFMG. Os experimentos foram realizados em atmosfera
de N2, com razédo de aquecimento de 10°C min™. A faixa de temperatura utilizada foi de 25 a 750 °C.

2.2.4. Analises condutimétricas

As medidas de condutividade molar foram realizadas em um condutivimetro YSI
Conductivity Brigde, modelo 31, com célula condutimétrica de constante 0,088 cm™. As solugdes
dos complexos foram preparadas na concentracdo de 1,0 mM, utilizando-se solventes de grau
espectroscopico, dimetilsulfoxido (DMSO) (Am = 7,0 uQ) e/ou dimetilformamida (DMF) (Am= 3,0
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nQ). Os resultados foram analisados conforme a atribuicdo sugerida na literatura por Geary (1971),*
a qual é apresentada na tabela 2.1. As condutividades molares do AgNOz em DMF e DMSO foram
utilizadas para comparagéo com as medidas obtidas para os complexos de prata(l).

Tabela 2.1 — Atribuicdo do tipo de eletrdlito para solu¢des de concentragdo de 1,0 mM.

Am (1 cm? mol?t)

Tipo de eletrolito

DMF DMSO
Nao-eletrolito <65 <50
1:1 65 - 90 50-70
2:1 130 - 170 70 - 110
3:1 200 — 240 > 110
AgNOs 1:1 65 55

2.2.5. Espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho (1V)

Os espectros de 1V foram obtidos utilizando um espectrémetro Perkin Elmer FT-IR System-
Spectrum GX, pertencente ao Departamento de Quimica da UFMG. Os espectros foram registrados
na regido 4000-400 cm™ empregando pastilhas de KBr.

2.2.6. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H, *C{*H}, DEPT 135 (Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer), COSY (Homonuclear Correlation Spectroscopy), HMQC (Heteronuclear
Multiple Quantum Correlation) e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) foram obtidos
nos espectrometros Brucker DRX-400 AVANCE (400 MHz) e Brucker AVANCE DPX-200 (200
MHz) a temperatura ambiente. Os equipamentos estdo localizados no Laboratério de Ressonancia
Magnética (LAREMAR) do Departamento de Quimica da UFMG. As solucdes foram preparadas em
tubos de 5 mm de didmetro externo, utilizando-se DMSO-de como solvente e tetrametilsilano (TMS)
como referéncia interna. Em alguns casos, a referéncia interna foi o sinal residual do proprio solvente
deuterado.

2.2.7. Espectrometria de massas com ionizacgao por electrospray (ESI-MS)
Os espectros de massas foram obtidos no laboratorio de Espectrometria de Massas do

Departamento de Quimica (UFMG) utilizando um espectrémetro de massas Shimadzu® LCMS-IT-
TOF (225-07100-34) equipado com: degaseificador modelo DGU-20A3, duas bombas modelo LC-

1J. W Geary, Coord. Chem. Rev. 7 (1971) 81-122.
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20AD, autosampler modelo SIL-20A, e mddulo comunicador CBM-20A. Cerca de 1mg das amostras
foram previamente diluidas em DMSO. Apds a solubilizacdo, 10 pL dessas solucGes foram
transferidas para um vial e completadas com 1000 pL de metanol e introduzidas no equipamento por
injecdo direta. Todos os solventes utilizados foram de grau espectroscopico. A ionizacéo foi realizada
a partir do emprego de fonte de electrospray (ESI), com acumulador fon Trap (IT). O analisador de
massas empregado foi Time of Flight (TOF). Os experimentos foram realizados com temperatura do
bloco de aquecimento de 200°C, voltagem no capilar de 4,5 kV e tenséo no detector de 1,76 kV. O
gas de arraste utilizado foi o nitrogénio e empregou-se um fluxo de 0,15 mL/min e um volume de
injecéo de 3 pL. Os espectros de massas foram obtidos em um intervalo de m/z 100-1000.

2.2.8. Espectroscopia de absorc¢éo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os estudos de estabilidade dos complexos em solucdo foram realizados por espectroscopia
eletronica utilizando um espectrofotdbmetro HP8453 diode array — Hewlett Packard e cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho Gptico. As solucdes dos complexos foram preparadas na concentracao
de 10* a 10° mol L™t em 5% de DMSO e tampao Tris-HCI (NaCl 50 mM/Tris-HCI 5 mM, pH 7,2)
ou DMSO puro (grau espectroscopico). Os espectros eletronicos foram registrados na faixa de 200-
800 nm em funcéo do tempo de 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120 minutos e apds 24 e 48 horas.

2.2.9. Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram registrados em um espectrofluorimetro Varian Cary
Eclipse, usando uma célula de quartzo de 1 cm de caminho dptico. O preparo das solucdes estoques
dos compostos e as condicBes detalhadas de cada analise estdo descritas na secéo 2.5 deste capitulo.

2.2.10. Cristalografia por difracdo de raios X

As estruturas cristalograficas dos complexos de prata(l) foram determinadas com a
colaboragdo do Prof. Dr. Carlos Basilio Pinheiro e da Dra. Isabella Pires Ferreira. Os dados
cristalogréaficos foram coletados no laboratorio de cristalografia do Departamento de Fisicada UFMG
(LabCri). Todas as medidas de difracdo de raios X em monocristal foram realizadas em um
difratdmetro Oxford GEMINI Ultra, utilizando radiacido KaMo (L= 0,71073 A), nas temperaturas de
270 K (1-4a), (5) e (7), 120 K (6) e 200 K (10) e (11). Para coleta dos dados, refinamento de célula e
reducdo dos dados utilizou-se o programa CrysAlis Pro.? As correcdes de absorcio analitica foram

2CrysAlisPro: Version 1.171.38.43 (Rigaku OD), Oxford Diffraction, Yarnton, England, 2015.
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realizadas utilizando o programa CRYSALIS suite.? As estruturas dos complexos foram resolvidas por
métodos diretos usando SUPERFLIP? ou no caso dos complexos (2a) e (6) usando SIR92* e refinadas
pelo método de minimos quadrados F? usando SHELXL-2017/1.° Os parametros posicionais e
deslocamentos anisotrépicos foram refinados para todos os atomos diferentes de hidrogénio, exceto
para os atomos desordenados, que foram refinados com pardmetros de deslocamento isotropico.® Os
atomos de hidrogénio ligados aos atomos de carbono e de nitrogénio foram adicionados as estruturas
dos compostos em posicdes geometricamente idealizadas e foram refinados usando um modelo de
corpo rigido.® As estruturas cristalograficas dos complexos foram preparadas utilizando ORTEP-3
para Windows.” Os dados cristalograficos foram depositados no Centro de Dados Cristalograficos da
Cambridge (CCDC).2

2.3. Sintese dos ligantes e complexos de prata(l)

2.3.1. Sintese de 2-acetil- e 2-benzoilpiridina benzoil-hidrazonas

Os compostos 2-acetilpiridina-benzoil-hidrazona (H2AcPh), 2-acetilpiridina-para-metil-
benzoil-hidrazona (H2AcpCH3Ph), 2-acetilpiridina-para-cloro-benzoil-hidrazona (H2AcpCIPh), 2-
acetilpiridina-para-nitro-benzoil-hidrazona (H2AcpNO2Ph), 2-benzoilpiridina-benzoil-hidrazona
(H2BzPh), 2-benzoilpiridina-para-metil-benzoil-hidrazona (H2BzpCHsPh), 2-benzoilpiridina-para-
cloro-benzoil-hidrazona (H2BzpCIPh) e 2-benzoilpiridina-para-nitro-benzoil-hidrazona
(H2BzpNO.Ph) foram obtidos a partir de reacOes de condensacdo, conforme reportado na
literatura.®°

Para a sintese das hidrazonas, em um baldo de fundo redondo foram adicionados 1 mmol de
2-acetil- e / ou 2-benzoilpiridina com quantidades equimolares da hidrazida desejada dissolvida em
metanol (20 mL). Em seguida, & mistura reacional foram adicionadas trés gotas de &cido acético,
como catalisador. A reacdo foi mantida sob refluxo com constante agitacdo por 6 horas. Apds este
tempo, a reacdo foi resfriada a temperatura ambiente. Os s6lidos obtidos foram filtrados e lavados
com metanol e éter etilico, e secados sob vacuo (Figura 2.1).

3L. Palatinus, G. Chapuis, J. Appl. Crystallogr. 40 (2007) 786-790.

“A. Altomare, G. Cascarano, C. Giacovazzo, A. Guagliardi, M. C. Burla, G. Polidori, M. Camalli, J. Appl. Crystallogr.
27 (1994) 435-435.

5G. M. Sheldrick, Acta Crystallogr. Sect. C Struct. Chem. 71 (2015) 3-8.

6C. K. Johnson, in An introduction to thermal-motion analysis, ed. F. R. Ahmed, S. R. Hall and C. P. Huber,
Crystallographic computing, Munksgaard, Copenhagen, 1970, 207-219.

L. J. Farrugia, J. Appl. Crystallogr. 45 (2012) 849-854

8CCDC website: https://www.ccdc.cam.ac.uk/structures/.

°A. A. R. Despaigne, L. F. Vieira, I. C. Mendes, F. B Da Costa, N. L. Speziali, H. Beraldo, Chem. Soc. 21 (2010) 1247-
1257.

1°A. A. R. Despaigne, J. G. Da Silva, A. C. M. Do Carmo, O. E. Piro, E. E. Castellano, H. Beraldo, Inorg. Chim. Acta.
362 (2009) 2117-2122.
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Figura 2.1 — Esquema de sintese de 2-acetil- e/ou 2-benzoilpiridina hidrazonas.

As hidrazonas obtidas possuem coloracao branca, exceto para H2ZAcpNO2Ph e H2BzpNO2Ph,
de coloracdo amarela. As medidas de temperaturas de fusio e os espectros de IV e RMN de H, 13C
e DEPT 135 confirmaram a formacéo desses ligantes com rendimentos entre 76-97%.

2.3.2. Sintese de 2,6-diacetilpiridina bis(benzoil-hidrazonas)

Para a sintese de 2,6-diacetilpiridina bis(benzoil-hidrazona) (H2-2,6 AcPh) e seus derivados
bis(para-metil-benzoil-hidrazona) (H2-2,6AcpCH3sPh), bis(para-cloro-benzoil-hidrazona) (H2-
2,6AcpCIPh) e bis(para-nitro-benzoil-hidrazona) (H2-2,6 AcpNO2Ph) foram utilizados métodos de
preparo ja descritos na literatura.!* Em um baldo de fundo redondo contento 10 mmol de 2,6-
diacetilpiridina dissolvido em metanol (30 mL) foram adicionadas trés gotas de acido acético, sob
agitacdo. Apds a dissolucdo, acrescentou-se 20 mmol da hidrazida desejada e a reacdo foi mantida
sob refluxo e agitacdo constante por 4 horas. Os sélidos obtidos foram filtrados e lavados com metanol
e éter etilico, e secados sob vacuo (Figura 2.2).

!
N
N N
= L2 HTON _meon | i
| - Ill . 4h, Refluxo  HN NH
(o] [0}
R R

Figura 2.2 — Esquema de sintese de 2,6-diacetilpiridina bis(benzoil-hidrazonas).

R =H, CH;, CI, NO,

As bis(benzoil-hidrazonas) obtidas, de coloragdo branca (H2-2,6AcPh e H2-2,6 AcpCIPh),
bege (H2-2,6 AcpCH3Ph) ou amarela (H2-2,6 AcpNO2Ph) foram caracterizadas por temperaturas de
fusdo e por meio de seus espectros de IV e RMN (*H, 3C e DEPT 135). Os rendimentos em relagio

1K, S. O. Ferraz, N. F. Silva, G. Jeferson, L. F. De Miranda, C. F. D. Romeiro, E. M. Souza-Fagundes, I. C. Mendes,
H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 53 (2012) 98-106.
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as hidrazidas de partida foram entre 80-90%. O composto H2-2,6 AcpCHz3Ph é reportado pela primeira
vez no presente trabalho.

2.3.3. Sintese dos complexos de prata(l) com 2-acetil- e 2-benzoilpiridina benzoil-hidrazonas

Foram obtidos quatro complexos de prata(l) com 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas:
[Ag(H2AcPh)NO3] (1), [Ag(H2AcpCHsPh)NO3] (2), [Ag(H2AcpCIPh)NO3s] (3) e
[Ag(H2AcpNO2Ph)NO3] (4) e quatro com 2-benzoilpiridina benzoil-hidrazonas: [Ag(H2BzPh)NOs]
(5), [Ag(H2BzpCH3Ph)NOs] (6), [Ag(H2BzpCIPh)NOs3] (7) e [Ag(H2BzpNO2Ph)NOs] (8).

Os complexos (1-8) foram preparados pela mistura de uma suspensdo metandlica (10 mL) da
hidrazona desejada (1 mmol) com solucdo aquosa (3 mL) de AgNOz (1 mmol). O ligante foi
solubilizado previamente sob aquecimento e o precursor metalico foi adicionado gota a gota. O meio
reacional solubilizou totalmente apresentando uma coloragdo amarelada. A reacdo foi protegida da
luz e mantida sob agitacdo constante durante 72 horas a temperatura ambiente. Apos o tempo de
reacdo, os sélidos de coloracédo cinza obtidos foram filtrados, lavados com metanol e éter etilico, e
secados sob vacuo (Figura 2.3).

AN
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/ R1 |
N hl N/ Ry
“NH . AgNO, MeOHH,0 \ L'
72h,TA,-A  g.---Ag” NH
© /o
0”0 0
Ry
R;
Ry =CHs, CgHs

R, =H, CHj, C1, NO,
Figura 2.3 — Esquema de sintese dos complexos de prata(l) com 2-acetil- e/ou 2-benzoilpiridina
benzoil-hidrazonas.

Os complexos de prata(l) com hidrazonas foram caracterizados por temperaturas de fusao,
analise elementar de C, H e N, analise termogravimétrica, medidas de condutividade molar e por meio
dos seus espectros de IV, massas (ESI, +) e RMN de 'H, 3C, DEPT 135, COSY, HMQC e HMBC.

Cristais dos complexos (1-7) foram obtidos de uma solucdo de metanol ‘“agua-mae”
proveniente da sintese dos mesmos e as estruturas cristalinas foram determinadas por difracdo de
raios X em monocristal. As estruturas cristalinas obtidas nas sinteses de (2) e (3) sdo complexos do
tipo 1:2 [M(HL)2]NOs3, rotulados de (2a) e (3a). Em (4) a presenca de uma molécula de agua de
coordenagdo formou o complexo [M(HL)(H20)NO3] (4a).
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2.3.4. Sintese dos complexos de prata(l) com bis(benzoil-hidrazonas) derivadas de 2,6-
diacetilpiridina

Foram obtidos quatro complexos de prata(l) com 2,6-diacetilpiridina bis(benzoil-hidrazonas):
[Ag(H2-2,6 AcPh)]NO3 (9), [Ag(H2-2,6AcpCHsPh)]NOs (10), [Ag(H2-2,6AcpCIPh)]NO3-2H20
(11) e [Ag(H2-2,6 AcpNO2Ph)]NO3 (12).

Os complexos (9-12) foram preparados pela mistura de uma solugdo metandlica (10 mL) da
bis(benzoil-hidrazona) desejada (1 mmol) com solucdo aquosa (3 mL) de AgNOz (1 mmol). O
precursor metalico foi adicionado lentamente (gota a gota) e a reacdo foi protegida da luz e mantida
sob agitacdo constante durante 72 horas a temperatura ambiente. Os solidos obtidos, de coloragéo
amarela, foram filtrados, lavados com metanol e éter etilico, e secados sob vacuo (Figura 2.4).

® »
I N T MeOH/H,0 N T K
’ “NH + AgNO; ——— HN' \Ag/ “NH

HN 72h, TA, -, o N
NOs
R R R R

R = H, CH,, C1, NO,

Figura 2.4 — Esquema de sintese dos complexos de prata(l) com 2,6-diacetilpiridina bis(benzoil-
hidrazonas).

Os complexos de prata(l) com bis(benzoil-hidrazonas) foram caracterizados por temperaturas
de fusdo, analise elementar de C, H e N, medidas de condutividade molar e por meio dos seus
espectros de 1V, massas (ESI, +) e RMN de H, *C, DEPT 135, COSY, HMQC ¢ HMBC.

Cristais dos complexos [Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]NO3 (10) e [Ag(H2-2,6 AcpCIPh)]NOs-2H>0
(11) também foram obtidos de uma solu¢do de metanol “agua-mae” e as estruturas moleculares foram
determinadas por difracdo de raios X em monocristal. A presenca de duas moléculas de a4gua na
estrutura do complexo (11) foi confirmada por analise termogravimétrica.

2.4. Ensaios Biologicos
2.4.1. Atividade Antifungica
Os ensaios de atividade antifungica foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia e

Bioensaios no Departamento de Quimica da UFMG, com a colaboracdo da Dra. Isabella Pires Ferreira
e da Profa. Dra. Jacqueline Aparecida Takahashi.
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2.4.1.1. Equipamentos Utilizados

Os materiais utilizados na manipulagéo dos microrganismos foram esterilizados em autoclave
vertical Fanen, modelo 415/3, série J03610. O cultivo e a manipulagdo dos microrganismos foram
feitos em capela de fluxo laminar VECO, modelo JLF 912, série FL 5799. Micropipetas automaticas
Digipet de 5-50 pL, série 05012635; Finnpipette Colour 4027, Lab systems de 200-1000 uL, série
E19971; Kacil de 100 pL, série 0037201 foram empregadas para a transferéncia de pequenas
quantidades do meio de cultura, dgua destilada e solugdes dos compostos em estudo. As leituras das
absorbancias do teste de microdiluigdo foram realizadas em leitora ELISA Thermoplate, modelo TP-
READER.

2.4.1.2. Condicdes de Cultivo dos fungos

As atividades antifungicas dos compostos obtidos neste trabalho foram investigadas frente a
fungos leveduriformes e filamentosos.

» Fungos leveduriformes

Os fungos utilizados foram Candida albicans (ATCC 18804), Candida dubliniensis (Isolado
clinico 28), Candida glabrata (ATCC 90030), Candida lusitaniae (CBS 6936), Candida parapsilosis
(ATCC 22019) e Candida tropicalis (ATCC 750). Essas cepas foram obtidas das cole¢fes de ATCC
(American Type Culture Collection, USA) e CBS (College of Biological Sciences, USA). As cepas
de Candidas foram armazenadas e cultivadas em meio SBD (Sabouraud) a 37°C por 24 horas. A
concentracio final do indculo no teste deve ser de 1-2 x 108 ufc mL?, para isso foram realizadas
diluigOes para ajustar a transmitancia entre 74-75% em espectrofotdmetro com comprimento de onda
de 600 nm.

» Fungos filamentosos

Os fungos utilizados foram Aspergillus flavus (CCT 4952), Aspergillus niger (NRRL 3),
Aspergillus parasiticus (ATCC 15517) e Penicillium citrinum (ATCC 756), obtidos das colegdes
CCT (Colecéo de Culturas Tropical, S&o Paulo, Brasil) e ARS (Culture Collection Northern Regional
Research Laboratory, NRRL, Illinois, USA). Para o preparo da suspensdo de esporos os fungos
filamentosos foram incubados a 7 °C por sete dias em meio PDA (potato dextrose agar). Em seguida,
retirou-se com auxilio de uma alca estéril, o micelio fungico que foi transferido para um erlenmeyer,
contendo agua destilada e esterilizada. Os esporos fungicos foram contados em Camara de Neubauer
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e realizou-se a diluicdo adequada para a concentracéo final de 5,0 x 10° esporos mL™. Os testes com
fungos filamentosos foram realizados em meio BHI (Broth Heart Infusion).

2.4.1.3. Triagem microbioldgica

Para investigar a atividade antifingica dos compostos frente aos microrganismos de interesse,
previamente realizou-se uma triagem em concentragdo fixa de 250 pg mL™. Apenas os compostos
que inibiram acima de 80% do crescimento dos microrganismos nessa concentracdo, foram
submetidos a determinacédo da concentracao inibitdria de 50% do crescimento microbiano (Clso).

2.4.1.4. Avaliacdo da atividade antifingica in vitro pelo método de microdiluigdo

A atividade antifangica dos ligantes e seus complexos de prata(l) foram avaliados pelo método
de microdiluicdo conforme descrito por Zacchino e Gupta.'? Esta metodologia permite determinar a
concentracdo inibitoria de 50% do crescimento fangico (Clso).

Os compostos que inibiram o crescimento dos fungos na triagem microbioldgica foram
selecionados para a determinagdo do Clso em concentragdes decrescentes de 250 a 0,12 pug mL™2. Os
farmacos nitrato de miconazol e nistatina foram utilizados como agentes antifangicos de referéncia.

Para avaliar a atividade antifingica, solugdes estoque dos compostos e dos farmacos foram
preparadas na concentragdo de 12,5 mg mL™* em DMSO. Em seguida, preparou-se uma solugdo
trabalho (500 pg mL™1) por meio da diluicdo de 40 pL da solucdo estoque em 960 pL no meio de
cultura adequado (SBD ou BHI). Nas placas do teste, pipetou-se 200 pL da solucdo trabalho dos
compostos nos pocos da primeira coluna em microplacas contendo 96 pocgos. Posteriormente,
pipetou-se 100 pL do meio de cultura adequado nos demais poc¢os. DiluicBes sucessivas foram
realizadas repassando 100 pL da solugdo da primeira coluna para a seguinte contendo 100 pL do
meio de cultura, obtendo, assim, as diferentes concentragBes testadas (250 a 0,12 pug mL™?).
Finalmente, 100 pL da solucdo do in6culo, na concentracdo padronizada, foi acrescentada aos pogos
correspondentes ao teste. A concentracdo maxima de DMSO nao foi superior a 2%. Esse experimento
foi realizado em quadruplicata para cada composto testado (Figura 2.5).

12A S, Zacchino, M.P. Gupta, Manual de técnicas in vitro para la deteccion de compuestos antiflingicos. Rosario.
Corpus Editorial y Distribuidora. (2007) 85-99.
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Figura 2.5 — Representacdo da microplaca utilizada no teste de atividade antifingica para a
determinagéo do Clso dos compostos (250 a 0,12 pug mL™).

Além das placas do teste foram feitas placas do controle dos compostos (CC), controle do
crescimento dos fungos (CF) e controle do meio de cultura (CM). As placas do controle dos
compostos foram preparadas semelhante as placas do teste, no entanto, foram adicionados 100 pL de
agua destilada estéril ao invés de adicionar o indculo. Nas placas do controle do crescimento dos
fungos, pipetou-se 100 pL do meio de cultura adequado nos pocos e, a seguir, foram adicionados 100
pL do in6culo do microrganismo previamente padronizado. E por fim, nas placas do controle da
esterilidade do meio de cultura, pipetou-se 100 puL do meio de cultura adequado nos pocos e, a seguir,
foram adicionados 100 pL de agua destilada estéril.

As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h para espécies de Candidas e 48 h para os fungos
filamentosos. O crescimento dos fungos € evidenciado pela turvacdo do meio, sendo a absorbancia
medida em um comprimento de onda fixo de 490 nm, utilizando-se uma leitora ELISA. O célculo da
porcentagem de inibicdo do crescimento flngico foi realizado usando a equacédo 2.1, na qual EC é a
densidade dptica dos complexos avaliados e CC, CF e CM s&o as densidades Opticas dos controles
citados no texto acima. Os valores de Clso foram calculados por meio de regressdo ndo-linear usando

0 programa GraphPad Prism 6.0 (San Diego, Califérnia, EUA, www.graphpad.com) e os dados foram
analisados com curva FitSigmoidal (Boltzmann).

% inibi¢do = 100 — [(EC — CC) x 100 / (CF — CM)] Equacédo 2.1

2.4.2. Atividade citotéxica contra células de melanoma e melanécitos murino

Os testes de atividade citotoxica foram realizados no Departamento de Farmacologia da

UFMG em colaboragdo com a Profa. Dra. Miriam Teresa Paz Lopes e com a doutoranda Verlane
Goncalves Santos.
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2.4.2.1. Linhagens de células e condigdes de cultura

Foram utilizadas as linhagens de células tumorais de melanoma murino metastatico (B16F10)
fornecidas pelo Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Cancer (Sdo Paulo, Brasil) e células de
melandcitos murino ndo-tumorigénicos (Melan-A), usadas como modelo de células ndo-tumorais,
cedidas pelo Dr. Roger Chamas do Instituto de Cancer (Séo Paulo, Brasil).

As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Cultilab®) suplementado com 10% (v/v)
de soro fetal bovino (FBS-Fetal Bovine Serum), 1 % de penicilina/estreptomicina (GIBCO) e 0,5 uM
de Phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA, somente para cultivo de Melan-A). Células B16F10 foram
cultivadas em pH 7,4 e células Melan-A em pH 6,9. As linhagens foram mantidas em garrafas de
cultivo em estufa incubadora em condi¢des de atmosfera Umida e contendo 5 % (v/v) de CO2a 37°C.

Ao atingirem aproximadamente 95 % de confluéncia, procedeu-se a tripsinizacdo das
linhagens e quando o meio de cultivo foi removido, as células foram lavadas com 2,0 mL de
PBS/EDTA (pH 7,4), aspirando-o logo em seguida. Colocou-se 0,5 mL de solucdo ATV (solucéo de
tripsina 0,2% e versene 0,02%). A tripsina foi inativada ap6s completo desprendimento das células
com 1,5 mL do meio RPMI 1640 a 10 % (v/v) de FBS. Obteve-se, entdo, uma suspensao celular que,
apos contagem, foi ajustada a densidade celular apropriada para a realizacdo dos experimentos. A
viabilidade celular foi determinada pela exclusdo de células coradas com solucdo de azul de tripano.

2.4.2.2. Avaliacdo da atividade citotoxica

As linhagens celulares foram semeadas em microplacas com 96 pocos (B16F10 - 1x10°
células/poco e Melan-A - 6x10° células/poco) e foram devidamente incubadas a 37 °C em atmosfera
umida com 5% de CO- por 48 horas para garantir a adesdo celular na superficie das placas.

As solucdes estoque dos compostos (102 M) foram preparadas em DMSO. Em seguida, essas
solucdes foram diluidas adequadamente em meio de cultura RPMI 1640 para a concentragio de 10
M, com maximo de 1% de DMSO. Apo6s a aderéncia completa das células, concentracGes
decrescentes (100-0,1 uM) dos compostos testados foram adicionadas e as placas incubadas em
atmosfera umida com 5% (v/v) de CO2a 37°C por 72 h.

Os testes de controle foram realizados incubando células com 1% (v/v) de DMSO (controle
negativo) na concentragdo maxima utilizada nos testes e verificou-se que a viabilidade celular ndo foi
afetada pelo solvente nestas condigdes. A cisplatina foi utilizada como controle positivo.
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2.4.2.3. Ensaio da viabilidade e proliferacéo celular in vitro (método de MTT)

O ensaio para avaliacao de viabilidade e proliferacéo celular é baseado na reducdo metabolica
do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT) a formazan, pela enzima
succinato desidrogenase mitocondrial. Uma vez que a reducdo ocorre apenas em células viaveis, a
quantidade de formazan formado ¢ diretamente proporcional a quantidade de células vivas.™

Ap0s o periodo de incubagdo dos compostos, 10 uM de MTT 5 mg/mL (50 mg/pogo) foram
adicionados em cada poco. A viabilidade celular foi avaliada por meio da reducdo metabolica do
MTT a formazan. Apos 4 h de incubacdo dos compostos com MTT, o sobrenadante foi removido por
aspiracao e os cristais de sal de tetrazolio foram dissolvidos com DMSO (100 pL/pogo). Em seguida,
as absorbancias foram medidas a 570 nm em um leitor de ELISA (Thermo Plate Reader-TP). Todos
0s compostos foram testados em sextuplicata em dois experimentos independentes (Figura 2.6).

Os resultados foram expressos como porcentagem de células vidveis. Os controles contendo
RPMI 1640 (10% FBS) e DMSO foram considerados como sendo 100% da viabilidade celular. Os
valores Clso (uM) foram calculados por regressao nédo linear usando o software GraphPad Prism 6.0
e 0s dados foram analisados com curva FitSigmoidal (Boltzmann).

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste de variancia e analise de variancia
(ANOVA) unidirecional, seguido pelo pos-teste Student-Newman-Keuls. O nivel aceitavel de
significancia foi de 95% (p <0,05).
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Figura 2.6 — Representacdo da microplaca utilizada no teste de atividade citotoxica para a
determinacédo do Clso dos compostos (100 a 0,1 puM).

13T, Mosmann, J. Immunol. Methods. 65 (1983) 55-63.
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2.4.2.4. Indices de seletividade (IS)

As citotoxicidades dos compostos testados contra células tumorais e ndo tumorais foram
comparadas usando o indice de seletividade (IS), que consiste na relacdo entre a concentracdo do
farmaco que € citotoxica para 50% das células ndo tumorais e a concentracdo que inibe 50% da
proliferagdo de células tumorais.’* Ento, para determinar a seletividade citotoxica dos compostos,
os valores de IS foram calculados de acordo com a relagédo, IS = Clso melan-a / Clso B16F10. FOI
considerado significativo um valor de IS superior ou igual a 2,0, ou seja, este valor significa que o
composto é duas vezes mais ativo na linhagem de células tumorais do que em células sadias.

2.5. Estudos da interagcdo com biomoléculas

2.5.1. Interacdo com albumina sérica humana (HSA)

Os estudos de interacdo entre HSA e os complexos de prata(l) foram realizados através de
titulacdo espectrofluorimétrica. Os espectros foram registrados na faixa de 300 a 550 nm com
Aexcitagdo de 295 nm.'® As amostras foram adicionadas em cubetas de quartzo de 1,0 cm de
comprimento. Todos os experimentos foram realizados em trés temperaturas distintas: 298 K, 303 K
e 310 K. Inicialmente, preparou-se uma solucdo estoque de HSA (1,84 uM) dissolvida em tampéao
Tris-HCI (NaCl 50 mM/Tris—HCI 5 mM, pH 7,2). A concentracdo da solugédo estoque de HSA foi
determinada por espectroscopia de absor¢do no UV-vis com comprimento de onda de 280 nm e
usando o coeficiente de absor¢do molar (¢ = 35 353 M cm™).16

Durante o experimento, 3,0 mL da solucdo de HSA foram adicionados a cubeta e seu espectro
de fluorescéncia foi registrado. Em seguida, a solucdo de HSA foi titulada com adicGes sucessivas
das solucdes estoque dos complexos (1,0 mM, preparada em DMSO). Apo6s cada adi¢do, as solucdes
foram incubadas por 5 min. Em todos os experimentos, a quantidade de DMSO foi mantida menor
que 1 %. As intensidades maximas de fluorescéncia em 342 nm foram usadas para calcular as
constantes de Stern-VVolmer (Ksv), constantes de velocidade de supressao bimolecular (Kg), constantes
de ligacdo (Ky), nimero de sitios ligacdo (n) e os parametros termodinamicos (AH®, AS° e AG) da
interacdo entre HSA e os complexos de prata(l).

Considerando a absor¢do dos compostos na regido analisada, as intensidades de fluorescéncia
deveriam ser corrigidas caso a absorbancia das solu¢des dos complexos fosse maior que 0,1 para

1R, B. Badisa, S. F. Darling-Reed, P. Joseph, J. S. Cooperwood, L. M. Latinwo, C. B. Goodman, Anticancer Res. 29
(2009) 2993-2996.

U K. Komarnicka, R. Starosta, A. Kyziot, M. Plotek, M. Puchalska, M. Jezowska-Bojczuk, J. Inorg. Biochem. 165
(2016) 25-35.

18A. Ray, B. Koley Seth, U. Pal, S. Basu, Spectrochim. Acta - Part A Mol. Biomol. Spectrosc. 92 (2012) 164-174.
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minimizar o efeito de filtro interno.”*8 No entanto, como foram utilizadas soluges em baixas
concentracdes dos complexos, os valores de absorbancia também foram baixos (< 0,01), sendo assim
o efeito de filtro interno pode ser desprezado e as intensidades de fluorescéncia ndo precisam ser
corrigidas.

O mecanismo de supressédo da fluorescéncia pode ser classificado como dindmico ou estatico.
Em geral, ambos os mecanismos podem ser distinguidos pela dependéncia dos valores de constantes
de supressdo com a temperatura. No caso do mecanismo dindmico, ocorrem colisGes entre o agente
supressor e o fluordforo, sendo que o aumento da temperatura induz um aumento das colisdes entre
0s compostos e a HSA e, como consequéncia, observa-se um aumento das constantes de supresséo.
Por outro lado, no mecanismo estatico, ocorre a formacado de um complexo ndo fluorescente com o
fluordforo, cuja estabilidade é diminuida com o aumento da temperatura e, consequentemente, 0s
valores de constantes de supressdo diminuem.*®

A equacdo de Stern-Volmer é amplamente usada para determinar o tipo de mecanismo de
supressao ao analisar a relacdo entre Fo/F e as diferentes temperaturas:

Fo/F =1 + Ksv[Q] Equacdo 2.2

Onde, Foe F sdo as intensidades relativas de fluorescéncia da HSA na auséncia e na presenca
do supressor, respectivamente, [Q] = [Complexo] é a concentracdo do agente supressor, Ky € a
constante de Stern-Volmer (M™).2° O valor de Ksy pode ser obtido plotando-se Fo/F versus [Q].

Um método adicional para distinguir se o processo de supressdo ocorre via mecanismo
dindmico ou estatico é a determinagdo da constante de velocidade bimolecular de supressao (Kg),
usando a seguinte equacéo:

Kq = Ksv/1o Equacdo 2.3

Um processo de supressdo por um mecanismo de colisdo dinamico entre biomoléculas
considera 0 o que é 0 tempo de vida médio das biomoléculas na auséncia de supressor (to=1073s) e
geralmente resulta em Kq=~ 10 M?s™. Assim, valores maiores de Kq sugerem que no processo de
supressdo esta presente alguma forma de ligaco, resultado da extingéo estatica de fluorescéncia.?

Uma vez definido o processo de supressao, e caso esse seja um processo estatico, a constante
de ligacéo (Ky) para a interacdo proteina-agente supressor é determinada pela Equacédo 2.4, supondo
que existe um numero de sitios de ligagdo (n) ocupados pelo supressor na HSA.

M. Kubista, R. Sjoback, S. Ericksson, B. Albinsson, Analyst. 119 (1994) 417-419.

18A. V. Fonin, A. I. Sulatskaya, I. M. Kuznetsova, K. K. Turoverov, PLoS ONE. 9 (2014) e103878.

M. Saeidifar, H. Mansouri-torshizi, A. A. Saboury, J. Lumin.167 (2015) 391-398.

2], R. LAKOWICZ, Principles of Fluorescence Spectroscopy, 3a ed., Springer Science, 2006.

213, Tabassum, M. Ahmad, M. Afzal, M. Zaki, P.K. Bharadwaj, J. Photochem. Photobiol. B Biol. 140 (2014) 321-331.
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log[(Fo — F)/F] = logKs + nlog[Q] Equacdo 2.4

Os valores de Ky e n podem ser obtidos dos coeficientes angular e linear, respectivamente, da
plotagem linear de log[(Fo - F)/ F] versus log[Q].??

O estudo de supressdo de fluorescéncia em diferentes temperaturas permite calcular os
parametros termodindmicos envolvidos na interagdo entre pequenas moléculas e macromoléculas
bioldgicas, tais como proteinas. Geralmente, sdo descritos quatro tipos de interacdo: hidrofdbica,
eletrostaticas, van der Waals e ligaces de hidrogénio.?®

Os valores da variacdo de entalpia padrdo (AH°) e entropia padrdo (AS°) podem ser
determinados da equacdo de Van't Hoff:

InKp =-AH°/RT + AS°/ R Equacédo 2.5

Onde Ky é a constante de ligagdo a uma temperatura T e R é a constante dos gases ideais
(8,314 J Kt molt). Os valores de AH® e AS° séo calculados através do coeficiente angular (-AH%/R)
e linear (AS°/R), obtidos no gréfico de InKp versus 1/T, multiplicando esses coeficientes pela
constante dos gases.

A variacdo da energia livre de Gibbs padrdo (AG°) pode ser expressa conforme a Equacéo:

AG° = -RTInK, Equacéo 2.6

Mudancas na energia livre de Gibbs padréo (AG®), entalpia padrao (AH®) e entropia padrao
(AS®) séo observadas para caracterizar as forcas de interacdo ou tipos de ligacdo. AG° esté relacionado
a espontaneidade da reacéo, enquanto AH® e AS° sdo utilizados para avaliar a for¢a de uma ligacéo.
As principais contribui¢des dos parametros termodindmicos sdo: (1) AH®> 0 e AS°® > 0 sdo associados
com interagdes hidrofobicas, (2) AH® = 0 e AS° > 0 resultam em interages eletrostaticas e (3) AH’<
0 e AS°< 0 sugerem a presenca de ligagOes de hidrogénio e/ou forcas de van der Waals.?*

2.5.2. Interac@o com acido desoxirribonucleico (DNA)

Os estudos de interagdo dos complexos de prata(l) com o DNA foram investigados usando
espectrofotometria, espectrofluorimetria e eletroforese.

225, Thangavel, R. Rajamanikandan, H.B. Friedrich, M. llanchelian, B. Omondi, Polyhedron. 107 (2016) 124-135.
2N. Cacita, S. Nikolaou, J. Lumin. 169 (2016) 115-120.
24P D. Ross, S. Subramanian, Biochemistry. 20 (1981) 3096-3102.
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2.5.2.1. Espectroscopia de absorgéo eletronica (UV-vis)

A espectroscopia de absorcéo eletrénica é umas das técnicas mais empregadas nos estudos de
interacdo entre metalofarmacos e 0 DNA.2° Os experimentos de titulagio espectrofotométrica foram
realizados utilizando um espectrofotometro HP8453 diode array — Hewlett Packard e cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho éptico. Uma solucéo estoque de CT-DNA em tampéo Tris-HCI (NaCl
50 mM/Tris-HCI 5 mM, pH 7,2) foi preparada em shaker sob agitacéo orbital de 120 rpm a 37°C por
24 h. A concentracao da solucdo de CT-DNA foi determinada usando seu coeficiente de absorcao
molar (e= 6600 Mt cm™) em 260 nm.% As solucdes estoques dos complexos foram preparadas em
DMSO na concentracdo de 1,0 mM e posteriormente, diluidas em tampdo Tris-HCI para ajustar a
concentragdo para 30 M. Em seguida, 2,0 mL da solu¢do dos complexos (fixadas em 30 uM) foram
tituladas com adi¢des sucessivas da solucdo de CT-DNA até alcancar uma relagcdo 1:1 (complexo:
DNA). Apds cada adicdo, as soluges foram mantidas em equilibrio por 5 minutos. Os espectros dos
compostos foram obtidos num intervalo de 240 a 400 nm a temperatura ambiente.

A analise dos dados de titulacdo permite determinar as constantes de ligag&o intrinseca (Kp)
entre 0 complexo e o CT-DNA. O célculo das constantes de ligacdo € baseado na equacdo de

Scatchard, apresentada a seguir:
[DNA] _ [DNA] 1
(ea—gp)  (ep—gp) = Kplep—¢f)

Equacéo 2.7

Onde, [DNA] é a concentragdo do par de bases do DNA, &a € 0 coeficiente de absortividade
molar do complexo apos cada adi¢do do DNA, & e € sS40 0s coeficientes de absortividades molares
do complexo livre em solucdo (na auséncia de DNA) e completamente ligado ao DNA,
respectivamente. Plotando-se [DNA]/[&a - &f] versus [DNA], a constante de ligagdo complexo-DNA
(Kb) pode ser calculada por meio da razdo entre o coeficiente angular (1/[ep - £7]) € o coeficiente linear
(1/Kp[ep - £f]) da reta.?’

2.5.2.2. Espectroscopia de fluorescéncia

Uma vez que a interacdo entre 0 DNA e um composto ocorre por um mecanismo intercalativo,
faz-se necessario o estudo de ligacdo competitiva entre brometo de etidio (BE) e esse composto pelo
DNA. A interagdo pode ser investigada por fluorescéncia, pois o sistema BE-DNA é altamente
fluorogénico. Assim, quando um composto € capaz de deslocar o BE da estrutura do DNA ocorre

2N. Shahabadi, M. Mahdavi, Inorg. Chem. 2013 (2013) 1-7.

%], Poto¢nak, P. Vranec, V. Farkasové, D. Sabolova, M. Vatas¢inova, J. Kudladova, I. D. Radojevié, L. R. Comi¢, B. S.
Markovic, V. Volarevic, N. Arsenijevic, S. R. Trifunovi¢, J. Inorg. Biochem. 154 (2016) 67-77.

2TM.P. Kesavan, G.G. Vinoth Kumar, J. Dhaveethu Raja, K. Anitha, S. Karthikeyan, J. Rajesh, J. Photochem.
Photobiol. B Biol. 167 (2017) 20-28.
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uma diminuicgéo da fluorescéncia, o que sugere um mecanismo de intercalagdo. Os experimentos de
intercalacdo competitiva foram realizados a 298 K e os espectros foram registrados na faixa de 300 a
800 nm com Aexcitagio = 545 nm e Aemissdo = 595 nm.?® Uma solucéo trabalho de CT-DNA (10
pUM) com BE (10 uM) foi preparada em tampéo Tris-HCI (NaCl 50 mM/Tris-HCI 5 mM, pH 7,2).
Durante o experimento, uma porcdo de 3,0 mL da solucdo BE-DNA foi titulada com adicdes
sucessivas da solucdo estoque dos complexos (1,0 mM, preparada em DMSO). Apos cada adigéo,
houve um periodo de incubagdo de 10 minutos. As concentra¢fes dos complexos variaram de 0 a 100
MM, Os experimentos foram realizados até a fluorescéncia atingir 20-40% da intensidade inicial. As
mudancgas nas intensidades de fluorescéncia a 602 nm do sistema BE-DNA com adi¢do de
concentragdes crescentes dos complexos foram utilizadas nos calculos das constantes de supressao
de Stern-Volmer (Ks) e das constantes de ligagdo aparente (Kapp).?°

A equacado classica de Stern-Volmer, discutida na secdo 2.5.1 (Equacéo 2.3), foi utilizada para
determinar os valores das constantes de supressao da fluorescéncia (Ksv). As constantes de ligagao
aparente (Kapp) foram calculadas de acordo com a equagéo a seguir:

Kapp = Kge X [BE] / Cso Equacédo 2.8

onde, Kge € a constante de ligacdo entre BE e DNA (1,0 x 10’ M) e BE é a concentragéo do
brometo de etidio (10 M) e Csg é a concentracao do supressor quando a intensidade de fluorescéncia
do sistema BE-DNA ¢é reduzida a 50%.%° O Kagp pode ser obtido ainda através do grafico de Fo / F
versus [Q], quando Fo/ F = 2.

2.5.2.3. Eletroforese em gel de agarose

Estudos da interacdo entre os compostos sintetizados e 0 DNA plasmidial foram realizados
por eletroforese em gel de agarose. Assim, 150 ng pL™* de DNA plasmidial pUC19 purificado de
Escherichia coli (Sigma) foram incubados com os compostos (hidrazonas, complexos de prata(l),
AgNO: e cisplatina, preparados em 5% de DMF) a 100 uM em tampdo Tris-HCI (NaCl 50 mM/Tris—
HCI 5 mM, pH 7,2). A mistura foi incubada em shaker sob agitacdo orbital de 150 rpm a 37 °C por
24 h. Em seguida, as reacdes foram extintas pela adi¢do de 10 pL da solucéo do corante, preparado
nas seguintes condic¢des: 50 mM de Tris-HCI pH 7,2, 0,01 % de azul de bromofenol, 50 % de glicerol
e 250 mM de EDTA. As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de 0,9% de agarose imersa
em tampédo TBE (0,5X) por 50 minutos a 82 mV. Apos a corrida eletroforética, o gel foi corado em

28T, C. Jenkins, in: K. R. Fox (Eds.), Drug-DNA interaction protocols, Humana Press, New Jersey, 1997, pp. 195-218.
29G, Mistri, H. Puschmann, S.C. Manna, Polyhedron. 115 (2016) 155-163.
30pP. Kumar, B. Baidya, S. K. Chaturvedi, R. H. Khan, D. Manna, B. Mondal, Inorg. Chim. Acta. 376, (2011) 264-270.
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tampédo TBE (0,5X) contendo 50 pL da solugdo de brometo de etidio (2,5 pg mL™) por 30 minutos
e, posteriormente visualizado por luz UV.3!

2.6. Estudos tedricos dos compostos

Os célculos teoricos apresentados nesse trabalho foram realizados em colaboragdo com o
doutorando Gabriel L. S. Rodrigues e o Prof. Dr. Willian Ricardo Rocha do Departamento de Quimica
(UFMG).

2.6.1. Estudo tedrico das ligacdes envolvidas na esfera de coordenacéo da prata

Os célculos teoricos de natureza das ligagdes em torno do centro metalico foram realizados
para os complexos (5-8). A otimizacéo das geometrias dos complexos foram realizados ao nivel da
Teoria do Funcional de Densidade (DFT),%? empregando funcional hibrido B3LYP.3334 Os atomos
dos ligantes foram tratados com o conjunto de fungdes de base Def2-SV(P). O 4tomo de prata foi
descrito por pseudo potenciais para os elétrons internos® e o conjunto de base def2-TZVP foi
empregado para tratar os elétrons de valéncia. Para acelerar os célculos, a resolucdo da identidade
(R1)*® foi utilizada para a matriz de Coulomb enquanto a aproximagao “Chain of Spheres” (COSX)*®
foi empregada na parte de troca de matriz de Fock, o conjunto de bases auxiliares def2/J. 3

Para investigar a energia da interacdo entre o grupo nitrato (NO3z’) e o centro metalico,
Superficies de Energia Potencial (PES) foram construidas, empregando o mesmo nivel da teoria
utilizado nas otimizacGes de geometria. A molécula de NOs foi mantida com geometria interna
restrita e a distancia entre seu centro de massa e 0 atomo de Ag variou de 2,2 a 5,2 A em 10 etapas,
com otimizacdo de geometria completa em cada etapa. A PES foi construida para cada um dos
complexos estudados.

Para melhor compreender a natureza das interacdes envolvendo o centro metalico e os
ligantes, a topologia da densidade eletronica foi analisada usando a Teoria Quéntica dos atomos em
moléculas (QTAIM),* como implementado no software Multiwfn.*® De acordo com o QTAIM, as

31K, O. S. Ferraz, G. M. M. Cardoso, C. M. Bertollo, E. M. Souza-Fagundes, N. Speziali, C. L. Zani, I. C. Mendes, M.
A. Gomes, H. Beraldo, Polyhedron. 30 (2011) 315-321.

%2parr, R. G.; Yang, W. T. Density-Functional Theory of Atoms and Molecules; Oxford University Press: New York,
1989.

3A. D. Becke, J. Chem. Phys. 98 (1993) 5648-5652.

3C. Lee, W. Yang, R. G. Parr, Phys. Rev. B. 37 (1988) 785-789.

35F, Neese, F. Wennmohs, A. Hansen, U. Becker, Chem. Phys. 356 (2009) 98-109.

%F, Neese, J. Comput. Chem. 24 (2003) 1740-1747.

37F. Weigend, Phys. Chem. Chem. Phys. 8 (2006) 1057-1065.

%R.F.W Bader, Encyclopedia of Computational Chemistry; John Wiley & Sons, Ltd: Chichester, UK, 2002.

39T. Lu, F. Chen, J. Comput. Chem. 33 (2012) 580-592.
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caracteristicas topologicas da densidade eletronica, p(r), podem revelar detalhes importantes sobre a
estrutura de uma molécula, usando conceitos construidos de atomos, ligacGes e alguns parametros
estruturais.®

Os pontos criticos da densidade eletrénica (BCPs) foram determinados para todos o0s
complexos, ndo apenas em sua geometria de equilibrio, mas em todos os pontos gerados nas
superficies de energia potencial calculadas utilizando-se a densidade eletrénica obtida atraves de
calculos de Teoria de Perturbacdo de Segunda Ordem (MP2). Uma vez que 0s pontos criticos sdo
encontrados, varias propriedades calculadas no ponto critico fornecem informacdes importantes sobre
a natureza da interacio. O Laplaciano da densidade eletronica, V2p(r), determina se p(r) é acumulado
localmente, quando V?p(r) < 0, e existe um maximo local da densidade eletronica, ou depletada
localmente, quando V2p(r) > 0 e ha um minimo local. O Laplaciano de p(r) pode estar relacionado a
uma expresséo local do teorema de Virial,*84° conforme indicado a sequir pela equaco:

2 p2p(r) = 26(r) + V(1) Equacdo 2.10

Nesta expressdo, G(r) é a densidade de energia cinética eletrbnica e é sempre positivo,
enquanto V(r) é a densidade de energia potencial que é sempre negativa. Assim, quando o Laplaciano
é negativo em um determinado CP ou regido, temos um dominio local do termo potencial de
densidade de energia, resultando em elétrons mais localizados e um acumulo de carga, 0 que
caracteriza uma interagdo mais covalente. Por outro lado, quando o laplaciano € positivo, o termo
cinético domina a expressao e ha uma deplecédo local da densidade eletrénica. Em uma interacéo de
pares, isso significa que os elétrons concentram a carga perto dos atomos ligados em vez de entre 0s
nucleos, resultando no dominio da energia cinética. 1sso acontece nas interacdes idnicas,
hidrogenadas e van der Waals. Para entender melhor esses termos, € comum introduzir outra
quantidade para determinar a natureza da interacdo entre dois atomos, a densidade de energia H(r),
mostrada na equacao:

H(r)=Gr)+ V() Equacdo 2.11

O valor local da densidade de energia é determinado pela propria densidade de energia
elétrica. Quando H(r) é negativo, existe uma predominancia da contribuicdo do termo V(r), o que
indica interacGes covalentes. Quando H(r) € proximo a zero ou positivo, o termo de energia cinética
tem uma contribui¢cdo mais proeminente e a ligagdo tende a ter mais carater ionico, de ligacéo de
hidrogénio, van der Waals ou outra interacdo de longo alcance.

“OR.F.W.A Bader, Chem. Rev. 91 (1991) 893-928.
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Na analise de QTAIM, a magnitude em que a densidade eletrdnica se acumula em um plano
de um caminho de ligacdo em comparacdo com outro plano perpendicular a ele é dada pela elipsidade
de ligacdo, &(r).*%*! A elipsidade é um bom indicador da estabilidade da ligacdo. Normalmente, as
ligacdes estaveis t€ém baixo valor de €, bem menores do que 1. Como exemplos, € = 0,23 entre
carbonos ligados no benzeno e € = 0,45 no eteno, sendo muito préxima de 0 em ligagdes o simples,
pois ndo ha plano preferencial para se acumular densidade eletronica. Outra fungéo Util da densidade
eletronica é o indice eta, n(r) = |A1)/ /3, que é a relagdo entre os autovalores mais baixos e mais altos
da matriz Hessiana (segundas derivadas) de p(r). #(r) € menor do que a unidade para interacdes de
camada fechada e aumenta com um maior carater covalente. >4

2.6.2. Estudo de relagdes estrutura-atividade (SAR)

Os célculos tedricos empregados no estudo de relagdes estrutura versus atividade antifngica
(Structure-Activity Relationships-SAR) foram realizados para 2-acetilpiridinas benzoil-hidrazonas e
seus complexos (1-4). A otimizagdo das geometrias das hidrazonas e seus complexos (1-4) foram
realizados no mesmo nivel do estudo tedrico citado acima (se¢do 2.6.1), utilizando-se as mesmas
aproximagdes. Para os ligantes livres foram analisados os isomeros Z e E. Os efeitos do solvente
foram incluidos por meio do Modelo do Continuo Polarizavel (PCM).** Todos os calculos de
mecanica quantica foram realizados usando o programa ORCA.* As energias dos orbitais HOMO
(Highest Occupied Molecular Orbital) e LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Orbital) e o
momento de dipolo foram obtidos apds a otimizacdo das estruturas e utilizados como descritores para
estudos SAR. As estruturas tridimensionais obtidas das otimizacdes dos compostos foram utilizadas
como entrada para o software Marvin“® para os calculos da area superficial, 0 volume molecular e o
coeficiente de particdo octanol-agua (logP). A area superficial, volume molecular e logP também
foram usados como descritores nos estudos de SAR.

“R.F.W. Bader, J. Phys. Chem. A. 102 (1998) 7314-7323.

“2N.J.M. Amezaga, S.C. Pamies, N.M. Peruchena, G.L. Sosa, J. Phys. Chem. A. 114 (2010) 552-562.

43B. Niepotter, R. Herbst-Irmer, D. Kratzert, P. P. Samuel, K. C. Mondal, H. W. Roesky, P. Jerabek, G. Frenking, D.
Stalke, Angew. Chemie - Int. Ed. 53 (2014) 2766-2770.

44). Tomasi, B. Mennucci, Chem.Rev.105 (2005) 2999-3093.

“5F. Neese, Wiley Interdiscip. Rev. Comput. Mol. Sci. 2 (2012) 73-78.

46ChemAxon Program, Budapest, Hungary. (www.chemaxon. com/products.html)
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Capitulo 3 — Complexos de prata(l) com 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas:

investigacao do perfil farmacoldgico, mecanismos de acéo e estudos SAR

Neste capitulo relatamos a caracterizacdo de quatro novos complexos de prata(l) com 2-
acetilpiridina benzoil-hidrazonas. Os complexos [Ag(H2AcPh)NOs] (1), [Ag(H2AcpCH3Ph)NOs]
(2), [Ag(H2AcpCIPh)NOs3] (3) e [Ag(H2AcpNO2Ph)NO3] (4) foram obtidos a partir das reagdes entre
AgNOs3 e os ligantes 2-acetilpiridina benzoil-hidrazona (H2AcPh) e seus derivados para-metil-
(H2AcpCH3Ph), para-cloro- (H2AcpCIPh) e para-nitro-benzoil-hidrazona (H2AcpNO2Ph). As
hidrazonas usadas neste trabalho ja foram descritas na literatura.l3As estruturas cristalograficas dos
complexos foram determinadas. Todos os compostos, incluindo o nitrato de prata e farmacos de
referéncia, tiveram suas atividades antifungicas avaliadas frente a Candida spp e fungos filamentosos.
Estudos de relacGes estrutura-atividade (SAR) dos compostos foram realizados. As atividades
citotoxicas (Clso) e os indices de seletividade (IS) dos compostos frente a células tumorais de
melanoma murino metastatico (B16F10) e células de melandcitos murino ndo-tumorigénicos (Melan-
A) foram investigadas. Os parametros fisico-quimicos das interacdes dos complexos (1-4) com
biomoléculas, tais como a albumina sérica humana (HSA) e o acido desoxirribonucleico (DNA)
também foram determinados (Figura 3.1).

Atividade antifingica Estudos SAR
801
Il H2AcpCH;Ph HOMO
g 60 Il Complexo (2) Y =
S Nistatina
& 401
—
&}
204 Complexos de Ag(I) ]
h
@ Complexo (2)
U " N Py )
N f :
X . :Q AW p [€)) o
L.Qo?\“oe 4 QQQ\ ‘0&\0 w\i\c\ ~\\\\\‘\\ € > '/S
[ '?"QO\"" NN \
e, 2. &
& 3<~// \/J,\ o
S
Complexo (1) p ’%

Figura 3.1 — Resumo grafico dos principais resultados apresentados no capitulo 3.

IA. A. R. Despaigne, G. L. Parrilha, J. B. Izidoro, P. R. D. Costa, R. G. D. Santos, O. E. Piro, E. E. Castellano, W. R.
Rocha, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 50 (2012) 163-172.

2A. A. R. Despaigne, F. B. D. Costa, O. E. Piro, E. E. Castellano, S. R. W. Louro, H. Beraldo, Polyhedron. 38 (2012)
285-290.

3 A. A.R. Despaigne, L. F. Vieira, I. C. Mendes, F. B. D. Costa, N. L. Speziali, H. Beraldo, J. Braz. Chem. Soc. 21 (2010)
1247-1257.
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3.1. Caracterizagdo dos compostos

Os complexos (1-4) formados sdo de coloragdo cinza e estaveis quando estocados sem a
presenca de luz. Em solucdo de 5% de DMSO e tampéo Tris-HCI esses complexos também se
mostraram estaveis na auséncia de luz. Os resultados das microanélises concordam com a formacao
de complexos do tipo [Ag(HL)NOs] em que uma molécula do ligante em sua forma neutra juntamente
com o ion nitrato estdo coordenados ao atomo de prata. Os valores relativamente elevados das
condutividades molares (Awm) tanto em DMF quanto em DMSO sugerem uma provavel liberagdo do
fon nitrato em solucdo (Tabela 3.1). As estruturas propostas para os complexos (1-4) estdo
apresentadas na Figura 3.2.

N R=H, [Ag(H2AcPh)NOs] (1)
| CH CHs, [Ag(H2AcpCH3Ph)NO:3] (2)
N/ 3 Cl, [Ag(H2AcpCIPh)NOs] (3)
\ | NO:, [Ag(H2AcpNO»Ph)NOs] (4)
N
O g
/ \\x\\ /

Figura 3.2 — Estrutura geral para os complexos de prata(l) com 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas.

Tabela 3.1 — Rendimento, massa molar, faixa de fusdo, condutividade molar e analise elementar de
CHN das 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas e seus complexos de prata(l).
Faixa de AM? Anélise Elementar®

Rend. MM

Compostos %) (g mol?) f(‘ﬂf‘ca)o DMF DMSO %C  %H %N

H2AGPh 76 23927 14741482 ~ - - -

4050 300  13.58

[AH2APNGS] () 77 40915 1854-1873 366 398 N0 320, (139
H2AcpCHPh 35 25330 14291449 - N - ~

230 337 13,10

[AH2ACPCHPINO]  (2) 33 42317 2047-2067 426 21 5% 33 (13a4)
H2AcpCIPh 84 27372 1670-1690 - - i - ”

3762 241 12,52

[AgHACPCIPNO]  (3) 67 44359 1902-10L1 581 381 3000 50y (oo
H2AcpNO,Ph 97 28427 22002240 - _ N B

40,44 2,63 1549

[Ag(H2AcpNO,Ph)NO;]  (4) 54 45414 1365-1386 577 337 i Dco (1542

2 Am (€t cm? mol?) concentragdo de 1 x 10° mol LY,
®Valores calculados entre parénteses.

3.1.1. Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (1V)

Os principais modos vibracionais dos compostos estdo mostrados na Tabela 3.2. Os

estiramentos atribuidos a v(N-H) em 3286-3186 cm™ nos espectros das hidrazonas livres foram
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observados em 3264-3204 cm™ nos espectros dos complexos (1-4), o que esta de acordo com a
presenca de ligantes neutros. Os modos vibracionais v(C=N) deslocam-se de 1618-1602 cm™ nos
ligantes livres para 1626-1592 cm™ nos complexos, sugerindo que o nitrogénio iminico participa da
coordenacdo ao metal. Observa-se ainda que os modos de deformacéo do plano do anel piridinico sdo
deslocados de 628-620 cm™ nos ligantes para 630-628 cm™ nos complexos. Essas mudancas sugerem
que a coordenagio ao metal também ocorra através do nitrogénio piridinico.*® Adicionalmente, as
bandas correpondentes a v(C=0) observadas em 1668-1650 cm™ nas hidrazonas sofrem
deslocamentos para 1672-1662 cm™ nos complexos.®” Além disso, a presenca de bandas na regio
entre 568-538 cm™* nos complexos foram atribuidas ao modo de vibracio v(Ag-0),® indicando assim
a coordenacéo do metal via oxigénio. As principais mudangas observadas sugerem que as hidrazonas
coordenam-se ao centro metalico de modo tridentado através do sistema Npy-Nimina-O.

Nos complexos (1-4) ainda é possivel atribuir vibragdes caracteristicas de v(NO3z) em 1384
cm, que estdo ausentes nas hidrazonas livres, sendo um forte indicio da presenca do fon nitrato nas
estruturas dos complexos.®

Tabela 3.2 — Atribuicdo das principais bandas observadas nos espectros de absorcdo na regido do
infravermelho (cm™)?das 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas e seus complexos de prata(l).

Compostos v(N-H) v(C=0) v(C=N) v(NO3) p(py) V(Ag-O)
H2AcPh 3222f 1654F 1618f - 620 f -
[Ag(H2AcPh)NOs] (1) 3264f 1662F 1626f 1384m  630f 554 f
H2AcpCHsPh 3232f 1650F 1608 m - 630 f -
[Ag(H2AcpCH3Ph)NOs] (2) 3204m 1660F 1610m 1384m  628f 568 f
H2AcpCIPh 3286m 1660 F 1606 f - 624 f -
[Ag(H2AcpCIPh)NOs] (3) 3218m 1668F 1592F 1384m  628f 538 f
H2AcpNOPh 3186 m 1668 F 1602 m - 620 f -
[Ag(H2AcpNO,Ph)NO3] (4) 3204f 1672F 1602m 1384m  630f 544 f

2Pastilhas de KBr (4000-400 cm™); F = forte, m = média e f = fraca; v estiramento e p deformagio;
— Auséncia da banda

A Figura 3.3 mostra, como exemplo, o espectro de absorcao na regido do infravermelho para
H2AcpCH3Ph em comparacdo com seu complexo[Ag(H2AcpCH3Ph)NO3] (2).

“H. S. Ibrahim, S. M. Abou-seri, N. S. M. Ismail, M. M. Elaasser, M. H. Aly, H. A. Abdel-Aziz, Eur. J. Med. Chem.
108 (2016) 415-422.

°R. Anbazhagan, K.R. Sankaran, Spectrochim. Acta, Part A. 135 (2015) 984-993.

5R. M. Mohareb, D. H. Fleita, O. K. Sakka, Molecules. 16 (2011) 16-27.

’S. G. Kicvkgizel, A. Mazi, F. Sahin, S. Oztirk, J. Stables, Eur. J. Med. Chem. 38 (2003) 1005-1013.

8K. Nakamoto, Infrared Spectra of Inorganic and Coordination Compounds, Willey-Interscience, New York, 1970.
°M. G. B. Drew, S. De, S. Nag, D. Datta, Inorg. Chim. Acta. 362 (2009) 610-613.
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Figura 3.3 — Espectros de absorc¢do na regido do infravermelho de H2AcpCHsPh e do complexo
[Ag(H2AcpCH3Ph)NOs] (2), obtidos em pastilhas de KBr (4000-400 cm™).

3.1.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN das hidrazonas e seus complexos de prata(l) foram obtidos em DMSO-
ds, uma vez que este é o Unico solvente que dissolve todos os ligantes e complexos. Os sinais de RMN
de H foram atribuidos com base nos deslocamentos quimicos, multiplicidades e com o auxilio de
experimentos de correlagdo homonucleares COSY. O tipo de carbono (C, CH) foi determinado pelos
experimentos DEPT 135. As atribui¢cbes dos carbonos protonados foram feitas atraves de
experimentos de RMN bidimensional heteronuclear de HMQC e HMBC.

Nos espectros de RMN de H das hidrazonas H2AcPh e H2AcpCIPh foram observados sinais
duplicados, indicando a presenca dos isdomeros E e Z em solucéo (Figura 3.4). Os sinais atribuidos ao
N3-H, com deslocamento quimico entre 15,80-15,86 ppm, sdo caracteristicos dos isdmeros na sua
conformagéo Z, nos quais N3-H encontra-se ligado ao nitrogénio piridinico pelo sistema N3-H:+-Npy.
J& os sinais atribuidos ao N3-H, para os isbmeros na conformacéo E, em que N3-H forma ligacéo de
hidrogénio com o solvente, sdo observados entre 10,90-10,96 ppm.1%! De forma anéloga, nos

1°A.AR. Despaigne, G.L. Parrilha, J.B. Izidoro, P.R. Da Costa, R.G. Dos Santos, O.E. Piro, E.E. Castellano, W.R.
Rocha, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 50 (2012) 163-172.

1A, Pérez-Rebolledo, G.M. de Lima, N.L. Speziali, O.E. Piro, E.E. Castellano, J.D. Ardisson, H. Beraldo, J.
Organomet. Chem. 691 (2006) 3919-3930.
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espectros de RMN de C{*H} sdo observados que os sinais de todos os carbonos sdo duplicados,
referentes aos isdomeros E e Z. Nos espectros de RMN de *H de H2AcpCH3Ph e H2AcpNO2Ph apenas
um sinal foi encontrado para N3-H em 10,90 e 11,21 ppm, respectivamente, indicando a presenca
somente do isdmero E em solucéo.

4 4
5| 3 5| =3 s
15
6 N/27CH3 6., L 7 CHz
1 | #‘_ 1 2|
2N /N
SNH HN’,
8 10 g2 s
o” 1 5 0
14 14
12 12
(E) s O R R™12 % (z)

Figura 3.4 — Isdbmeros conformacionais E e Z das 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas. R = H
(H2AcPh) e R = p-Cl (H2AcpCIPh).

Nos espectros de RMN de *H e 3C{*H} dos complexos de prata(l) apenas um sinal foi
observado para cada hidrogénio e carbono, estando de acordo com a presenca de uma Unica forma
isomérica. Os sinais de N3-H nos complexos em 11,32-11,86 ppm estdo de acordo com a presenca
de ligantes de configuragdo E. Conforme a Figura 3.5 e dados da Tabela 3.3, todos os sinais dos
hidrogénios sofreram alteracdes significativas nos complexos em relagdo a sua posicdo nas
hidrazonas livres.

Os sinais de RMN de *H dos complexos foram atribuidos com a ajuda dos mapas de contornos
COSY (Figura 3.6), nos quais se observam as correlagcdes homonucleares entre hidrogénios vizinhos
por ordem de trés ligacdes (3J *H-1H).
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Figura 3.5 — Espectros de RMN de *H de H2AcpCH3Ph e do complexo [Ag(H2AcpCHsPh)NO3] (2)
registrados em DMSO-ds a temperatura ambiente.
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Figura 3.6 — Expanséo do mapa de contornos COSY (*H-tH) do complexo [Ag(H2AcpCH3sPh)NO3]
(2) registrado em DMSO-des a temperatura ambiente.
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Tabela 3.3 — Atribui¢des, nimero de hidrogénio (n), multiplicidades (M),? constantes de acoplamento (J, Hz) e deslocamento quimico (ppm) dos sinais
de RMN de 'H das 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas e seus complexos de prata(l) (400 MHz), em DMSO-ds.

W H2AcPh 1 H2AcpCHsPh 2 H2AcpCIPh 3 H2AcpNO,Ph 4
Atribuicbes n (1) pLHs (2) p 3) PNO2 4)
zZ E E Z E E
N3-H 1| 15800) 10,90 (s) 11,60(s) 10,90(s) 11,32()  1586(s)  10,96(s) 11,65(s) 11,21(s) 11,86(s)
) ] ] ] ] - ] 7,93(d) ] 8,11(d)
H3 1| 8,01-7,73(m) 8,01-7,73(m) 820-8,01(m)  832-8,05(m)  8,20-7,95(m) 8.26771m) (12700 8,25-7,65(m) (0= 0.00)
H4 1| 829-801(m) 829-801(m) 820-801(m)  805-7.81(m) 820-7.95(m)  826-7,71(m) (J7 fi%) 8.25-7,65(m) (38;12(823)
H5 1| 7.69-720(m)  7,69-7,20m)  7,73-7,60(m)  7,57-7,44(m)  7,62-7,48(m) 7,72-7,27(m)  7,72-7,55(m) 7.47(0) 7,71-7,55(m)
8,62(d) 8,70(d) 8,61(d) 8,59(d)
H6 1| 891(d) 8,66(d) 0= 470) 0= 4d0) 8,54(s) 8,92(d) 8,62(d) 0= 470) 8,64 (d) R
) ] 7,92(d) ] ] - ] 8,10(d) ] 8,11(d)
H10,H14 2| 8017.73(m) 8017.73m)  TCG 8,05-7,81(m)  7,89-7,69(m) 82677UM) (1550 8,25-7,65(m) (0= 9.00)
7,54(d) 7,54(d) 7,55(t) 7,40(d) ] - ] ] 8,33(d)
HILHI3 2| ;2700 05742 05 690) 070  738723m) 7.60(d)  7,72-7.55(m)  8,50-8,25(m) 0= 800)
H12 1| 7.69-7,290m)  7,69-7,29(m)  7,73-7,60(m) - - - - - - -
H15 3 2,49(s) 2,46(s) 2,61(s) 2,46(s) 2,59(s) - 2,47(s) 2,61(s) 2,50(s) 2,63(s)
H30 3 - - - 2,57(s) 2,36(s) - - - - -
R=H, I[2AcPh 4 = o(H2AcPhNO;
CH;, 112AcpClL:Ph 57 N3 : gﬁj, H\\fggi\ﬂgﬂf)&] @)
Cl, T12AcpCIPh | 2 CH Cl, [Ag(H2AcpCIPh)NO;] (3)
NO:, [12AcpNOPh 6 N/ 7 3 NO., [Ag(H2AcpNOPH)NOs] (4)
1 ?'LI\
L__‘Ag/ SNH
14 / R 14
13 0= ™0 0 2 13
30 10 30

12
" R

12°R

20s desdobramentos dos sinais H3, H5 nos ligantes seriam dupletos, no entanto devido a sobreposicao de sinais sdo observados apenas multipletos;
M = (s) simpleto; (d) dupleto; (t) tripleto; (m) multipleto.

— Auséncia de sinal
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De forma semelhante, todos os sinais dos carbonos sofreram alteragdes significativas nos
complexos em relacdo a sua posicao nas hidrazonas livres. A Figura 3.7 mostra, como exemplo, 0
espectro de RMN de BC{'H} de H2AcpCIPh em comparacio com o seu complexo
[Ag(H2AcpCH3Ph)NO3] (2). Os sinais atribuidos aos carbonos C8 (C=0), C7 (C=N) e C2, C3, C4,
C5 e C6 (anel piridinico) sofrem deslocamentos quimicos significativos, indicando que a coordenagao
das hidrazonas ao centro metalico ocorre através do sistema quelante Npy-Nimina-O. Os subespectros
DEPT 135 auxiliaram a caracterizacdo registrando os sinais atribuidos aos carbonos metilénicos e
carbonos ligados a apenas um hidrogénio.

cit, i3

c6 C4

Cc2
Cco

Ci2
C7

ce C11, C13

Cl10, C14

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

Figura 3.7 — Espectros de RMN de 3¥C{!H} de H2AcpCHsPh e do complexo
[Ag(H2AcpCH3Ph)NO3] (2) registrados em DMSO-ds a temperatura ambiente.

Os sinais dos carbonos hidrogenados, foram atribuidos pela analise das correlagdes
heteronucleares, 1J *H-13C, registradas via mapas de contornos obtidos pela técnica de HMQC (Figura
3.8), onde se observam as correlacdes entre carbonos e hidrogénios diretamente ligados. Para analise
dos carbonos quaternarios foram utilizados os experimentos de HMBC (Figura 3.9), que permite
determinar as correlagGes heteronucleares entre hidrogénios e carbonos em maior distancia, tais
como, 2J 1H-13C, 3] TH-BC e até 4J H-13C.1213 As atribuicbes de todos os sinais identificados nos
espectros de RMN de *C{*H} para os compostos estdo apresentados na Tabela 3.4.

2R. M. Silverstein, F. X. Webster, D. J. Kiemle, Identificacdo Espectrométrica de Compostos Organicos. Editora LCT,
72 edicdo, 2006.

13Y. Vasavi, N. Parthiban, D. S. Kumar, D. Banji, N.Srisutherson, S. Ghosh, M. V. K. Chakravarthy, Int. J. PharmTech
Res. 3 (2011) 1410-1422.
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Figura 3.9 — Expansdo do mapa de contornos HMBC do complexo [Ag(H2AcpCH3Ph)NOs] (2)
registrados em DMSO-des a temperatura ambiente.

47



Capitulo 3

Tabela 3.4 — Atribuicdes e deslocamento quimico (ppm) dos sinais de RMN de *C{*H} e DEPT 135 das 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas e seus
complexos de prata(l) (400 MHz), em DMSO-de.

AtribuicBes DEPT® H2AcPh Q) H2AcpCHsPh 2 H2AcpCIPh 3) H2AcpNOzPh 4)
Z E E Z E E
C2 — 152,4 155,0 152,5 155,5 151,7 154,9 150,8 154,7 150,9 152,4
C3 1 1247 120,2 123,9 120,6 123,1 120,2 124,0 120,4 124,0 1247
C4 0 138,6 136,4 139,0 136,9 138,4 136,5 139,0 136,6 139,0 138,6
C5 1 1247 123,9 126,0 124,4 125,5 124,2 126,1 124,2 126,2 1247
C6 1 147,6 148,5 150,5 147,9 149,9 148,5 150,5 148,5 150,4 147,6
C7 — 144.,6 143,4 152,6 148,9 152,4 144,3 1529 149,1 153,9 144,6
C8 — 164,0 162,4 165,9 163,8 165,4 163,1 164,9 162,6 164,3 164,0
C9 — 131,9 1314 132,7 1314 130,0 1325 1314 134,0 138,5 131,9
C10,C14 1 128,1 128,1 128,2 128,6 128,1 129,9 130,2 129,5 129,8 128,1
C11,C13 1 128,1 128,1 128,5 129,1 128,8 128,1 128,6 123,3 123,5 128,1
Ci12 — 133,2 133,8 132,4 141,9 142,3 138,1 137,3 139,6 149,5 133,2
C15 1 12,4 22,0 14,5 12,8 14,0 12,5 14,6 12,8 14,7 12,4
C30 1 — - - 214 21,0 - - - - -
Tl NP O TN
Cl,  I12AcpCIPh I ., 18 CL  [Ag(H2AcpCIPhNO;] (3)
NO:, [12AcpNO-Ph 6 N/ 7 -CHs NOz, [Ag(H2AcpNO:Ph)NO;] (4)
1 1 zl\l
f) ““'Ag\/ 3NH
A 13 04N‘-0/ o 8 13

21 (conversao no DEPT 135 para CH e CHa)

— Auséncia de sinal

48



Capitulo 3

3.1.3. Espectrometria de Massas com lonizagédo por Electrospray

O comportamento em solu¢do dos complexos de prata(l) foi investigado atraves da
espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray (ESI-MS), em modo positivo, sendo
fundamental para a compreensao das estruturas elucidadas. A andlise dos espectros de massas dos
complexos (1-4) mostrou a presenca de duas espécies catidnicas [Ag(HL)]" e [Ag(HL).]*, indicando
novamente uma possivel descomplexacdo do ion nitrato com formacgdo de AgNOs e complexos 1:2
[Ag(HL)2]" durante a ionizacdo (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 — Relacdo massa/carga (m/z) das espécies encontradas nos espectros de massas dos
complexos de prata(l) (1-4)

Espécies catidnicas (m/z)?

Massa molar
Compostos (g mol) - -
[AgHL] [Ag(HL):]
[Ag(H2AcPh)NO3] (1) 409,15 347,9977 (348,0101) 587,1149 (587,1162)
[Ag(H2AcpCHsPh)NOs]  (2) 423,17 360,0142 (360,0260) 615,1456 (615,1476)
[Ag(H2AcpCIPh)NO3] (3) 443,59 381,9577 (381,9705) 655,0371 (655,0371)
[Ag(H2AcpNO2Ph)NOs]  (4) 454,14 390,9882 (390,9954) 677,0851 (677,0864)

aexperimental; (calculado)
HL = H2AcPh; H2AcpCH3sPh; H2AcpCIPh; H2AcpNO-Ph.

A Figura 3.10A mostra, como exemplo, o0 espectro de massas do complexo
[Ag(H2AcpCH3Ph)NOz3] (2). Observou-se que a espécie de maior abundancia relativa em solucéo foi
[Ag(H2AcpCH3Ph)2]* com m/z igual a 615,1456. Ao compararmos o padréo isotopico experimental
com o tedrico de ambas as espécies catidnicas foram observados padrées isotopicos com valores de
m/z equivalentes. Conforme mostrado nas Figuras 3.10B e C, as espécies [Ag(H2AcpCH3sPh)]* e
[Ag(H2AcpCH3Ph)2]*™ apresentaram valores de m/zexperimentaly iguais a 360,0142 e 615,1456 e
M/Z tesrica) de 360,0261 e 615,1476, respectivamente.
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Figura 3.10 — A) Espectros de massas (ESI, modo +) de [Ag(H2AcpCH3Ph)NO3] (2) registrados na
faixa de 100 a 800 m/z. Comparacédo entre 0 padréo isotdpico experimental e tedrico das espécies
cationicas B) [Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]" e C) [Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)2]".
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3.1.4. Cristalografia por difracéo de raios X

Monocristais dos complexos [Ag(H2AcPh)NOs] (1), [Ag(H2AcpCHzPh)]JNOz (2a),
[Ag(H2AcpCIPh),JNO3 (3a) e [Ag(H2AcpNO2Ph)(H20)(NO3)] (4a) adequados para a anélise
estrutural por difracdo de raios X foram obtidos em temperatura ambiente a partir da evaporacéo lenta
da solucdo-mée procedente das sinteses de (1-4).

As estruturas cristalograficas dos complexos e numeracgéo utilizada sdo mostradas na Figura
3.11. Os resumos da colec¢éo de dados e dos refinamentos para 0s compostos estdo apresentados na
Tabela 3.6. As distancias e angulos de ligacdo dos complexos (1-4a), juntamente com os dados das
hidrazonas H2AcPh e H2AcpCIPh para comparagéo, estdo apresentados na Tabela 3.7. As interagdes
de hidrogénio presentes nas estruturas (1-4a) estdo apresentadas na Tabela Al (anexo).

2y N4 02 Olw

Figura 3.11 — Projecdo ORTEP dos complexos [Ag(H2AcPh)NOz] (1), [Ag(H2AcpCH3Ph)2]NOs
(2a), [Ag(H2AcpCIPh)2]JNOs (3a) e [Ag(H2AcpNO2Ph)(H20)(NOs)] (4a) com elipsoides em nivel
de probabilidade de 50%.
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Tabela 3.6 — Dados cristalograficos e de refinamento das estruturas dos complexos [Ag(H2AcPh)NOs] (1), [Ag(H2AcpCH3Ph)2]NOs3 (2a),

[Ag(H2AcpCIPh)2]NO3 (3a) e [Ag(H2AcpNO2Ph)(H20)(NO3)] (4a).

Compostos (1) (2a) (3a) (4a)

Férmula molecular C14H13N4O4Ag C30H30N705Ag C28H24CI2N705Ag C14H14N507Ag

Massa molecular (g mol™?) 409,15 676,48 717,31 472,17

Temperatura (K) 270(2) 270(2) 270(2) 270(2)

Sistema cristalino Monoclinico Triclinico Triclinico Monoclinico

Grupo espacial P 2i/n P-1 P-1 P 2:/c

Parametros da célula unitaria

a(A) 6,7603(7) 8,4416(6) 8,2925(4) 7,2535(4)

b (A) 13,0051(7) 12,9864(5) 13,1239(7) 13,2543(7)

c(A) 16,5751(9) 14,7636(6) 14,7518(7) 17,9111(8)

a () 90 112,115(4) 112,238(5) 90

B () 97,889(7) 99,194(4) 98,638(4) 99,214(4)

v (©) 90 95,337(4) 96,159(4) 90

a(A) 1443,46(19) 1459,23(14) 1445,35(13) 1699,76(15)

Numero de féormulas elementares (Z) 4 2 2 4

Densidade calculada (Mg m™) 1,883 1,540 1,648 1,845

Coeficiente de absor¢do (mm™) 1,424 0,743 0,934 1,237

F(000) 816 692 724 944

Dimensao do cristal (mm) 0,21 x 0,06 x 0,06 0,39 x 0,19 x 0,08 0,43 x 0,13 x 0,05 0,36 x 0,09 x 0,07

Intervalo de 6 (°) 2,0-26,4 2,5-26,4 2,5-26,4 1,9-29,5
-8§<h<8 -10<h<9 -10<h<10 -10sh<9

Intervalo de indices -l16<k<15 -l16<k<16 -16<k<16 -18<k<15
-220<1<20 -18<1<18 -18<1<18 24<1<24

Reflecdes coletadas 12186 12718 22505 13375

Reflexdes unicas [Rint] 2968 [0,0762] 5972 [0,0283] 5925 [0,0521] 4195 [0,0325]

Integridade para 6 =25.242° (%) 100 99,9 99,9 100

Dados/restri¢es/parametros 2968/0/209 5972/12/420 5925/12/388 4195/3/ 251

Qualidade de ajuste (S) 1,079 1,032 1,037 1,023

indices de R final [I >26(I)] R: = 10,0625, R: =0,0293, R1=0,0452, R; =0,0623,
WR; = 0,1508 WR; = 0,0655 WR; = 0,1024 WR, = 0,1419

indices de R (todos os dados) R:=0,1019 R1 = 0,04009, R:1 = 0,0735, R: = 0,0932,
WR; =0,1764 wR; = 0,0708 WR; = 0,1204 WR. = 0,1617

Apmax. € Apmin. (€A3) 1,562 e -0,668 0,276 e -0,441 1,149 e -0,796 2,549 ¢ -0,894

CCDC 1582668 1582669 1582670 1582671
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De acordo com a Tabela 3.6, os complexos (1) e (4a) cristalizaram em sistemas cristalinos
monoclinicos e grupo especial P 2:/n e P 2i/c, respectivamente, enquanto que as estruturas dos
complexos (2a) e (3a) pertencem ao sistema cristalino triclinico, ambos de grupo especial P -1. As
células unitarias de (1) e (4a) possuem quatro formulas moleculares (Z = 4) e para (2a) e (3a) sdo
observadas apenas duas formulas moleculares (Z = 2).

Os cristais de (1) e (4a) contém uma molécula de hidrazona na sua forma neutra coordenada
a prata(l) juntamente com um ion nitrato. Em (4a) podemos ainda observar uma molécula de 4gua na
esfera de coordenacdo do centro metalico. Em (2a) e (3a) duas moléculas de hidrazona neutra estdo
ligadas a0 metal e um nitrato estd presente como contra-ion. Assim, além do complexo 1:1
[M(HL)NOs3], também foram formados complexos do tipo 1:2 [M(HL)2]JNOs provenientes das
sinteses de (2) e (3) (Figura 3.11).

Conforme apresentado na Tabela 3.7, a comparacdo das distancias de ligacdo entre o ligante
H2AcPh!* e 0 complexo (1) e de H2AcpCIPh® e o complexo (3a) revelaram mudangas significativas
apos a coordenacdo das hidrazonas a prata(l). Em (2a) e (3a) é possivel observar que a distancia de
ligacdo Ag1-01 [2,5923(16) A (2a) e 2,619(3) A (3a)] é muito mais curta em relagdo a distancia de
Ag1-011 [3,0224(17) A (2a) e 3,028(3) A (3a)]. As distancias de Agl-O11, mencionadas acima, s&o
ligeiramente mais longas do que as distancias de Ag-O entre 2,3-2,6 A encontradas na literatura, mas
sdo significativamente mais curtas que a soma dos raios de van der Waals da prata e do oxigénio igual
a 3,24 A (raios de van der Waals para Ag = 1,72 A e O = 1,52 A).1® Na verdade, esse fato sugere que
ocorre uma interacdo fraca entre O11 e o centro metalico em ambos os complexos.

Nos complexos (1) e (4a), as distancias de ligagdo de Agl-0O1 [2,564(4) A (1) e 2,629(4) A
(4a)] e Ag1-03 [2,692(6) A (1) e 2,665(4) A (4a)] sdo bem maiores do que as distancias de Ag1-02
[2,384(6) A (1) e 2,488(5) A (4a)]. Assim, em (1) e (4a) sdo observadas interacdes mais fracas entre
Ag(l) e O1 da hidrazona e O3 do ion nitrato do que entre a Ag(l) e o0 O2 do ion nitrato. Este efeito
provavelmente explica as condutividades molares relativamente altas dos complexos (1-4), que
podem ser devidas a liberacdo do ion nitrato, fracamente coordenado ao centro metalico, em solucéo.
Interessantemente, em (4a) a distancia de ligagdo Ag1-Olw de 2,359(4) A é muito mais curta do que
as demais distancias de Ag-0O, sugerindo uma maior afinidade da Ag(l) pelo oxigénio da agua.

14, Patole, U. Sandbhor, S. Padhye, D.N. Deobagkar, C.E. Anson, A. Powell, Bioorganic Med. Chem. Lett. 13 (2003)
51-55.

5E.D.L. Pilé, A.A. Recio-Despaigne, J.G. Da Silva, I.P. Ferreira, J.A. Takahashi, H. Beraldo, Polyhedron. 97 (2015)
30-38.

1H.-L. Hsiao, C.-J. Wu, W. Hsu, C.-W. Yeh, M.-Y. Xie, W.-J. Huang, J.-D. Chen, CrystEngComm. 14 (2012) 8143
8152.
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Em (1-4a), todas as distancias de ligacio de Ag-N e Ag-O (2,3-2,4 A e 2,3-26 A,
respectivamente), e as interacdes Ag-O (2,6-2,7 A) e Agl--011 (cerca de 3,0 A) sdo comparaveis

com as distancias relatadas para complexos analogos de prata(l).1"1°

As diferencas nos angulos de ligacao entre (1) e (4a) resultam da presenca de uma molécula
de agua adicional em (4a). De fato, os &ngulos N2-Ag1-O2 sdo 118,97(18)° (1) e 120,45(13)° (4a) e
02-Agl-01 séo 85,17(15)° (1) e 90,81(15)° (4a) (Tabela 3.7).

Tabela 3.7 — Distancias de ligacdo (A) e angulos (°) selecionados para 0s complexos
[Ag(H2AcPh)NO3] (1),
[Ag(H2AcpNO2Ph)(H20)(NO3)] (4a) juntamente com dados para H2AcPh e H2AcpCIPh.

[Ag(H2AcpCHsPh);]NO3

(2a),

[Ag(H2AcpCIPh),]NO3 (3a) e

Distancias (A)  H2AcPh* (1) (2a) H2AcpCIPh® (3a) (4a)
N1-C2 1,325(3) 1,350(8)  1,344(3) 1,3345(19) 1,343(5)  1,342(6)
C2-C7 1,487(2) 1,494(8)  1,492(3) 1,4900(18) 1,496(6)  1,491(7)
C7-N2 1,264(3) 1,280(7)  1,282(3) 1,2860(18) 1279(5)  1,278(6)
N2-N3 1,375(2)  1,369(7)  1,377(2) 1,3810(15) 1,380(4)  1,369(6)
N3-C8 1,347(3) 1,365(8)  1,367(3) 1,3590(17) 1,364(5)  1,359(6)
C8-01 12192)  1,219(7)  1,219(3) 1,2260(16) 1,219(4)  1,217(6)
Agl-N1 - 2,338(5)  2,3709(19) - 2,372(3)  2,378(4)
Agl-N2 - 2,378(5)  2,3930(16) - 2,401(3)  2,372(4)
Agl-01 - 2,564(4)  2,5923(16) 2,619(3)  2,629(4)
Agl-02 - 2,384(6) - - - 2,488(5)
Agl-03 - 2,602(6) - - - 2,665(4)
Agl-N4 - - 2,3631(17) - 2,371(3) -

Agl-N5 - - 2,3565(17) - 2376(3) -
Agl-01W _ — — — — 2,359 (4)
Angulos (°) H2AcPh'* (1) (2a) H2AcpCIPh® (3a) (4a)
C2-C7-N2 1145(1) 114,2(5)  11523(19) 115,12(12) 1154(3)  115,8(4)
C7-N2-N3 119,0(1) 120,0(5)  118,86(18) 116,22(11) 118,6(3)  119,5(4)
N2-N3-C8 117,0(1) 118,1(5)  117,51(16) 117,89(11) 117,7(3)  118,0(4)
N3-C8-01 123,3(2) 122,3(5)  121,82(19)  123,28(13) 122,2(4)  122,8(5)
N1-Agl-02 - 118,35(19) - - - 116,77(14)
N1-Agl-O1 - 133,45(16) 132,39(6)  — 132,01(10)  132,60(13)
N2-Agl-O1 - 65,27(15)  64,15(5) - 63,82(10)  64,23(12)
N2-Agl-02 - 118,97(18) - - - 120,45(13)
02-Agl-01 - 85,17(15) - - - 90,81(15)
N1-Agl-03 - 92,69(18) - - - 93,85(14)
N2-Agl1-03 - 150,62(18) — - - 152,95(14)
02-Ag1-03 . 49,84(16)  — — - 48,33(13)

17J.A. Liu, Q. Li, M.M. Wang, H. Wang, G.Q. Gan, Y. Qu, Z.D. Lin, Transit. Met. Chem. 35 (2010) 507-511.
187, Xiao, M. Wen, C. Wang, X. Huang, Acta Cryst. C71 (2015) 258-261.

19J.-L. Du, X.-L. Zhu, P. Li, Acta Cryst. C68 (2012) m281-m283.
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3.2. Avaliagéo da atividade antifungica

Com o intuito de avaliar a a¢do antifungica das hidrazonas livres, complexos (1-4), nitrato de
prata e agentes antifingicos de uso clinico (nitrato de miconazol e nistatina) foram realizados ensaios
de triagem microbioldgica, conforme procedimento descrito no capitulo 2 (se¢do 2.4.1). Nessa etapa,
os compostos foram investigados na concentragio de 250 pg mL™* e apenas os compostos que foram
capazes de inibir o crescimento antifungico acima de 80% foram submetidos a determinacdo da
concentracdo inibitdria de 50% do crescimento dos fungos (Clso) através do método de microdiluigéo.

Na Tabela 3.8 sdo apresentados os valores de Clso dos compostos frente as espécies de
Candida e fungos filamentosos. Os resultados mostram que a acdo antifingica das hidrazonas
melhorou significativamente frente a Candida com a complexacdo, exceto nas espécies de Candida
lusitaniae. Observou-se ainda que nas espécies de Candida dubliniensis os complexos
[Ag(H2AcpCIPh)NO3z] (3) e [Ag(H2AcpNO2Ph)NO3z] (4) apresentaram menores valores de Clsg
(14,5 e 13,9 UM, respectivamente). Porém, para todas as cepas de Candida os valores de Clsg exibidos
pelos complexos (1-4) foram bem superiores aos valores encontrados para os agentes antifingicos,
nitrato de miconazol e nistatina. Embora nenhum dos compostos estudados tenha se revelado mais
ativo do que os farmacos de controle frente espécies de Candida, alguns compostos demonstraram
ser tdo ativos quanto a nistatina contra os fungos filamentosos (Tabela 3.8). O ligante H2AcpCH3Ph
foi tdo ativo como a nistatina contra Aspergillus niger e Penicillium citrinum, e mais ativo que a
nistatina contra Aspergillus parasiticus. Além disso, H2AcpCIPh (Clsg = 19,9 uM) mostrou-se muito
mais potente que a nistatina (Clso = 76,0 uM) contra A. parasiticus. Em alguns casos, 0s complexos
provaram ser mais ativos que as hidrazonas livres. A melhor acdo antifingica foi observada para o
complexo [Ag(H2AcpCH3Ph)NOs] (2) que foi mais ativo que a nistatina contra A. niger (Clso = 6,1
uM), A. parasiticus (Clso = 34,9 uM) e P. citrinum (Clso = 17,1 uM). Adicionalmente, o complexo
[Ag(H2AcpNO2Ph)NO3z] (4) apresentou efeito antifingico similar & nistatina contra P. citrinum. Por
outro lado, o nitrato de prata exibiu atividade antimicrobiana contra alguns dos fungos sob
investigacao, mas foi menos ativo que a nistatina contra todas as espécies, exceto para as cepas de P.
citrinum. Em diversos casos, a complexacdo das hidrazonas resultou no aumento da acao antifungica.

Em relacéo as estruturas das 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas, nao foi possivel identificar
uma influéncia significativa do grupo substituinte na atividade anti-Candida, no entanto, o complexo
[Ag(H2AcpCH3Ph)NO3] (2), que contém pCHz como substituinte, apresentou uma agéo antifungica
superior aos demais complexos contra os fungos filamentosos. Esse fato nos permite sugerir que o
complexo (2) possivelmente apresente uma maior capacidade em ligar-se ao ergosterol nas
membranas celulares fungicas ou até mesmo de inibir as enzimas responsaveis pela biossintese do
ergosterol.
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Tabela 3.8 — Atividade antifingica (Clso) de 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas, complexos de prata (I) (1-4), nitrato de prata e agentes
antifungicos (nitrato de miconazol e nistatina) frente as espécies de Candida e fungos filamentosos.

Clso (M) £ DP?

Compostos Candida Candida Candida Candida Aspergillus  Aspergillus  Aspergillus Penicillium
dubliniensis  glabrata lusitaniae tropicalis flavus niger parasiticus citrinum
H2AcPh 785+3,9 - 478+17 - 48,6 £4,7 452 +6,4 — 725+0,2
[Ag(H2AcPh)NO:s] (1) 40,7+34 52,8+3,0 29,1+22 452+18 12,4+ 1,3 20,1+12 61,2+0,4 39,8+7,8
H2AcpCHsPh 66,5+ 1,3 > 246 316+0,7 >246 236+1,0 16,6+ 2,0 436+54 334+53
[Ag(H2AcpCHsPh)NOs] (2) 44,3+5/4 443+12 33,7+30 60,7+0,1 10,5+0,5 6,1+19 349+0,6 17,1+0,4
H2AcpCIPh 16,7 £ 0,7 102,8 +0,1 139+0,8 1641+20 >28 47,5+ 3,2 199+21 441+13
[Ag(H2AcpCIPh)NOs] (3) 145+2,1 42,1+£20 202+26  405+26 41,4+4,0 22,9+52 83,4+4,0 > 35
H2AcpNO2Ph 22,7+0,1 77,027 173+0,4 99,0177 421 +17 47,7+3,8 > 27 53,9+4,0
[Ag(H2AcpNO2Ph)NOs] (4) 139+16 52,6 £55 175+38 50,8+5,0 329+12 21,7+6,4 > 68 31,6 2,7
AgNO; >11 64,2+22 208+18 40,3+x10 20,1+3,5 >11 > 183 24,6 +3,0
Nitrato de miconazol 1,6+0,5 195+45 <6,2x10° 3,6+0,3 <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
Nistatina 4,4+0,8 1,9+0,.2 53+0,8 79+0,7 48+3,8 150+1.1 76,0+ 1,1 30,7+1,2

2 Clso = Concentragdo inibitoria de 50% do crescimento dos fungos;

DP = Desvio padréo;

— Néo inibe o crescimento de fungos acima de 80% a 250 pg mL™.
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3.3. Estudo de relacdes estrutura-atividade (SAR)

Para o estudo de relagdes estrutura-atividade (SAR) dos ligantes e seus complexos (1-4) foram
realizados calculos teoricos para identificar os possiveis parametros estruturais e estéreo-eletronicos
que possam estar envolvidos no mecanismo de agdo antifungica desses compostos. As propriedades
fisico-quimicas calculadas neste estudo foram as energias dos orbitais HOMO e LUMO, momento
de dipolo (), coeficiente de particdo octanol-agua (logP), area superficial (A.S) e 0 volume molecular
(V) (Tabela A2 em anexo).

As energias do HOMO e LUMO estdo relacionadas ao potencial de ionizacdo e afinidade
eletronica, respectivamente. As diferencas de energia (AE) entre os orbitais de fronteira HOMO e
LUMO estdo associadas a estabilidade e reatividade das moléculas. A energia do HOMO esta
intimamente relacionada a susceptibilidade ao ataque eletrofilico, enquanto a energia do LUMO esta
intimamente relacionada a susceptibilidade ao ataque nucleofilico. O momento de dipolo pode
fornecer informacdes sobre hidrofobicidade/hidrofilicidade e logP é frequentemente usado como
medida de lipofilicidade dos compostos, 0 que estd associado a capacidade de uma molécula
atravessar a membrana celular. A area superficial pode oferecer informacgdes sobre caracteristicas
espaciais necessarias para interagdes entre farmaco e o alvo biolégico.?

Todos esses parametros foram correlacionados com os valores de Clso da atividade antifangica
dos compostos. Para cada espécie de fungo foram construidas matrizes de correlacdo considerando
as propriedades apenas dos ligantes livres (isbmeros Z e E), apenas dos complexos (1-4) e dos ligantes
e complexos (1-4) em conjunto. Inicialmente, os céalculos para os complexos foram realizados em
fase gasosa e assumindo que o ion nitrato (NO3z") estaria coordenado ao 4&tomo de prata. No entanto,
as propriedades calculadas ndo exibiram nenhum tipo de correlacdo com os dados bioldgicos. As
correlacdes com os dados bioldgicos foram obtidas apenas quando os calculos foram realizados em
agua, utilizando o modelo PCM e assumindo que o ion nitrato deixa a esfera de coordenacao do metal
apos a solvatacdo. Portanto, todas as propriedades calculadas para os complexos neste trabalho foram
obtidas em solucdo aquosa e na auséncia do ion nitrato. As matrizes de correlacdo envolvendo os
pardmetros estéreo-eletronicos e os valores de Clsp estdo disponiveis nas Tabelas A3-A12 (Anexo).

Os principais parametros estéreo-eletronicos (EHomo, M and logP) e os valores de Clso dos
compostos frente aos fungos investigados estéo apresentados na Tabela 3.9.

20G.L. Parrilha, R.P. Dias, W.R. Rocha, I.C. Mendes, D. Benitez, J. Varela, H. Cerecetto, M. Gonzélez, C. M.L. Melo, J.
K.A.L. Neves, V. R.A. Pereira, H. Beraldo, Polyhedron. 31 (2012) 614-621.
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Tabela 3.9 — Parametros estéreo-eletrénicos (EHomo, M and logP)? e atividade antifingica (Clso)® de 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas e seus

complexos de prata(l) (1-4).

E Clso (ULM)
HOMO M - . - . . - . T
Compostos V) (D) logP Candida  Candida Candida  Candida Aspergillus Aspergillus Aspergillus  Penicillium
dubliniensis  glabrata lusitaniae tropicalis flavus niger parasiticus citrinum
H2AcPh (E) -6,332 4,675 1,98 78,5 - 47,8 - 48,6 45,2 - 72,5
H2AcpCHsPh (E) -6,283 9,332 2,49 66,5 > 246 31,6 > 246 23,6 16,6 43,6 33,4
H2AcpCIPh (E) -6,300 4,139 2,58 16,7 102,8 13,9 164,1 > 28 47,5 19,9 44,1
H2AcpNO2Ph (E) -6,394 6,243 1,92 22,7 77,0 17,3 99,0 42,1 47,7 > 27 53,9
H2AcPh (2) -6,319 9,970 1,98 78,5 — 47,8 - 48,6 45,2 — 72,5
H2AcpCHsPh (2) -6,277 10,108 2,49 66,5 > 246 31,6 > 246 23,6 16,6 43,6 334
H2AcpCIPh (2) -6,350 10,064 2,58 16,7 102,8 13,9 164,1 > 28 47,5 19,9 44,1
H2AcpNO2Ph (2) -6,443 11,325 1,92 22,7 77,0 17,3 99,0 42,1 47,7 > 27 53,9
[Ag(H2AcPh)NOs] (1) -6,894 7,440 2,80 40,7 52,8 29,1 45,2 124 20,1 61,2 39,8
[Ag(H2AcpCH3Ph)NOs] (2) -6,812 7,567 3,27 443 443 33,7 60,7 10,5 6,1 34,9 17,1
[Ag(H2AcpCIPh)NOs]  (3) -6,842 11,170 3,32 145 42,1 20,2 40,5 414 22,9 83,4 > 35
[Ag(H2AcpNO2Ph)NOs] (4) -7,007 15,896 2,76 13,9 52,6 17,5 50,8 32,9 21,7 > 68 31,6

a Célculos realizados em agua, considerando o NOs™ dissociado e utilizando o modelo PCM;
b Clso = Concentracéo inibitéria de 50% do crescimento dos fungos;
— Nao inibe o crescimento de fungos acima de 80% a 250 pg mL™.
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Analisando as hidrazonas livres, os dados mostram que apenas os valores de Clso de A. niger
e C. dubliniensis ndo apresentam nenhum tipo de correlagdo com as propriedades dos ligantes. Os
valores de Clsp para os demais fungos mostram correlagéo principalmente com o logP das hidrazonas
livres, com correlacdes de -0,781 (P. citrinum) e -0,939 (A. flavus).

Os dados para os complexos mostram que embora as atividades contra A. niger e C. tropicalis
ndo exibiram uma correlacdo apreciavel com as propriedades dos complexos, para as outras espécies
foram encontradas boas correlagdes com o momento de dipolo, logP e energia do orbital HOMO. No
entanto, ndo existe uma unica propriedade que se correlacione consistentemente com a atividade
antifungica das diferentes cepas. Por exemplo, boas correlagbes sdo encontradas para o logP com R
=-0,907 e R = 0,993 para P. citrinum e C. glabrata, respectivamente. Os valores de Cls contra C.
glabrata, correlaciona-se bem com a energia do orbital HOMO dos complexos, com R = -0,786. Para
C. lusitaniae e C. dubliniensis foram obtidas boas correlagdes com o momento de dipolo com R = -
0,905 e -0,877, respectivamente.

Quando as propriedades das hidrazonas e dos complexos sdo analisadas em conjunto, boas
correlagdes sdo encontradas para cepas de P. citrinum (R =-0,869 para logP), C. tropicalis (R = 0,905
para a energia do HOMO) e C. glabrata (R = 0,906 para a energia do HOMO).

Como mencionado, os parametros estéreo-eletrdnicos correlacionam-se de forma diferente
para cada espécie flngica e ndo permitem uma conclusdo geral. No entanto, quando os dados das
hidrazonas e dos complexos foram analisados em conjunto, observou-se que as atividades
antifangicas contra as espécies de Candida se correlacionam bem com a energia do orbital HOMO,
sugerindo que um ataque eletrofilico externo a esses compostos ou uma doacgdo de elétrons desses
compostos para o alvo biolégico podem estar envolvidos no mecanismo de acdo. Conforme
apresentado na Figura 3.12, o orbital HOMO dos complexos estd localizado principalmente nos
ligantes, com uma pequena participacdo dos orbitais d do atomo de prata. Portanto, o ataque
eletrofilico, se ele realmente ocorre, provavelmente acontece quando o ligante esta coordenado ao
metal. Por outro lado, para as espécies de Aspergillus e Penicillium, as atividades antifungicas se
correlacionam razoavelmente bem com o logP. Assim, a lipofilicidade dos compostos, geralmente
associada a capacidade de atravessar as membranas bioldgicas, pode ser responsavel pelo mecanismo
de acéo.
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3 4)
Figura 3.12 — Representacdo dos orbitais HOMO para os complexos de prata(l) (1-4).

3.4. Avaliacdo da atividade citotoxica contra células de melanoma e melandcitos murino

Os compostos também foram avaliados em linhagens de células de melanoma metastético
(B16F10) e melandcitos ndo-tumorigénicos (Melan-A) de camundongos. Estudos preliminares foram
realizados com os compostos (10 pM) e apenas o ligante H2AcpNO2Ph e o complexo
[Ag(H2AcpNO2Ph)NO3] (4) exibiram percentagem de inibig&o da proliferagdo celular inferior a 50%,
ndo sendo determinados seus valores de Clso.

Os efeitos citotoxicos dos compostos contra células B16F10 estdo apresentados na Figura
3.13A. O nitrato de prata apresentou acdo antiproliferativa em altas concentragdes, com valor de Clso
= 75,4 UM. As hidrazonas exibem em geral uma pronunciada acdo citotoxica contra células B16F10,
sendo mais ativas que a cisplatina. No entanto, essa acdo citotoxica é comparavél a seus complexos
de prata(l) (1-3), indicando que a complexacdo ndo foi uma boa estratégia para o aumento da
citotoxicidade.

Interessantemente, nos ensaios com células sadias (Melan-A), apresentados na Figura 3.13B,
0 complexo [Ag(H2AcpCH3Ph)NOs] (2) mostrou uma diminuicdo da citoxicidade (Clso = 15,4 uM)
em relacdo a seu ligante H2AcpCHsPh (Clso = 9,7 uM). Além disso, foi possivel obter um indice de
seletividade mais elevado para o complexo (2) (IS = 14) em comparacdo ao ligante (IS = 6). Esses
resultados evidenciam que a estratégia da coordenacdo de H2AcpCHsPh a prata(l) resultou numa
maior seletividade para células tumorais de melanoma ao invés de células sadias de melanaocitos.

60



Capitulo 3

A)
H2AcPh

Clso= 1,3 uM

so-J- I O - - - - -

F DNV e
o\‘e Qe NN
[ea

[Ag(H2AcPh)NO;] (1)

100 Clso= 1.1 uM

%o viabilidade celular

B)

H2AcPh
Clso = 80,9 uM

&
&
(ﬁé

@‘“‘“-‘"\‘h“\@

[Ag(H2AcPh)NOs] (1)
CIs0=10,3 uM

100-

% viabilidade celular

B16F10

H2AcpCH;Ph

100 CIso = 2,5 p.M

Fa NV ee e
&

H2AcpCIPh

100%

100 CIsu = 1,6 [,J.M

SO N -

[Ag(H2AcpCIPh)NO;] (3)

CISU = 1,0 HM

S Y rs e

c@\
(nM)
Melan-A
H2AcpCH3Ph H2AcpCIPh
- Clo=97uM Clso = 54.7 M

70%

“Q\€“> AT T B -EN) S @
&
¢

[Ag(H2AcpCHsPh)NO;] (2)

100

Clso= 15,4 uM

& -
S > vosoe
&

o

)
SN

[Ag(H2AcpCIPh)NO;] (3)

Clso = 10,0 pM

IR RN
&

(M)

Cisplatina

Clso = 10,0 pM

50%
so I S B

0

RS
RO RN

&

AL IR

AgNO3
Clso = 75,4 pM

Cisplatina
Clso > 100 uM
100.
50
0.
S v L RS
&
AgNO;
Clso = 59,9 uM
100

Figura 3.13 — Atividade citotoxica das 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas, complexos (1-3), AgNO3

e cisplatina contra as linhagens celulares A) B16F10 (melanoma murino metastatico) e B) Melan-A

(melandcitos murino ndo-tumorigénicos). As células foram tratadas com concentragdes dos

compostos de 0,1-100 uM por 72 h e a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio colorimétrico

do MTT. Os valores sdo expressos como a média = desvio padrdo (n = 6) de percentagem de
viabilidade celular em comparacdo com o controle (RPMI 1640 com 10% de FBS e DMSO 1%).
*QOs valores de desvio padréo (DP) foram menores do que 0,02.
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3.5. Avaliagdo da interacdo dos complexos de prata(l) com biomoléculas
3.5.1. Interacdo com albumina sérica humana (HSA)

Como ja sabemos, as albuminas séricas sdo proteinas muito abundantes no plasma sanguineo
e estdo envolvidas principalmente no transporte de farmacos para seus alvos bioldgicos. Embora
existam varios sitios de ligacdo possiveis na HSA, sugeriu-se que a maioria dos agentes
quimioterapicos se liga ao sitio | (localizado no subdominio I1A) e ao sitio Il (localizado no
subdominio I111A).# As interacBes no sitio | podem ser evidenciadas in vitro investigando as
propriedades fluorescentes do residuo triptofano (Trp-214) presente no subdominio IIA. A HSA
apresenta uma fluorescéncia intrinseca quando excitada a 295 nm com forte emissao na regido de 342
nm devida principalmente a presenca de Trp-214.222% A reducéo das intensidades de fluorescéncia
esta associada a mudancas na natureza do microambiente da proteina. A supressdo da fluorescéncia
pode ser induzida por diferentes processos como reagdes no estado excitado, rearranjos moleculares,
transferéncia de energia, formacdo de complexo no estado fundamental (mecanismo estatico) e
colisBes moleculares (mecanismo dinamico).?*

Nesse contexto, utilizando-se da técnica de espectroscopia de fluorescéncia foi investigada a
capacidade dos complexos (1-4) em interagir com a biomolécula. A Figura 3.14A apresenta 0S
espectros de fluorescéncia de HSA na auséncia e presenca de concentracOes crescentes do complexo
(2). Observou-se que com o0 aumento da concentracdo do complexo (2) as intensidades de
fluorescéncia sofreram uma reducdo, acompanhada por um deslocamento hipsocromico de 342 nm
para 334 nm em 298K. Essas varia¢fes de intensidades indicam que o microambiente proximo ao
residuo de Trp-214 se tornou mais hidrofébico devido a formagéo do sistema complexo(2)-HSA.?°
Os espectros dos demais complexos exibiram mudancas nas intensidades de fluorescéncia
semelhantes ao complexo (2) nas diferentes temperaturas.

21G. Sudlow, D. J. Birkett, D. N. Wade, Mol. Pharmacol. 11 (1975) 824-832.

225, Bobone, M. Van de Weert, L. Stella, J. Mol. Struct. 1077 (2014) 68-76.

23U.K. Komarnicka, R. Starosta, A. Kyziot, M. Plotek, M. Puchalska, M. Jezowska-Bojczuk, J. Inorg. Biochem. 165
(2016) 25-35.

24M. Dustkami, H. Mansouri-Torshizi, Int. J. Biol. Macromol. 99 (2017) 319-334.

25, Naveenraj, S. Anandan, J. Photochem. Photobiol. C: Photochem. Rev. 14, (2013) 53-71.
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Figura 3.14 — A) Espectros de fluorescéncia de HSA (1,84 UM, Aem = 342 nm) na auséncia (linha
preta) e presenca (linhas coloridas) de quantidades crescentes de [Ag(H2AcpCH3Ph)NOs] (2) a 298
K. As setas indicam as mudancas ocorridas nos espectros apos cada adi¢cdo do complexo (2). B)
Graéficos de Stern-Volmer para a interagdo entre HSA e o complexo (2) em diferentes temperaturas.
C) Gréficos de log[(Fo — F)/F] versus log[Complexo] para determinagéo da constante de ligagao (Kb)
e 0 numero de sitios de ligacdo (n) em diferentes temperaturas.

O mecanismo de supressdo da fluorescéncia pode ser determinado através das constantes de
supressao de Stern-Volmer (Ksy) em diferentes temperaturas. Para esse estudo, 0s experimentos foram
realizados em trés temperaturas distintas (298 K, 303 K e 310 K). Os valores de Ks, foram obtidos
aplicando-se a equacao classica de Stern-Volmer (Equacédo 2.2, secdo 2.5.1) e a partir dos coeficientes
angulares segundo a relagéo Fo/F versus [complexo] (Figura 3.14B).

Analisando os dados da Tabela 3.11, observamos que os valores de Ky, estio na ordem de 10*
M, indicando uma boa capacidade dos compostos em interagir com a HSA. Observou-se ainda que
em todos os complexos o aumento da temperatura resultou na diminui¢cdo dos valores de Ksy,
sugerindo que a interagdo complexo-HSA ocorre predominantemente via mecanismo de supressao
estatico. Além disso, a constante de velocidade bimolecular de supresséo (Kq) também pode inferir
sobre o tipo de mecanismo envolvido na supressdo e pode ser calculada através da Equacéo 2.3. Nota-
se que valores obtidos de Kq (10* M s) para os complexos sio maiores que o valor de Kq (= 10%
M s1) para um mecanismo de colisio dindmico entre biomoléculas® (Tabela 3.10), fornecendo
evidencias adicionais da ocorréncia do processo de supressao estatico. Resultados similares foram
obtidos para a interagdo entre HSA e outros complexos metalicos.?”28

26). R. Lakowicz, Principles of Fluorescence Spectroscopy, Springer, New York, 2006.
2'M. Saeidifar, H. Mansouri-torshizi, A. Akbar, J. Lumin. 167 (2015) 391-398.
283, Thangavel, R. Rajamanikandan, H.B. Friedrich, M. llanchelian, B. Omondi, Polyhedron. 107 (2016) 124-135.
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Tabela 3.10 — Constantes de supressao de Stern-Volmer (Ksv), constantes de supressdo bimolecular
(Kq), constantes logaritmicas de ligacdo (logKp) e numero de sitios de ligacdo (n) para a interacdo
entre HSA e os complexos de prata(l) (1-4) a diferentes temperaturas.

Compostos T(K) Ko(10°M?1)  Kq(1012M1sT) logKs n
298  525(x0,01)  5,25(x0,01) 3,9(x0,1)  0,84(x0,02)
[Ag(H2ACcPh)NO3] (1) 303 4,15(x0,01)  4,15(x0,01) 3,5(x0,1)  0,80(0,02)
310  4,01(x0,01)  4,01(x0,01) 3,4(x0,3)  0,77(x0,05)
298  8,60(x0,02)  8,60(x0,02) 4,4(x0,1)  0,85(x0,02)
[Ag(H2AcpCHsPh)NOs]  (2) 303  7,51(x0,02)  7,51(+0,02) 3,9(:0,1)  0,81(0,02)
310  5,59(x0,01)  5,59(+0,01) 3,7(x0,1)  0,80(x0,02)
298  7,62(x0,02)  7,62(x0,02) 4,0(x0,1)  0,83(x0,01)
[Ag(H2AcpCIPh)NOs]  (3) 303  7,17(+0,02)  7,17(+0,02) 3,7(+0,3)  0,79(0,05)
310 7,01(#0,02)  7,01(0,02) 3,5(x0,1)  0,74(x0,03)
298 7,48(x0,02)  7,48(x0,02) 4,7(x0,2)  0,96(x0,03)
[Ag(H2AcpNO:PN)NOs]  (4) 303  6,49(+0,01)  6,49(+0,01) 3,7(x0,2)  0,80(0,03)
310  6,38(x0,02)  6,38(x0,02) 3,6(x0,3)  0,76(x0,04)

» Determinacdo das constantes de ligacéo e nimero de sitios de ligacao

Como foi visto que a supressdo da fluoréscencia ocorre por um mecanismo de supressdo
estatico foram determinados os valores de logaritmo da constante de ligacdo (logKp) e nimero de
sitios de ligacdo (n) de acordo com a Equacdo 2.4. Analisando a Figura 3.14C, as curvas de log[(Fo-
F)/F] versus log[complexo] para o complexo (2) apresentam um perfil linear nas diferentes
temperaturas. A Tabela 3.10 apresenta os valores de logKs e n que foram obtidos por meio dos
coeficientes angular e linear da inclinacdo da reta, respectivamente. Em todos os complexos 0s
valores de logKy diminuem em funcdo do aumento da temperatura, 0 que estd associado a uma
reducdo na estabilidade do sistema complexo-HSA. No entanto, os complexos (2) e (4) possuem
valores de logKp relativamente mais altos quando comparados com os complexos (1) e (3), sugerindo
uma interacdo mais forte com a HSA. Os valores de n proximos de 1 indicam que 0s complexos de
prata(l) ligam-se a HSA por uma razdo molar de 1:1 (complexo-HSA).

> Analise dos parametros termodinamicos

Os parametros termodindmicos séo empregados para identificar a natureza da ligacdo nao-
covalente envolvida na interacdo entre compostos e biomoléculas. Os principais tipos de ligagdo
incluem hidrofébica, eletrostatica, van der Waals e ligacdes de hidrogénio.?® Os valores da entalpia
padréo (AH®) e entropia padrao (AS°®) foram obtidos conforme a equacgéo de Van't Hoff (Equacéo 2.5).

297, Kazemi, H. Amiri, M. Sahihi, V. Mirkhani, M. Moghadam, J. Photochem. Photobiol. B. 163 (2016) 246-260.
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Construindo-se o grafico de InKy versus 1/T (Figura 3.15), foi possivel encontrar os valores dos
coeficientes angular (-AH®/R) e linear (AS°/R). A variacdo da energia livre de Gibbs padrdo (AG°)
dos compostos foi determinada a partir das constantes de ligagéo Ky, usando a equagao AG° =-RTInK}
(Equacéo 2.6).
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Figura 3.15 — Diagramas de Van’ Hoff (InK versus 1/T) da interagdo complexo-HSA.

Os valores dos parametros termodindmicos obtidos estdo apresentados na Tabela 3.11. As
variagdes de AH® e AS° sdo negativas, indicando que as ligac6es de hidrogénio e/ou forcas de van der
Waals sdo predominantes para a interacdo complexo-HSA. Os valores negativos de AH® indicam
ainda que a interacdo ocorre por um processo exotérmico.3® Em todos os casos, os valores negativos
de AG° revelam que a ligacdo entre os complexos e a HSA acontece espontaneamente.

Tabela 3.11 — Parametros termodindmicos da interacao entre HSA e os complexos de prata(l) (1-4)
a diferentes temperaturas.

Compostos T (K) AH® (kI mol?)  AS° (Jmol* K1) AG° (kJ mol?)
298 -22,30
[Ag(H2ACPh)NO3] 1) 303 -75,85 -180,85 -20,37
310 -20,04
298 -23,66
[Ag(H2AcpCHsPh)NO3] ) 303 -67,23 -146,36 -22,75
310 -21,89
298 -22,79
[Ag(H2AcpCIPh)NO3] 3) 303 -70,94 -161,62 -21,87
310 -20,84
298 -26,76
[Ag(H2AcpNO,Ph)NO3] @) 303 -153,76 -429,21 -21,93
310 -21,39

%A, Ray, B. Koley Seth, U. Pal, S. Basu, Spectrochim. Acta - Part A Mol. Biomol. Spectrosc. 92 (2012) 164-174.
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3.5.2. Interac@o com acido desoxirribonucleico (calf thymus DNA, CT-DNA)

Os possiveis modos de interacdo dos complexos (1-4) com o CT-DNA foram investigados por
duas técnicas distintas: espectroscopia de absorcéo e de fluorescéncia.

> Determinacdo da constante de ligacéo por espectroscopia de absorcéo eletrénica

As interacdes e a natureza da ligacdo dos complexos com o DNA séo usualmente estudadas
por Vérias técnicas espectroscopicas. A espectroscopia de absor¢do na regido do UV-Vis é uma das
técnicas mais simples e eficientes utilizadas para o estudo da possivel interacdo entre complexos
metalicos e 0 DNA, in vitro.3!

Nesse contexto, foram obtidos espectros eletrdnicos de absorcdo os complexos (1-4) na
presenca e na auséncia de concentracGes crescentes de DNA. Como exemplo a Figura 3.16A,
apresenta os espectros de absorcao do complexo [Ag(H2AcpCH3Ph)NO3] (2). Nota-se que a medida
que aliquotas de DNA séo adicionadas, um efeito hipocrémico é observado, evidenciando que 0s
complexos de prata(l) com 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas interagem com o DNA.

>
-
o
Rl

-’

Complexo (2) 14,0
g a8 s 7| @ ’
e = 100{ «@3)
~ o) A °
a 07 T go] ‘@ 2
St ]
2 ¥ .
2 0,61 = 60 . v
*
=z 40 .
035' a ° *
Jo— 2,0 o = : - - - = =5
s' & A A A
0.4 . : . : 0,0 : , , ,
280 290 300 310 320 00 05 1,0 1,5 20 25 30
Comprimento de onda (nm) [DNA] (105 M)

Figura 3.16 — A) Espectro de absorg¢éo na regido do UV-Vis de [Ag(H2AcpCHsPh)NOs] (2) na
auséncia (linha preta) e na presenca (linhas coloridas) de quantidades crescentes de CT-DNA. A seta
indica as mudancas ocorridas nos espectros apds cada adicdo de CT-DNA (efeito hipocrémico). B)
Gréficos de Scatchard de [DNA]/(ea - €f) versus [DNA] para a interagdo entre os complexos (1-4) e
DNA. ([DNA] =0 — 30 puM, [Complexos] = 30 uM a 25 °C em tampéo Tris-HCI, pH 7,2).

As constantes de ligacdo intrinseca (Ky) para a interacdo entre complexos (1-4) e o DNA foram
obtidas graficamente (Figura 3.16B) de acordo com a Equacéo 2.7 (se¢édo 2.5.2.1). A constante de
ligagdo Ky nos permite avaliar quantitativamente a forga das interagdes ndo-covalentes entre
moléculas e 0 DNA. Os valores de Ky para os complexos (1) e (3) (Ko = 10° M) foram mais altos do

31C. V. Barra, A. V. G. Netto, Rev. Virtual Quim. 7 (2015) 1998-2016.
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que os valores apresentados pelos complexos (2) e (4) (Kb = 10* M), sugerindo que os complexos
(1) e (3) interagem mais fortemente com o DNA quando comparados com os complexos (2) e (4)
(Tabela 3.12).

Tabela 3.12 — Constantes de ligag&o (Kb), concentracdo necesséria para reduzir 50% da fluorescéncia
do sistema BE-DNA (Cso) e constantes de ligagdo aparente (Kapp) para os complexos (1-4).

Compostos Kp (M) Cso (10° M) Kapp (M)
[Ag(H2ACPh)NO3] 0 (3.60%0,66) x 10° 20,4 291 x 10°
[Ag(H2AcpCH:Ph)NO3] 2 (4,22 +0,52)x 10° 134 7,44 X 10°
[Ag(H2AcpCIPh)NO:] 3)  (3,10+0,54) x 10° 19,9 5,02 X 10°
[Ag(H2AcpNO,Ph)NO;] 4) (480 0,54) x 10° 19,8 5,05 X 10°

> Interagdo competitiva entre brometo de etidio (BE) e complexos pelo CT-DNA

O modo de interacdo entre os complexos (1-4) e o0 DNA foi investigado por experimento de
deslocamento competitivo do agente intercalante brometo de etidio (BE). Na Figura 3.17A estdo
apresentados os espectros de fluorescéncia do BE ligado ao DNA na auséncia e presenga do complexo
[Ag(H2AcpCH3Ph)NO3] (2). Observou-se que o sistema BE-DNA exibe uma forte emissdo em 602
NM (Aexcitagio = 545 Nm) e que uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia ocorreu a medida que
concentracdes crescentes do complexo foram adicionadas. Essas mudancgas espectrais podem ser
associadas a reducdo no numero de locais de ligacdo do DNA disponiveis para o BE.

Uma analise dos parametros fisico-quimicos de interacdo foi realizada e as constantes de
ligacdo aparente (Kapp) foram calculadas de acordo com a equacgédo Kapp = Kes X [BE]/Cso, discutida
no capitulo 2 (Equacdo 2.8, secdo 2.5.2.2.). Os valores de Csg foram obtidos da relacdo entre a
intensidade de fluorescéncia em funcdo da concentragdo dos complexos quando a fluorescéncia é
reduzida em 50% da fluorescéncia inicial. Na Tabela 3.12 s&o apresentados os valores de Cso & Kapp.
Os valores de Kapp na ordem de 10° M sdo similares ao valor apresentado pelo agente antitumoral
actinomicina D (Kapp = 9,69 x 10° M) cujo seu modo de acéo envolve intercalagdo com o DNA.*
Esse fato sugere que possivelmente o0 modo de acdo dos complexos (1-4) envolve a interacdo com
DNA por meio de um mecanismo de intercalagéo.

%2A. Kellett, M. O’Connor, M. McCann, M. McNamara, P. Lynch, G. Rosair, V. McKee, B. Creaven, M. Walsh, S.
McClean, A. Foltyn, D. O’Shea, O. Howe, M. Devereux, Dalton Trans. 40 (2011) 1024-1027.
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Figura 3.17 — A) Espectros de supressdo da fluorescéncia do sistema BE-DNA na auséncia (linha

preta) e presenca (linhas coloridas) de quantidades crescentes de [Ag(H2AcpCH3Ph)NO3] (2). A seta

indica as mudancas ocorridas nos espectros apos cada adi¢cdo do complexo (2). B) Graficos de Stern-

Volmer de Fo/F versus [complexos] para (1-4). (hexc = 545 nm; [Complexos] = 0 - 100 pM; [DNA] =

10 uM e [BE] = 10 pM).

3.5.3. Interagdo com DNA plasmidial

Os experimentos de eletroforese em gel de agarose dos compostos (hidrazona, dos complexos
(1-4), AgNO:s e cisplatina) na concentragdo de 100 uM foram realizados utilizando o DNA plasmidial
pUC19 de E. coli. A Figura 3.18 apresenta a corrida eletroforética para os compostos incubados com
0 DNA pUC19. Os resultados mostram que os compostos ndo alteraram significativamente na
mobilidade eletroforética do DNA, com excecédo da cisplatina que tem como alvo principal a ligacao
covalente com o DNA. Provavelmente o modo de acdo desses compostos ndo ocorre por meio da
ligagdo covalente com o DNA e sim por um mecanisno de intercalagdo, conforme mostrado nos
estudos de interacdo ndo-covalente com o DNA.

DNA HL1 HL2 HL3 HL4 (1) (2)» (3) (4) AgNO; Cisplatina DNA

Figura 3.18 — Eletroforese em gel de agarose do DNA plasmidial pUC19 de E. coli (150 ng pL™?)
incubado com H2AcPh (HL1), H2AcpCH3sPh (HL2), H2AcpCIPh (HL3), H2AcpNO2Ph (HL4),
[Ag(H2AcPh)NO3z] (1), [Ag(H2AcpCHsPh)NOs]  (2), [Ag(H2AcpCIPh)NO3]  (3),
[Ag(H2AcpNO2Ph)NO3] (4), AgNOs e cisplatina (100 puM) por 24 h a 37 °C. *Formas do DNA
plasmidial: I (superenovelada), Il (circular relaxada) e Il (linear).
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Capitulo 4 — Complexos de prata(l) com 2-benzoilpiridina benzoil-hidrazonas:

estudos tedricos, acdo antifingica, citotoxica e interagdo com biomoléculas

Neste capitulo foram estudados quatro novos complexos de prata(l), [Ag(H2BzPh)NOs] (5),
[Ag(H2BzpCH3Ph)NOs] (6), [Ag(H2BzpCIPh)NO3z] (7) e [Ag(H2BzpNO.Ph)NOs] (8), com 2-
benzoilpiridina benzoil-hidrazona (H2BzPh) e seus derivados para-metil- (H2AcpCH3Ph), para-
cloro- (H2AcpCIPh) e para-nitro-benzoil-hidrazona (H2AcpNO2Ph). As hidrazonas utilizadas ndo
sdo inéditas e o processo de sintese tem sido relatado pelo nosso grupo.? Estudos tedricos da natureza
das ligacGes em torno do centro metalico foram realizados. Todos os compostos foram submetidos a
avaliacdo das suas atividades antiflngicas e citotoxicas, com excecdo do complexo (8) que apresentou
descomplexacdo em solucdo. A atividade antifingica foi investigada frente a Candida spp e fungos
filamentosos, enquanto que os efeitos citotoxicos foram avaliados em células modelo de melanoma
murino metastatico (B16F10) e melandcitos murino ndo-tumorigénicos (Melan-A) (Figura 4.1). A
habilidade dos complexos em serem transportados por HSA na corrente sanguinea foi verificada.
Além disso, estudos da interacdo dos complexos com DNA foram realizados por espectrofotometria,
espectrofluorimetria e eletroforese.

Atividade citotéxica Estudos teoricos

Il B16F10
I Melan-A

Clso (uM)

.00 X
0.00 3.01 6.02 9.03 12,04 1505 18.06 21.07

Unidade de comprimento: Bohr

Indice de seletividade (IS)
H2BzPh=9.5

Complexo (5) =23

\ &
XD B

Complexo (5)

Figura 4.1 — Resumo grafico dos principais resultados apresentados no capitulo 4.

IA. A R. Despaigne, J. G. Da Silva, A. C. M. do Carmo, O. E. Piro, E. E. Castellano, H. Beraldo, Inorg. Chim. Acta. 362
(2009) 2117-2122.
2A. A. R. Despaigne, L. F. Vieira, I. C. Mendes, F. B. da Costa, N. L. Speziali and H. Beraldo, J. Braz. Chem. Soc. 21
(2010) 1247-1257.
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4.1. Caracterizagdo dos compostos

Todos os complexos apresentaram coloragdo cinza e os solidos foram mantidos protegidos da
presenca de luz. Nos ensaios de estabilidade os complexos (5-7) se mostraram estaveis em solucéo
de 100% DMSO ou 5% DMSO/Tris-HCI, enquanto que o complexo (8) se apresentou instavel em
solucdo. Além disso o complexo (8) apresentou descomplexacdo em solucdo de DMSO-d6. As
microanalises sdo compativeis com a formacdo de complexos do tipo [Ag(HL)NO3], sugerindo a
formacdo de espécies neutras com uma molécula da hidrazona juntamente com o ion nitrato
coordenado a prata(l). Os valores elevados de condutividades em DMF e DMSO sugerem a existéncia
de eletrdlitos do tipo 1:1, indicando a provavel liberacdo do ion nitrato em solucdo (Tabela 4.1). De
fato, a presenca de espécies cationicas [Ag(HL)]" em solucdo foi confirmada por espectrometria de
massas para os complexos (5-6). As espécies [Ag(H2BzPh)]* (5) e [Ag(H2BzpCHsPh)+Na]* (6)
apresentaram valores de m/zexperimentaly iguais a 408,0110 e 529,2271 e M/Zesricay de 408,0266 e
529,0012, respectivamente. As estruturas propostas para os complexos (5-8) estdo apresentadas na
Figura 4.2.

AN
| R=H, [Ag(I2BzPh)NO;](5)
P CH3, [Ag(H2BzpCH3Ph)NO3] (6)
N | Cl, [Ag(H2BzpCIPh)NOs] (7)
N NOz, [Ag(H2BzpNO-Ph)NOs] (8)
/o ..... " g/ “NH
oﬁN‘*o/ o”

R
Figura 4.2 — Estrutura geral para os complexos de prata(l) com 2-benzoilpiridina benzoil-hidrazonas.

Tabela 4.1 — Rendimento, massa molar, faixa de fusdo, condutividade molar e analise elementar de
CHN das 2-benzoilpiridina hidrazonas e seus complexos de prata(l).

Compostos Rend. MM Faixa de fusdo AM® Analise Elementar®
P (%) (g mol?) (°C) DMF DMSO %C  %H %N

H2BzPh 77 301,34 140,5-142,9 — — — — —

196,6 — 197,4 48,52 3,21 11,79

[Ag(H2BzPh)NOs]  (5) 54 471,21 88 37 4343 (321 (1189)
H2BzpCH3Ph 68 317,34 175,2 -177,3 — - - — —

49,22 3,66 11,65

[AQ(H2BzpCHPINO:]  (6) 68 48524  1980-1987 724 367  ,o'sn o'y (11's)
H2BzpCIPh 56 335,79 166,3 - 167,9 - - - - -

45,20 2,85 11,10

[AgH2BzpCIPRNO:]  (7) 61 50566 18771886 683 376 279 e (110g)
H2BzpNO,Ph 64 346,34 230,0 — 233,0 — — — — —

4572 2,72 13,66

[AQ(H2BzpNOPRINO:]  (8) 53 51621  1602-16L7 712 487 (i (Y7a 135y

2 Am (€t cm? mol?) concentragdo de 1 x 10° mol LY,

b\alores calculados entre parénteses
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4.1.1. Espectroscopia de absorc¢ao na regido do infravermelho (1V)

A Tabela 4.2 apresenta a atribuicdo das principais bandas observadas nos espectros de
infravermelho. As hidrazonas livres apresentam bandas caracteristicas referente aos seguintes modos
vibracionais: v(N-H) entre 3350-3275 cm®, v(C=N) do grupo imina entre 1610-1600 cm™ e v(C=0)
entre 1686-1650 cm™. Apos a coordenacio das hidrazonas ao metal é possivel observar mudancas
significativas nesses modos vibracionas. O estiramento v(N-H) desloca-se para menores energias nos
espectros dos complexos (3354-3216 cm™), indicio da coordenagdo do ligante na sua forma neutra.
O modo vibracional v(C=N) sofre deslocamento para 1610-1594 cm™ nos espectros dos complexos,
sugerindo a coordenacdo ao metal pelo nitrogénio iminico. Observa-se ainda o deslocamento da
banda correspondente ao modo de deformacéo do plano do anel piridinico que encontra-se entre 614-
628 cm™ nos ligantes para 630-623 cm™ nos complexos, indicando a participacdo do nitrogénio
piridinico na coordenacdo ao metal. Nos espectros dos complexos foi observado que o estiramento
v(C=0) sofre deslocamento para menores energias (1678-1660 cm™) em relacdo aos espectros dos
ligantes livres (1686-1650 cm™). Adicionalmente, o estiramento v(NOs) em 1384 cm™ ¢ caracteristico
da presenca do grupo nitrato nas estruturas dos complexos.

Tabela 4.2 — Atribuicdo das principais bandas observadas nos espectros de absorc¢éo na regido do
infravermelho (cm™)? das 2-benzoilpiridina benzoil-hidrazonas e seus complexos de prata(l).

Compostos v(N-H) v(C=0) v(C=N) v(NO3) p(py)
H2BzPh 3350 m 1686 F 1600 f - 614 f
[Ag(H2BzPh)NO:3] (5) 3346 m 1668 F 1600 f 1384 m 630 f
H2BzpCHsPh - 1650 F 1608 m - 628 f
[Ag(H2BzpCH3Ph)NO3] (6) 3354 m 1678 F 1610 m 1384 m 630 f
H2BzpCIPh 3283 m 1686 F 1603 f - 615 f
[Ag(H2BzpCIPh)NOs] (7) 3216 m 1660 F 1594 F 1384 m 630 f
H2BzpNO,Ph 3275 f 1674 F 1610 m - 614 f
[Ag(H2BzpNO,Ph)NOs] (8) 3290 m 1674 F 1608 F 1384 m 623 f

2pastilhas de KBr (4000-400 cm™?); F = forte, m = média e f = fraca; v estiramento e p deformagio;
— Auséncia da banda

O espectros de infravermelho do complexo [Ag(H2BzPh)NOs] (5) em comparagdo com seu
ligante H2BzPh estéo ilustrados na Figura 4.3.
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Figura 4.3 — Espectros de absorcdo na regido do infravermelho de H2BzPh e do complexo
[Ag(H2BzPh)NO3] (5), obtidos em pastilhas de KBr (4000-400 cm'Y).

4.1.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Nos espectros de RMN de *H de todas as hidrazonas foram observados sinais duplicados, 0
que corresponde a mistura dos isdmeros E e Z em solugdo de DMSO-ds. Para N3-H na conformacao
E sdo observados sinais entre 10,37-10,04 ppm e para Z foram atribuidos sinais entre 14,75-14,72
ppm. Similarmente, os sinais de RMN de *C{*H} apresentaram-se duplicados. Nos espectros de
RMN de H dos complexos apenas um sinal foi observado para cada hidrogénio, assim como nos
espectros de RMN de *C{*H}. Além disso, o sinal de N3-H indica que as hidrazonas estio
coordenadas a prata(l) na forma neutra. Este sinal, nos complexos € observado entre 11,40-11,14 ppm
sendo corresponde a presenca somente da conformacéo E das hidrazonas em solu¢do. Como exemplo,
na Figura 4.4 estdo apresentados os espectros de RMN de *H de H2BzPh em comparag&o com o seu
complexo [Ag(H2BzPh)NO3] (5).
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Figura 4.4 — Espectros de RMN de *H de H2BzPh e do complexo [Ag(H2BzPh)NOs3] (5) registrados
em DMSO-ds a temperatura ambiente

No caso do complexo (8) o espectro de RMN de 'H apresentou sinais semelhantes ao do

espectro do ligante livre, indicando assim a descomplexacédo do ligante em solu¢do de DMSO-d.

As atribuicBes para todos os sinais de RMN de *H dos compostos sintetizados sdo mostradas

nas Tabela 4.3.

73



Capitulo 4

Tabela 4.3 — Atribui¢des, nimero de hidrogénio (n), multiplicidades (M),? constantes de acoplamento (J, Hz) e deslocamento quimico (ppm) dos sinais de
RMN de ‘H das 2-benzoilpiridina hidrazonas e seus complexos de prata(l) (400 MHz), em DMSO-ds.

H2BzPh

H2BzpCHsPh

H2BzpCIPh

Atribuicbes n 7 e (5) - e (6) 7 £ @)
N3-H 1 14,72(s) 10,15(s) 11,28(s) 14,75(s) 10,04(s) 11,14(s) 14,75(s) 10,37(s) 11,40(s)
] 7,89(d) 7,27(d) 7,38(d) 7,26(d) 7,23(d) 7,38(d) 7,23(d)
H3 L773748m g-s500 @=790) (=730 (=770 (=780  (=7.80) ) (J=7.90)
" . 8,03(t) 7,90(t) 7,99(dt) 8,04(t) 7,91(t) 7.97() 8,05(t) 7,91(t) 7,99 (dt)
(J = 6,80) (J = 5,00) (J = 7,80) (J = 7,90) (J = 7,90) (J=7,30) (J=7,80) (J = 8,20) (J=7,90)
H5 1| 7,73-7,44(m)  7,73-7,.44(m)  7,73-7,61(m) 7,70-7,59(m)  7,70-7.5(m)  7,75-7,61(m)  7,58-7,43(m) - 7,74-7,61(m)
8,72(d) 8,96(d) 8,48(d) 8,97(d) 8,48(d) 8,70(d)
H6 L] 8950) 8,48() (1=420)  (3=440)  (J=440) 8,71(s) (J=440)  (J=4,40) (1=44)
H10, H14 ] ] 7,58(dd) ] ] 7,54(d) 7,64(d) ] 7,56(d)
Lo 23| 7737 44(m)  T73T44m) (2750 759745(m)  759745(m) g Tp Oo7gn  BTAIM o0
] ] 7,47(t) ) ] 7,27(d) ] ) 7,53(d)
HILHI3 2 | 773744(m)  773744(m) D0 759745(m)  759745(m) 0G0 TSBTA3M)  TS8TA3M)  Tgin
H21 3 - - - 2,39(s) 2,33(3) 2,32(s) - - -
4 17 4 17
5 | X3 16 18 R=H Db 5 | N 18 1B R-H, [A(H2BZPHINO;] (5)
AGPRIIN A aan NS 20 T I AN
U | I NO», H2BzpNO;Ph 1 | 2||\| 20 NO2, [ Ag(H2BzpNOPhNOs | (8)
SNH ?-~~_Ag/ SNH
14 N / A _ 8 14
o) 3 13 0= O 0 T 13
10 21 10 21
12 R 1R

1

aM = (s) simpleto; (d) dupleto; (t) tripleto; (m) multipleto; (dd) dupleto duplo; (dt) dupleto triplo

— Auséncia de sinal
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Nos espectros de RMN de *C{*H} dos complexos os sinais de C7 e C8 deslocam-se para
maiores valores de ppm, indicando a coordenacdo atraves do nitrogénio iminico e oxigénio das
hidrazonas. Os sinais dos carbonos piridinicos também sofrem deslocamentos consideraveis apos a
complexacdo, 0 que sugere a participacdo do nitrogénio na coordenacdo ao metal (Figura 4.5). Os
estudos teoricos (sec¢do 4.5), sugeriram um fortalecimento da ligagdo entre a prata(l) e o oxigénio
(hidrazona) apos a liberacdo do ion nitrato em solucdo, o que é compativel com as mudancas
observadas nos sinais correspondentes a C=0 (C8) nos espectros dos complexos. A partir dessas
observacdes pode-se inferir que as hidrazonas coordenam-se por um sistema quelante Npy-Nimina-O
em que o ligante adota uma configuracdo EZ em torno das ligacbes C7=N e C8=N. As atribui¢cdes
para todos os sinais de RMN de *C{*H} dos compostos sintetizados sio mostradas nas Tabela 4.4.

Cl11, C13
17 4 17
sl 3 16 18 5| 3 1§ 18
Cl6-20 8 Pt 15 10 6 2 715 1o
1 | 20 1 2| 20
2N . N
3NH < HN3
8 10 10 8
11
€6 C15sco | o " s ©
c4 “\ 14 12 1 14
12 c3 (E) 13 13 (2)
H2BzPh
Cs C2 | Cl0,C14
Cl7¢11,c13
C1g 19
Cl6 C10,C14
C20 l s 4 17
ICQ 23 577 X3 16 18
MJL_-—-JM‘I IJLWM s| - 2 . 15 1
T T T T N
130 w127 ! \ Z\N 20
0---ag” sNH
Cé f . )8 10
C4 . 9
C15 Cs OﬁNRO/ (0] "
c3 . 14 12
13
C8 C7\c2 C12 [Ag(H2BzPh)NO;] (5)

T T N T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

Figura 4.5 — Espectros de RMN de *C{*H} de H2BzPh e do complexo [Ag(H2BzPh)NO3] (5)
registrados em DMSO-dg a temperatura ambiente.
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Tabela 4.4 — AtribuicBes e deslocamento quimico (ppm) dos sinais de RMN de **C{*H} e DEPT 135 das
2-benzoilpiridina hidrazonas e seus complexos de prata(l) (400 MHz), em DMSO-ds.

W H2BzPh H2BzpCHsPh H2BzpCIPh
Atribuicdes  DEPT" | c (5) . . (6) . £ (7
C2 — 151,7 155,12 150,7 151,7 - 150,6 151,7 - 150,6
C3 1 127,1 1249 1257 1249 1240 1258 1249 1240 1259
C4 1 138,3 1366 1388 1383 136,7 1389 1383 136,7 138,8
C5 1 126,2 1239 126,1 1262 1259 1262 126,2 1259 126,3
C6 1 148,7 1485 150,99 148,7 148,66 151,0 148,7 148,66 151,0
Cc7 - 148,0 — 152,1 148,55 — 151,8 1485 - 152,4
C8 - 162,8 - 1658 1619 - 165,6 161,9 - 165,1
C9 — 133,1 1333 1304 1319 1322 130,3 1319 1322 1304
C10, C14 1 - - 1279 - - 1279 - - 128,4
C11,C13 0 - - 128,3 - - 129,0 - - 129,0
C12 - 1320 1316 132,3 137,2 — 1427 137,2 — 137,1
C15 - 137,3 1373 1325 136,8 - 129,6 136,8 - 131,3
C21 1 - - - 21,0 - 21,0 — — —

4 17 4 17
57 N3 16 18 R=H, H2BzPh 57 N3 16 18 R=H, [Az(H2BzPh)NO;](5)
I O
1 ) | 20 NO2, H2BzpNO;Ph 1 | 2I|\l 20 NO:, [Ag(H2BzpNO:PR)NOs| (8)
gNBH 14 ;) h ‘Ag\/ ;NH 14
0 2 13 04N\0/ 0% O 13

25 21
1 R 1

a1 (conversdo no DEPT 135 para CH e CHzs)
— Auséncia de sinal

4.1.3. Cristalografia por difracéo de raios X

As estruturas cristalogréficas dos complexos [Ag(H2BzPh)NO3] (5),
[Ag(H2BzpCH3Ph)NO3] (6) e [Ag(H2BzpCIPh)NO3] (7) foram determinadas por difragdo de raios
X. Os monocristais foram obtidos a partir da evaporacdo lenta da solu¢do-mée resultante das sinteses
de (5-7) a temperatura ambiente.

A projecdo ORTEP das estruturas cristalograficas e numeracao utilizada estdo apesentadas na
Figura 4.6. Os resumos da colecdo de dados e dos refinamentos para 0s compostos estdo apresentados
na Tabela 4.5. As distancias e angulos de ligagdo dos complexos (5-7), juntamente com os dados do
ligante H2BzpCIPh a fim de comparagdo, estdo apresentados na Tabela 4.6. Os pardmetros das
ligacGes de hidrogénio para o complexo (7) estdo apresentados na Tabela A13 (anexo).
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Figura 4.6 — Projecdo ORTEP dos complexos [Ag(H2BzPh)NO3] (5), [Ag(H2BzpCH3sPh)2]NO3 (6)
e [Ag(H2BzpCIPh)2]NOs (7) com elipsoides em nivel de probabilidade de 50%.

Conforme os dados cristalograficos da Tabela 4.5, os complexos (5-7) cristalizaram num
sistema monoclinico com grupo especial P21/c em (5) e (7) e 12/a em (6). As células unitérias de (5)
e (7) sdo formadas por quatro unidades assimétricas, enquanto que em (6) existem oito unidades
assimétricas.

Os cristais de todos os complexos contém uma hidrazona neutra que estd coordenada a
prata(l), juntamente com um ion nitrato. Nos complexos (5-7), as distancias e angulos de ligagéo nas
estruturas das hidrazonas sao semelhantes. Contudo, a comparacdo entre o ligante H2BzpCIPh e seu
complexo (5) revelou que as distancias e angulos de ligacao sofrem variacgdes significativas (Tabela
4.6).
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Tabela 4.5 — Dados cristalograficos e de

refinamento das estruturas dos complexos

[Ag(H2BzPh)NOs] (5), [Ag(H2BzpCH3Ph)NOs3] (6) e [Ag(H2BzpCIPh)NO3] (7).

Compostos 5) (6) @)

Férmula molecular C19H15sN4OsAg C20H17N4OsAg C19H14C|N404Ag

Massa molecular (g mol?) 471,22 485,24 505,66

Temperatura (K) 270(2) 120(2) 270(2)

Sistema cristalino Monoclinico monoclinic monoclinic

Grupo espacial P2/c 12/a P2i/n

Parametros da célula unitaria

a(A) 9,1867(3) 12,3045(5) 7,1699(4)

b (A) 9,0633(3) 14,5456(7) 20,7822(10)

c(A) 22,1189(5) 21,5645(8) 12,9758(7)

a (°) 90 90 90

B () 91,427(2) 97,044(4) 102,720(5)

v (© 90 90 90

a(A) 1841,09(10) 3830,4(3) 1886,02(18)

Numero de formulas elementares (Z) 4 8 4

Densidade calculada (Mg m™) 1,700 1,683 1,781

Coeficiente de absor¢do (mm™) 1,129 1,088 1,246

F(000) 944 1952 1008

Dimenséo do cristal (mm) 0,21 x 0,16 x 0,06 0,09 x 0,05 x 0,03 0,51 x 0,07 x 0,06

Intervalo de 6 (°) 1,84 - 29,58 1,69 to 26,37 1,88 to 26,37
-12<h<12 -14<h<15 -8§<h<8

Intervalo de indices -12<k<12 -18<k<14 -25<k<25
-29<1<30 -26<1<26 -l16<1<16

Refle¢des coletadas 29853 14044 29541

Reflexdes unicas [Rint] 4839 (0,050) 3925 (0,053) 3851 (0,066)

Integridade para 6 =25.242° (%) 100 100 100

Dados/restricfes/parametros 4839/0/253 3925/0/263 3851/0/262

Qualidade de ajuste (S) 1,038 1,023 1,046

indices de R final [I >26(I)] R: =0,0384, R, = 0,0337, R, = 0,0356,
WR2 = 0,0654 WR: = 0,0592 WR; = 0,0722

indices de R (todos os dados) R; =0,0743, R =0,0515, R: =0,0644,
wR2=0,0780 WR> = 0,0648 WR: = 0,0862

Apmax. € Apmin. (€A™) 0,499 e -0,624 0,543 e -0,449 0,682 ¢ -0,613

CCDC 1824087 1824088 1824089

Em todos os casos, as distancias de ligagdo de Agl-—-O1 [2,617(2) (5), 2,7110(19) (6) e
2,632(2) (7)] e Agl--03 [2,608(3) (5), 2,774(2) (6) e 2,739(3) (7)] sdo bem maiores do que as
distancias de Agl-02 [2,358(3) (5), 2,2789(19) (6) e 2,286(3) (7)] (Tabela 4.6). Distancias
semelhantes a Ag1-O2 foram encontradas para a ligagdo formada entre Ag(l) e o oxigénio do ion

nitrato (Ag-O =~ 2,3A) para complexos do tipo [Aga(L')s(NOs)s] com ligantes piridilamida
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assimétricos.® De fato, essas alteracdes indicam que os &tomos O1 e O3 ligam-se fracamente ao centro
metélico. Este efeito provavelmente explica os valores altos de condutividade molar obtidos para 0s
complexos (5-7) nos solventes DMSO e DMF (secdo 4.1), sugerindo a liberacdo do ion nitrato em
solucdo. Interessantemente, como serd mostrado pelos calculos tedricos a seguir, a liberacéo do ion
nitrato é seguida pelo fortalecimento da ligag&o entre a prata(l) e o oxigénio da hidrazona (se¢éo 4.5).

Tabela 4.6 — Distancias de ligacdo (A) e angulos (°) selecionados para os complexos
[Ag(H2BzPh)NOs] (5), [Ag(H2BzpCH3Ph)NOs] (6) e [Ag(H2BzpCIPh)NOs] (7) juntamente com
dados para H2BzpCIPh.?

Distancias (A) (5) (6) H2BzpCIPh* (7
N1-C2 1,350(3) 1,352(3) 1,353(3) 1,337(4)
C2-C7 1,485(4) 1,481(4) 1,484(2) 1,488(4)
C7-N2 1,293(3) 1,297(3) 1,302(2) 1,288(4)
N2-N3 1,365(3) 1,362(3) 1,369(19) 1,373(4)
N3-C8 1,366(3) 1,380(3) 1,366(2) 1,360(4)
c8-01 1,215(3) 1,220(3) 1,215(2) 1,227(4)
Agl-N1 2,390(2) 2,366(2) - 2,439(3)
Agl-N2 2,388(2) 2,388(2) _ 2,316(3)
Agl.--O1 2,617(2) 2,7110(19) _ 2,632(2)
Agl-02 2,358(3) 2,2789(19) _ 2,286(3)
Agl---03 2,608(3) 2,774(2) _ 2,739(3)
Angulos (%) (5) (6) H2BzpCIPh* (7
N1-C2-C7 117.2(2) 117.3(2) 118,3(2) 116,9(3)
C2-C7-N2 115.2(2) 115.5(2) 127,2(2) 116,0(3)
C7-N2-N3 119.3(2) 118.2(2) 117,7(1) 118,6(3)
N2-N3-C8 118.8(2) 118.6(2) 119,7(1) 119,5(3)
N3-C8-01 121.7(2) 121.9(3) 124,3(2) 122,2(3)
N1-Agl-N2 67.99(7) 68.97(8) _ 68,48(9)
N1-Agl-02 145.29(8) 147.22(8) - 117,79(10)
N2-Agl-02 138.72(9) 141.85(8) _ 167,27(9)
N1-Agl---O1 132.16(7) 132.07(7) - 134,19(9)
N2-Agl---O1 64.20(6) 63.10(7) _ 65,71(8)
02-Agl.--O1 78.03(8) 79.77(7) _ 107,07(9)
N1-Agl.--O3 96.86(8) 97.69(8) _ 84,48(9)
02-Agl---03 48.87(9) 49.54(7) - 49,85(9)

2 Ag---O representando as intera¢des nas estruturas dos complexos.

Em todos os compostos, os angulos de ligacdo em torno do centro da Ag(l), considerando as

fracas interacdes entre Ag:--O, sugerem uma geometria de coordenagao piramide de base tetragonal

3H.-L. Hsiao, C.-J. Wu, W. Hsu, C.-W. Yeh, M.-Y. Xie, W.-J. Huang, J.-D. Chen, Cryst. Eng. Comm. 14 (2012) 8143—
8152.

“A. A. R. Despaigne, G. L. Parrilha, J. B. Izidoro, P. R. Da Costa, R. G. Dos Santos, O. E. Piro, E. E. Castellano, W. R.
Rocha, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 50 (2012) 163-172.
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altamente distorcida com nimero de coordenacgéo igual a 5. Caso essas intera¢fes ndo sejam levadas
em consideracdo, provavelmente os complexos apresentariam uma geometria descrita como trigonal
planar altamente distorcida, envolvendo os angulos N1-Agl-N2, N1-Agl-O2 e N2-Agl-O2, com
numero de coordenacdo igual a 3. Em ambas as situacfes o fato das geometrias serem altamente
distorcidas € devido a formacao de anéis quelatos envolvendo a hidrazona e Ag(l) (Npy-Nimina-O €/ ou
Npy-Nimina) € entre o ion nitrato e a Ag(l) (02-Ag-O3 =~ 50°) para a geometria piramide de base
tetragonal.

4.2. Estudo tedrico das ligacbes envolvidas na esfera de coordenacao da prata

Os comprimentos de ligacdo calculados ao nivel B3LYP/def2-sv(p) e experimentais que
envolvem o centro metélico e os ligantes sdo citados na Tabela 4.7. Em geral, existe um bom acordo
entre os valores calculados e experimentais, mostrando a confiabilidade do método calculado. Em
alguns casos, ha desvios mais significativos, sendo os mais altos 0,2 A, o que pode ser atribuido a
distor¢des devidas a efeitos de empacotamento na fase solida. Observou-se que a ligacdo Ag-O) €
bem mais curta, indicando uma maior interacdo entre o ion nitrato e a Ag(l). Isso é esperado, pois ha
uma alta carga negativa nos oxigénios de NOs". O segundo oxigénio do nitrato permanece muito mais
distante do centro metalico. O oxigénio da hidrazona O seguiu um padrdo semelhante, com
distancias comparaveis em todos os complexos.

Tabela 4.7 — Comprimentos de ligacdo calculadas e experimentais? em torno do centro metalico para
os complexos investigados, na geometria de equilibrio.

Comprimentos Compostos
de ligagéo (5) (6) (7 (8)
(Ag-L)? Calc. Exp. Calc. Exp. Calc. Exp. Calc. Exp.
Ow 2,754  2,616(2) 2,729  2,711(2) 2,611 2,632(2) 2,653 NA
N 2,428  2,390(2) 2,451  2,365(2) 2,453  2,439(3) 2,494 NA
Ne) 2,478  2,388(2) 2,467  2,383(2) 2,475  2,316(2) 2,417 NA
O 2,205  2,358(3) 2,228  2,279(2) 2,241 2,286(3) 2,285 NA
Op) 2,741 2,607(3) 2,661  2,774(2) 2,613  2,739(3) 2,462 NA

a\/alores experimentais obtidos a partir de medidas de difracdo de raios X.
Todos os valores estdo em Angstrom (A).

No complexo (8), o comprimento da ligagdo Ag-O) € muito mais curto do que nos outros
complexos. A ligacdo mais curta poderia ser explicada pelo forte efeito da influéncia do grupo nitro
do ligante, levando a uma coordenagdo NO3z™ muito mais forte de ambos 0s oxigénios ao atomo de

80



Capitulo 4

prata e, como veremos mais adiante, uma ligacdo mais forte do NO3z™ a prata gera uma coordenacao
mais fraca Ag-hidrazona. Estes resultados poderiam explicar porque no complexo (8) ocorre
descomplexacéo da hidrazona em solucéo.

A Superficie de Energia Potencial (PES, em inglés) gerada para todos os complexos mostra
basicamente o mesmo perfil, que é exemplificado na Figura 4.7A para o complexo (5), indicando
uma energia de dissociagdo NO3™ de aproximadamente 30 kcal mol* em fase gasosa. Como pode ser
visto, & medida que o ion NOs" se dissocia do centro metalico, as distancias entre o oxigénio da
hidrazona e o centro metalico diminuem. De fato, a medida que o ion NO3" se dissocia, a coordenacao
da hidrazona com o centro metélico torna-se mais forte e todas as distancias de ligagdo com o metal
diminuem, conforme mostrado na Tabela 4.8. A Figura 4.7B, mostra a geometria de equilibrio para
o complexo (5). Estes resultados mostram que, embora o processo de dissocia¢do do ion NO3™ ndo
seja favoravel, no complexo, a Ag(l) tende a adotar uma geometria tricoordenada para adquirir
estabilidade termodinamica.

z
Z

2,75 .

2,70

N

Energia (Kcal mol?)

2,65 \

\ ; | / 20
A H ". |
2,60 - 1 | .
.‘-_“ ! 3 12
\ ot 1 L
2,55 !
./ 10
A
2,50 -
2,45 1 .

2,40

Distancia Ag-O1 (A)

20 25 30 35 40 45 50
ragNos (A)

Figura 4.7 — A) Superficie de Energia Potencial para a dissociacdo de NOs no complexo (5). O eixo
horizontal indica a distancia entre o &tomo de prata e o atomo de nitrogénio do grupo nitrato. O eixo
vertical direito mostra a variacdo da energia eletrénica em relacdo a estrutura de equilibrio (linha
continua) e o eixo vertical esquerdo mostra o comprimento da ligacdo entre a prata e 0 oxigénio da
hidrazona (linha tracejada), O(). B) Geometria de equilibrio do complexo (5) com indicagdo dos
atomos que cercam o atomo de prata.
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Tabela 4.8 — Comprimentos de ligacdo entre a prata e todos os atomos coordenados dos ligantes do
complexo (5), obtidos para cada ponto da PES.?

Comprimentos r(Ag-NOy)
de ligagdo
(Ag-L) 2,830 2,530 3,200 3,870 4,530 5,200
Ow 2,729 2,584 2,610 2,489 2,471 2,440
Na 2,451 2,633 2,487 2,437 2,367 2,308
Ne 2,467 2,422 2,432 2,429 2,409 2,415
O 2,228 2,231 2,260 2,631 3,279 4,007
O@) 2,661 2,320 3,296 4,347 5,034 5,522

PES foi construida variando a distancia r(Ag-NOs) como mencionado na se¢ao 2.6.1.
bAg-L refere-se aos comprimentos de ligacdo envolvendo atomos dos ligantes e o0 &tomo de prata. O esquema
de nomeacéo usando todos os valores sdo em Angstrom (A).

A Tabela 4.9 mostra a ordem de ligacdo de Mayer envolvendo os atomos coordenados ao
centro metalico em todos os complexos, em seu equilibrio e geometrias com o NOz™ dissociado.
Observou-se que as ordens de ligacdo entre os ligantes e 0 &tomo de prata variam de 0,1 a 0,3, que
séo valores pequenos em comparacao com 0s encontrados para ligagdes covalentes, indicando uma
ligacdo provavelmente com alto caréater eletrostatico. Esses valores menores de ordem de ligacéo, no
entanto, sdo comuns para compostos de coordenacdo em que o metal possui configuracdo eletronica
d%. Para comparacdo, foram realizados calculos para os complexos com Zn?* e Cu* com agua ou
amonia, e os resultados da ordem de ligacao foram de 0,35 para Zn(I1)-N no complexo [Zn(NH3)4]%*
e de 0,30 para a ligagdo Zn(I1)-O em [Zn(H20)4]**. Os célculos para os complexos de cobre(l) do
mesmo grupo da prata, [Cu(NHs)3]" e [Cu(H20)2]*, resultaram em valores de 0,30 e 0,23 para as
ligacGes Cu(l)-N e Cu(l)-O, respectivamente. Portanto, os valores de ordem de ligacdo de Mayer
encontrados nos complexos Ag(l)-hidrazona sdo um pouco menores do que 0s encontrados nos
complexos de zinco(ll) e cobre(l). No entanto, vale ressaltar que os complexos de prata(l) possuem
um ligante quelante e, portanto, os &tomos coordenados ao centro metalico ndo tém a mesma liberdade
espacial para acomodar os ligantes monodentados. Portanto, eles dardo origem a ligagdes metal-
ligante mais distorcidas, com ordens de ligacdo menores. Ainda é importante mencionar que todas as
ordens de ligagdo envolvendo o metal e os atomos da hidrazona aumentam significativamente quando
0 NOgz™ se dissocia, mostrando novamente que a ligacdo do nitrato enfraquece todas as outras
interacdes na esfera de coordenacdo do metal. Interessantemente, em alguns complexos a ordem de
ligacdo entre o oxigénio da hidrazona e a prata é zero (inexistente).
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Tabela 4.9 — Ordem de ligacdo de Mayer entre os atomos coordenados dos ligantes e o a&tomo de
prata para os complexos (5-8) nas geometrias de minimo da PES (min.) e com o grupo nitrato
dissociado (diss.).

Atomos ligados ao centro metélico

Compostos Geometria

Oqw N Ne) Op) Op)

min. 0 0,16 0,12 0,34 0,12

®) diss. 0,16 0,27 0,12 NA NA

©) m-in. 0 0,16 0,12 0,33 0,13
diss. 0,16 0,28 0,12 NA NA

@ min. 0,10 0,14 0,12 0,31 0,14
diss. 0,16 0,27 0,13 NA NA

min. 0 0,13 0,13 0,28 0,18

®) diss. 0,14 0,27 0,14 NA NA

> Natureza das ligagdes

A Tabela 4.10 mostra os valores calculados de p(r), V(r), H(r), V?p(r), £(r) e 5(r) para as quatro
geometrias otimizadas dos complexos. Com excec¢do do complexo (6), todos os outros complexos
apresentam valores positivos do Laplaciano em todos os pontos criticos de ligacdo (BCP), juntamente
com valores de #(r) menores que 1, caracterizando interagdes de camada fechada. Esses resultados
sdo esperados para Ag*, uma vez que todos os orbitais d estdo ocupados e, portanto, sdo incapazes de
atuar como receptores eletrénicos no compartilhamento covalente, dando a interagcdo um forte caréater
eletrostatico. A densidade eletrbnica no BCP é uma medida da forca de ligacdo. A Tabela 4.10
também mostra a maior forca de ligacéo entre a prata e um dos 4&tomos de oxigénio do grupo nitrato,
em comparagdo com 0s outros atomos coordenados, uma vez que neste BCP a p(r) tem valores
maiores. Outra observacdo é que o valor de ¢(r) no BCP de um dos oxigénios de NO3™ tende a ser
muito maior do que o valor para o outro. Isso reflete uma ligacdo distorcida e instavel, o que é
esperado ja que o angulo entre o oxigénio e a prata € muito inadequado para uma coordenacgdo
quelante de NOs.
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Tabela 4.10 — Propriedades da densidade eletronica calculadas no ponto critico de ligagdo (BCP)
envolvendo a prata e os atomos indicados dos ligantes, na geometria de equilibrio dos complexos.?

Atomos ligados ao centro metalico
Compostos Propriedade

Ow N N O Op
p(7) 0,13 0,28 0,32 0,47 0,15
v(r) 0,02 0,05 -0,06 0,11 -0,02
(5) H(r) 0,00 0,00 -0,01 -0,01 0,00
P2(r) 2,00 3,89 4,40 7,74 2,23
&(r) 0,06 0,05 0,04 0,05 3,44
0 0,15 0,17 0,18 018 0,16
() 1,84 1,94 2,14 1,94 2,17
V(r) -0,34 -0,37 -0,49 -0,37 -0,50
6) H(r) 0,27 0,33 -0,37 -0,33 -0,38
I72p(r) -18,58 -27,40 -25,19 -27,35 -25,70
e(r) 0,14 0,01 0,19 0,01 0,19
0 1,77 1,74 2,86 1,75 2,94
pr) 0,18 0,28 0,30 0,43 0,19
v(r) 0,03 -0,05 -0,05 -0,09 -0,03
@) H(r) 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00
l72p(r) 2,88 3,95 4,15 7,13 2,92
&(r) 0,02 0,07 0,05 0,05 0,21
n(r) 0,15 0,17 0,18 0,18 0,15
p(r) 0,16 0,32 0,27 0,39 0,26
V(1) 0,02 -0,06 -0,05 -0,08 -0,05
8) H(r) 0,00 0,01 0,00 0,01 0,00
72(r) 2,58 4,51 3,81 6,41 4,19
&(r) 0,03 0,07 0,05 0,05 0,02
n(r) 0,15 0,18 0,17 0,17 0,16

aTodos os valores estdo em u.a.
O significado de cada propriedade calculada é descrito na se¢do 2.6.1.

O complexo (6) apresentou um conjunto de caracteristicas diferentes em seus valores para as
propriedades avaliadas, conforme mostrado na Tabela 4.10. Por exemplo, o Laplaciano em todos os
BCPs foi negativo, o que € uma indicacéo de alta contribuicdo da densidade de energia potencial em
detrimento da densidade de energia cinética, consequéncia de um maior carater de ligacdo covalente.
Os valores 7(r) tambem suportam esta ideia, uma vez que sdo todos significativamente maiores do
que a unidade em todos os BCPs. Esse fato pode ser explicado pela presenca do grupo metil, um
conhecido doador de densidade eletronica, ao anel piridinico. A doagdo desse grupo poderia
enriquecer os arredores do centro metalico com densidade eletrdnica e aumentar o carater covalente
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das interagdes. Entretanto, esse carater covalente ndo foi evidenciado na maior parte das anélises
QTAIM realizadas ao longo da superficie de energia potencial, como mostrado pela Tabela 4.11, que
contém descritores QTAIM obtidos ao longo da PES, somente para o complexo (6). Como pode ser
visto, os valores de V2p(r) e 5(r) nos BCPs s&o positivos e menores que 1, respectivamente, e em
conjunto com valores de H(r) proximos de zero, reforcam a natureza eletrostatica das ligaces Ag-
hidrazona. A dissociac¢do do ion NOs™ leva a um aumento da densidade eletronica nos BCPs dos trés
atomos coordenados da hidrazona. Como exemplo, p(r) = 0,19 quando o ion NO3™ esta a uma distancia
de 2,530 A da Ag (P2), e p(r) = 0, 26 quando o fon NOs™ esta mais afastado (5,200 A) em Ag-Oq)
BCP. Estes resultados mostram que, 8 medida que o ion NOs" se dissocia, a interacdo entre a hidrazona
e 0 centro metalico se torna mais forte.

Tabela 4.11 — Propriedades da densidade eletrénica calculadas no ponto critico de ligagdo (BCP)
entre a prata e os atomos dos ligantes. Os valores foram obtidos para o complexo (6) em duas
geometrias da PES, o ponto P2 e o tltimo ponto P10 quando o NOs™ é o0 mais distante do metal.

Atomos ligados ao centro metalico

Propriedade? Ow) N N O Op)
P2 P10 P2 P10 P2 P10 P2 P1 P2 P1
p(r) 019 026 031 0,32 0,21 0,42 0,44 N/A 0,35 N/A
V(r) -0,03 -005 -006 -006 -003 -008 -0,10 N/A -0,07 N/A
H(r) 0,00 000 -0,01 -0,01 0,00 -0,01  -0,01 N/A -0,01 N/A
#p 308 432 448 451 2,78 5,47 7,39 N/A 6,07 N/A
e(r) 001 000 009 0,06 0,03 0,04 0,03 N/A 0,07 N/A
n(r) 015 016 0,18 0,18 0,17 0,19 0,17 N/A 0,16 N/A

aTodos os valores estdo em u.a.
O significado de cada propriedade calculada é descrito na se¢do 2.6.1.

A Figura 4.8 mostra o grafico 2-D de V?p(r) na geometria de equilibrio do complexo (6).
Apesar dos valores negativos de V2p(r) nos BCPs que envolvem os atomos coordenados, a regido
entre a prata e os atomos coordenados mostra a deplecdo da densidade eletrénica (baixa densidade de
linhas), caracteristica das interacfes de camada fechada. Um suporte final para esta conclusdo vem
dos mapas escalados em cores 2-D ou 3-D (Figuras 4.9A e B), que mostram regides de baixa
densidade eletronica do complexo (6), nos arredores do 4tomo de prata, ou regides onde p(r) é
deslocada ap0s a dissociacdo do nitrato. Pode-se observar ainda que os arredores do atomo de prata
tém maior densidade eletrénica quando o NOs™ é dissociado. A partir do mapa de densidade eletrénica
mostrado na Figura 4.10, € possivel observar que p(r) € deslocado para regides proximas dos atomos
conectados & prata quando o NO3™ndo esta coordenado.

85



Capitulo 4

19.48
™ N7
16,69 e i
== RN ON Y
3 f) s JO Iy
IO jowl L
11,13 @\,J " @ c \
C
\\\%\f\‘/ \ H
00 ®
N \u)
5.56 o
G’i@
.78 7

00 —
0,00 3,01 6,01 902 12,03 15,04 18,04 21,05

Unidade de comprimento: Bohr
Figura 4.8 — Gréafico 2-D de V?p(r) para a geometria de energia minima do complexo (6). As linhas
tracejadas indicam um valor negativo de V2p(r) e, portanto, uma regido de acumulacio de carga
enquanto as linhas continuas indicam uma V2p(r) positiva e, portanto, uma regido de deplecdo de
carga. A regido entre a prata e 0os atomos circundantes é uma regido de deplecdo de densidade
eletrdnica, caracteristica de interacbes camada fechada.
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Figura 4.9 — Gréafico 2-D da densidade eletronica para A) estrutura de energia minima e a B) estrutura
na qual o NOs" esté dissociado do centro metalico no complexo (6). As areas em vermelha e azul
indicam regides de alta e baixa densidade eletronica, respectivamente, enquanto as areas em branco
indicam densidades eletrénicas muito grandes, que fogem da escala.
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p(r) deplecio p(r) acumulacio
Figura 4.10 — Gréfico 3-D da diferenca na densidade eletrdnica para a geometria de equilibrio do
complexo (6) na presenca e auséncia do ligante NO3s". As superficies vermelhas indicam onde a
densidade eletronica é deslocada quando o nitrato se dissocia (maior p(r) em forma dissociada),
enquanto as superficies azuis indicam onde a densidade eletronica € removida apds a dissociacao do
nitrato (inferior p(r) em forma dissociada). Nas regides verdes, a densidade eletronica permanece

inalterada.

4.3. Avaliacao da atividade antifingica

Os ligantes, complexos (5-7), nitrato de prata, nitrato de miconazol e nistatina (fa&rmacos de
referéncia) foram avaliados quanto a atividade antifungica frente as espécies Candida dubliniensis,
Candida glabrata, Candida lusitaniae, Aspergillus parasiticus e Penicillium citrinum. Os resultados
estdo apresentados na Tabela 4.12. As hidrazonas foram inativas nas cepas investigadas, exceto
H2BzpCIPh que foi ativo contra C. lusitaniae e P. citrinum. No entanto, suas atividades foram
inferiores as apresentadas pelos agentes antifingicos de referéncia. Por sua vez, o ligante H2BzPh
exibiu atividade similar a nistatina contra P. citrinum.

Com a coordenagdo das hidrazonas a prata(l) a atividade antifingica mostrou-se significativa.
Todos os complexos apresentaram valores de Clso menores do que da nistatina frente ao fungo P.
citrinum. A melhor atividade observada para o nitrato de prata também foi contra P. citrinum, sendo
semelhante a atividade exibida pela nistatina.

A presenga do grupo substituinte p-Cl no complexo [Ag(H2BzpCIPh)NOz3] (7) resultou numa
atividade superior em todas as cepas em relacdo aos outros complexos. Além disso, na maioria dos
casos a acgdo antifungica demostrada em (7) foi semelhante ou superior a da nistatina. Como por
exemplo, contra P. citrinum o complexo (7) (Clso = 12,1 uM) foi cerca de duas vezes mais ativo que
a nistatina (Clso = 30,7 uM), enquanto que contra C. dubliniensis o complexo (7) (Clsp = 3,8 uM)
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exibiu perfil antifungico semelhante a nistatina (Clso = 4,4 uM). O Unico caso em que (7) foi menos
ativo que a nistatina foi contra C. glabrata, mas nesse caso sua atividade é comparavel ao nitrato de
miconazol.

Em geral os complexos foram altamente ativos ou exibiram atividade semelhante a nistatina.
Uma vez que a maioria das hidrazonas foram inativas e o nitrato de prata apresentou baixa atividade,
a associacdo de ambos resultou em uma excelente estratégia para o aumento da acao antifingica
desses compostos.

Tabela 4.12 — Atividade antifungica (Clso) de 2-benzoilpiridina benzoil-hidrazonas, complexos (5-
7), nitrato de prata, nitrato de miconazol e nistatina frente a espécies de Candida e fungos
filamentosos.

Clso (UM) £ DP?

Compostos Candida Candida Candida Aspergillus Penicillium
dubliniensis glabrata lusitaniae parasiticus citrinum
H2BzPh - - - — 29,3+34
[Ag(H2BzPh)NO3] (5) 222+12 >33 358+14 470+1,6 20,6 £0,6
H2BzpCHs;Ph - - - - -
[Ag(H2BzpCH3sPh)NOs] (6) 17,6 +£0,8 > 32 92+1.2 51,7+1,0 143+2,0
H2BzpCIPh - - 129+27 - 66,9+4,1
[Ag(H2BzpCIPh)NOs] (7) 3,8%0,2 122+0,7 39+0,3 275+1,0 12,1+1,3
AgNO3 >11 642+22 208+1,8 > 183 246 +3,0
Nitrato de miconazol 1,6+0,5 195+45 <6,2x10° <0,3 <0,3

Nistatina 44+0,8 19+0,2 53+0,8 76,0+1,1 30,7+1,2

2 Clso = Concentracdo inibitoria de 50% do crescimento dos fungos;
DP = Desvio padréo;
— Néo inibe o crescimento de fungos acima de 80% a 250 pug mL™.

4.4. Avaliacdo da atividade citotoxica contra células de melanoma e melanécitos murino

Os efeitos citotoxicos das hidrazonas e seus complexos (5-7) foram analisados em compara¢do
com cisplatina nas células de B16F10 (melanoma metastatico) e Melan-A (melanocitato nao
tumorigénico) utilizando o ensaio colorimétrico MTT. Os valores de Clso ¢ IS estdo expostos na
Tabela 4.13. Com a complexacédo, observou-se que a atividade citotoxica contra células B16F10
aumentou em todos 0s casos, sendo maior que a da cisplatina. O nitrato de prata apresentou baixa
acdo citotoxica contra células B16F10. Os complexos (5-7) revelaram-se mais citotdxicos que o
nitrato de prata e a cisplatina. Todos 0os compostos foram mais citotoxicos para as células B16F10 do
que para as células sadias de Melan-A. Interessantemente, o indice de seletividade apresentado pelo
complexo [Ag(H2BzPh)NOg] (5) (IS = 23) foi superior ao do ligante (IS = 9,5), sugerindo que, neste
caso, a coordenacdo a prata(l) foi uma excelente estratégia para melhorar a seletividade.
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Tabela 4.13 — Atividade citotoxica (Clso) e indices de seletividade (IS) de 2-benzoilpiridina benzoil-
hidrazonas, complexos (5-7), AgNOse cisplatina contra células B16F10 e Melan-A.

Clso+ DP (UM)? e ISP

Compostos

B16F10 Melan-A IS
H2BzPh 11,50 £ 0,01 109,30 £ 0,01 9,5
[Ag(H2BzPh)NOs] (5) 2,36 £0,01 54,63 + 0,01 23
H2BzpCHsPh 4,00 £ 0,02 96,30 £ 0,01 24
[Ag(H2BzpCH3Ph)NOs] (6) 2,00 £0,01 10,23 £ 0,04 51

H2BzpCIPh 5,00 £ 0,01 >100 -
[Ag(H2BzpCIPh)NO3] (7) 2,00 £ 0,04 7,87 +0,04 3,9
AgNO; 75,40 + 0,01 59,90 £ 0,01 0,8

Cisplatina 10,00 £ 0,01 >100,00 —

2Clso = Concentragdo que inibe 50% da proliferacdo celular e DP = Desvio padréo;
®1S = Clso Melan-A / Clso B16F10.

4.5. Avaliacao da interacdo dos complexos de prata(l) com biomoléculas
4.5.1. Interacdo com albumina sérica humana (HSA)

A interacdo entre a HSA e os complexos (5-7) foi investigada por meio de titulacdes
espectrofluorimétricas, como descrito anteriormente na parte experimental (Capitulo 2, se¢éo 2.5.1).

Como exemplo, a Figura 4.11A mostra os espectros de fluorescéncia da HSA na presenca de
concentracdes crescentes do complexo [Ag(H2BzPh)NOs] (5) na temperatura de 298 K. A medida
que a concentracao de (5) aumenta observa-se uma diminui¢do no maximo de fluorescéncia da HSA,
juntamente com um deslocamento hipsocrémico, indicando que a interacdo entre o complexo e a
HSA ocorreu e que o microambiente em torno do residuo triptofano 214 (Trp-214) se tornou mais
hidrofébico. Mudangas similares foram verificadas nos espectros de fluorescéncia obtidos para 0s
complexos (6) e (7) nas diferentes temperaturas.

Os valores de Ksy e Kq obtidos a partir dos espectros de fluorescéncia e das Equagfes 2.2 e 2.3
(Capitulo 2, secdo 2.5.1) em diferentes temperaturas, estdo apresentados na Tabela 4.14. Os graficos
da relacdo Fo/F versus [complexo] mostraram perfis lineares e foram utilizados nos célculos das
constantes (Figura 4.11B). Em todos os complexos observou que o0 aumento da temperatura resultou
na diminuicdo dos valores de Ky, sugerindo que a interacdo complexo-HSA ocorre
predominantemente via mecanismo de supressao estatico. Além disso, considerando o tempo de vida
fluorescente do fluoréforo Trp-214 ndo-extinto como sendo 10® s, foram observados valores de Kq
na ordem de 102 M? s%, 0 que excede o valor de Kqde = 10 M s? encontrado em um mecanismo
de supressdo dinamico. Esse resultado confirma que o processo de supressdo da fluorescéncia é
devido a formacdo da ligacdo entre o complexo e a HSA, consistente com um mecanismo de
supressao estético.
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Figura 4.11 — A) Espectros de fluorescéncia de HSA (1,84 uM, Aem = 342 nm) na auséncia (linha
preta) e presenca (linhas coloridas) de quantidades crescentes de [Ag(H2BzPh)NOs] (5) a 298 K. As
setas indicam as mudancas ocorridas nos espectros apés cada adi¢do do complexo (5). B) Gréaficos
de Stern-Volmer (Fo/F versus [Complexo]) da interacdo complexo(5)-HSA. C) Gréficos de log[(Fo-
F)/F] versus log[Complexo] para determinacdo da constante de ligacdo (Ky) € 0 nimero de sitios de
ligacdo (n). D) Diagramas de Van’ Hoff (InK versus 1/T) para a interacdo entre complexos (5-7) e a

HSA em diferentes temperaturas.

Tabela 4.14 — Constantes de supressao de Stern-Volmer (Ksv), constantes de supressdo bimolecular
(Kq), constantes logaritmicas de ligagcdo (logKb) e numero de sitios de ligacdo (n) para a interacdo
entre HSA e os complexos de prata(l) (5-7) a diferentes temperaturas.

Compostos T (K) (10|4<?\V/|_1) (1012?;}_1 51 logKp n
298 826(0,02) 8,26(x0,02)  42(x0,1)  0,86(x0,02)
[Ag(H2BzPh)NOs]  (5) 303  5,18(x0,01)  5,18(x0,01) 3,7(0,1)  0,80(0,02)
310  4,36(x0,01)  4,36(+0,01) 3,5(x0,1)  0,79(x0,02)
298 8,04(0,02) 8,94(x0,02)  4,0(x0,1)  0,83(x0,02)
[Ag(H2BzpCHsPh)NO;]  (6) 303  8,18(x0,03)  8,18(+0,03) 3,9(x0,1)  0,80(0,02)
310  4,99(x0,02)  4,99(+0,02) 3,6(x0,1)  0,78(x0,01)
298 9,64(¥0,03) 9,64(x0,03)  4,7(x0,1)  0,94(x0,02)
[Ag(H2BzpCIPh)NOs]  (7) 303 9,08(x0,02) 9,08(x0,02)  4,5(x0,2)  0,92(+0,03)
310  4,94(x0,02)  4,94(x0,02) 4,0(x0,3)  0,88(x0,05)
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» Determinacao das constantes de ligacao e numero de sitios de ligagéo

Uma vez que o tipo de mecanismo de supresséo foi estabelecido, o logaritmo da constante de
ligagéo (logKp) e numero de sitios de ligacéo (n) foram determinados pela Equacéo 2.4 (sec¢éo 2.5.1),
segundo a seguinte relacdo log[(Fo-F)/F] versus log[complexo] (Figura 4.11C). Os valores de logKp
obtidos estdo inversamente correlacionados com a temperatura, indicando reducéo da estabilidade do
sistema complexo-HSA. Os valores de n s&o proximos de 1, sugerindo que os complexos (5-7) ligam-
se a HSA de acordo com a razdo molar de 1:1. Os dados s&o mostrados na Tabela 4.14 acima.

» Analise dos parametros termodindmicos

Como ja vimos, a interagdo supramolecular entre HSA e moléculas pequenas é geralmente
atribuida a interacdes fracas ndo-covalentes, como interacGes hidrofébica, eletrostatica, van der
Waals e ligagOes de hidrogénio. Os parametros termodinamicos envolvidos para determinar o tipo de
interagdo sdo AH®, AS® e AG® e podem ser obtidos por meio das Equagdes 2.5 e 2.6 (se¢do 2.5.1). A
Figura 4.11D mostra os diagramas de Van’ Hoff (InK versus 1/T) para a interacdo entre complexos
(5-7) e a HSA. Conforme a Tabela 4.15, as varia¢des de AH® ¢ AS® sdo negativas, indicando que as
ligacGes de hidrogénio e/ou forgas de van der Waals séo predominantes para a interacdo complexo-
HSA. Os valores negativos de AH® indicam ainda que a interagao ocorre por um processo exotérmico.
Os valores negativos de AG® (= -20 kJ mol™) para todos os complexos revelam um processo de ligagéo
espontaneo.

Tabela 4.15 — Parametros termodinadmicos da interacao entre HSA e os complexos de prata(l) (5-7)
a diferentes temperaturas.

AT AS? AGO
Compostos TK) (kJ mol™) @moltKY)  (kImol?)

298 2012

[Ag(H2BZPh)NO3] 5) 303 94,55 238,08 21,40
310 21,14

298 23,16

[Ag(H2BzpCHPRNO:]  (6) 303 64,80 139,44 22,63
310 21,50

298 26,77

[Ag(H2BzpCIPNO;]  (7) 303 89,59 209,75 26,49
310 24,32
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4.5.2. Interagdo com &cido desoxirribonucleico (calf thymus DNA, CT-DNA)
> Determinacdo da constante de ligacéo por espectroscopia de absorcéo eletrénica

Os espectros de absorcdo de complexos (5-7) foram registrados na auséncia e na presenca de
concentracdes crescentes de DNA. Apos a adicdo de DNA, observou-se um hipocromismo no
comprimento de onda de maxima absor¢do, como o exemplo mostrado pela Figura 4.12A para o
complexo [Ag(H2BzPh)NOs] (5). Essas variagfes sugerem que os complexos interagem com DNA

por um modo de ligacéo intercalativa.
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Figura 4.12 — A) Espectro de absorcado na regido do UV-Vis de [Ag(H2BzPh)NO3] (5) na auséncia
(linha preta) e na presenca (linhas coloridas) de quantidades crescentes de CT-DNA. A seta indica
as mudancas ocorridas nos espectros apds cada adicdo de CT-DNA (efeito hipocrébmico). B)
Gréficos de Scatchard de [DNA]/(¢a - €f) versus [DNA] para a interacdo entre os complexos (5-7) e
DNA. ([DNA] = 0 — 20 pM, [complexos] = 30 uM a 25 °C em tampdo Tris-HCI, pH 7,2).

A fim de avaliar quantitativamente a forca da interacdo entre os complexos e o DNA, as
constantes intrinsecas de ligacao (Ky) foram obtidas como relatado anteriormente (Capitulo 2, se¢do
2.5.2), utilizando graficos de Scatchard (Figura 4.12B). Os valores de Ky, obtidos para 0os complexos
foram 2,60 x 10° M (5), 1,30 x 10° M (6) e 2,24 x 10° M (7), sugerindo que esses compostos
interagem com o0 DNA (Tabela 4.16).
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Tabela 4.16 — Constantes de ligagéo (Kb), concentracdo necessaria para reduzir 50% da fluorescéncia
do sistema BE-DNA (Csp) e constantes de ligacdo aparente (Kapp) para a interacdo entre DNA e 0s
complexos (5-7).

Compostos Ky (10°M1) Cso (10° M) Kapp (10° M)

[Ag(H2BzPh)NO3] (5) 2,60 0,41 21,0 4,76
[Ag(H2BzpCH3Ph)NO3] (6) 1,30 0,33 19,8 5,04
[Ag(H2BzpCIPh)NO3] @) 2,24 + 0,69 17,9 5,57

> Interagdo competitiva entre brometo de etidio (BE) e complexos pelo CT-DNA

O modo de interacdo entre os complexos (5-7) e 0 DNA foi investigado por experimento de
deslocamento competitivo do agente intercalante brometo de etidio (BE). Na Figura 4.13A estdo
apresentados como exemplo os espectros de florescéncia do BE ligado ao DNA na auséncia e
presenca do complexo [Ag(H2BzPh)NOs] (5). O sistema BE-DNA mostra uma forte emisséo em 602
nm quando o comprimento de excitacdo € de 545 nm. Em todos os casos, a reducdo na intensidade
de fluorescéncia e um pequeno deslocamento batocrémico foram observados na presenca dos
complexos de prata(l), supostamente devido a reducdo no numero de locais de ligagdo no DNA
disponiveis para BE. As mudancas espectrais indicam que os complexos em estudo interagem com o
DNA por um mecanismo de intercalacéo atipico.
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Figura 4.13 — A) Espectros de supressao da fluorescéncia do sistema BE-DNA na auséncia (linha
preta) e presenca (linhas coloridas) de quantidades crescentes de [Ag(H2BzPh)NO3] (5). A seta
indica as mudancas ocorridas nos espectros apos cada adi¢do do complexo (5). B) Graficos de Stern-
Volmer de Fo/F versus [complexos] para (5-7). (Aexc = 545 nm; [complexos] = 0 - 100 uM; [DNA] =
10 uM e [BE] = 10 pM).
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As concentracfes necessarias para diminuir em 50% a fluorescéncia do sistema BE-DNA
(Cs0) foram calculadas utilizando os graficos da relacdo entre a intensidade de fluorescéncia em
funcédo da concentracdo dos complexos. As constantes de ligacdo aparente (Kapp) para complexos (5-
7) foram calculadas de acordo com a equacéo Kapp = Kes X [BE]/Cso, discutida no capitulo 2 (Equacéo
2.8, secdo 2.5.2.2.). Os valores de Cso e Kapp sd0 apresentados na Tabela 4.16. Os valores obtidos de
Kapp Na ordem de 10° M*s&o similares ao valor apresentado pelo agente antitumoral actinomicina D
(Kapp = 9,69 x 10° M) cujo seu modo de agdo envolve intercalagido com o DNA.®

4.5.3. Interacdo com DNA plasmidial

Os efeitos das hidrazona, dos complexos (5-7), AgNOs e da cisplatina na conformacéo do
DNA foram avaliados pelas analises da mobilidade eletroforética do DNA plasmidial pUC19 de E.
coli ap6s a interacdo com os compostos. A Figura 4.14 apresenta a corrida eletroforética para o0s
compostos incubados com o DNA pUC19. Observamos que na concentra¢do empregada de 100 uM,
os ligantes, sal de prata e os complexos (5-7) néo interagem com o DNA, ao passo que a cisplatina
interagiu significativamente com o DNA, dificultando sua mobilidade eletroforética. Esses resultados
corroboram a hip6tese de que os compostos interagem com 0 DNA de modo intercalativo e ndo por
ligacdo covalente entre a prata(l) e o DNA. Assim, a ligacdo covalente entre a prata(l) e o0 DNA
provavelmente ndo faz parte do mecanismo de acéo citotdxica desses compostos.

) (6) (7)  AgNOs Cisplatina DNA

| |
« 111
|

Figura 4.14 — Eletroforese em gel de agarose do DNA plasmidial pUC19 de E. coli (150 ng pL™?)
incubado com H2BzPh (HL1), H2BzpCHsPh (HL2), H2BzpCIPh (HL3), [Ag(H2BzPh)NO3] (1),
[Ag(H2BzpCH3sPh)NOs3] (2), [Ag(H2BzpCIPh)NOs] (3), AgNOg e cisplatina (100 uM) por 24 h a
37°C. *Formas do DNA plasmidial: | (superenovelada), Il (circular relaxada) e Il (linear).

SA. Kellett, M. O’Connor, M. McCann, M. McNamara, P. Lynch, G. Rosair, V. McKee, B. Creaven, M. Walsh, S.
McClean, A. Foltyn, D. O’Shea, O. Howe, M. Devereux, Dalton Trans. 40 (2011) 1024-1027.
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Capitulo 5 - Complexos de prata(l) com 2,6-diacetilpiridina bis(benzoil-hidrazonas):
avaliacdo da atividade antifiingica e interacdo com DNA

Neste capitulo foram estudados os complexos [Ag(H2-2,6AcPh)]NOs (9), [Ag(H2-
2,6 AcpCH3Ph)]NOs (10), [Ag(H2-2,6 AcpCIPh)]NO3-2H,0 (11) e [Ag(H2-2,6 AcpNO2Ph)]NOs (12)
obtidos com 2,6-diacetilpiridina bis(benzoil-hidrazona) (H2-2,6 AcPh) e os derivados bis(para-metil-
benzoil-hidrazona) (H2-2,6AcpCHsPh), bis(para-cloro-benzoil-hidrazona) (H2-2,6AcpCIPh), e
bis(para-nitro-benzoil-hidrazona) (H2-2,6AcpNO2Ph). As bis(benzoil-hidrazonas) usadas nas
sinteses ja foram descritas na literatura, exceto H2-2,6 AcpCH3Ph que ¢ um composto inédito. Os
compostos foram caracterizados por microanalises, condutividades molares e por seus espectros de
infravermelho, RMN e de massas (ESI-MS). Estruturas cristalinas de (10) e (11) também foram
determinadas. As atividades antifangicas de todos os compostos foram avaliadas contra fungos das
espécies de Candida e filamentosos. Estudos da interacao dos complexos (9-12) com albumina sérica
humana (HSA) e o &cido desoxirribonucleico (DNA) tambeém foram realizados (Figura 5.1).

[Complexos de Ag(l) ]

~,

Interacdo com DNA

[A tividade antifiin gica]

Candida albicans

500 . .
80 = Complexo (10)
- El 400 {
< 60 =
3 . E 300
40 =
2 @ 200
—l’; O / ;
O 20 ‘ = 100
v 3 Cg%/ o I(& "$75 600 65 630 675 700 135 750
) @ \\ ;\) 0"3 Q \) O (o) ) D7 b D d ~ b
Q A A\ by O @
o R ?5? t\.‘\\“b‘é—o‘& Complexo (10) Comprimento de onda (nm)

M
b“o

Figura 5.1 — Resumo grafico dos principais resultados apresentados no capitulo 5.

5.1. Caracterizacdo dos compostos

Os complexos apresentaram-se estaveis no estado solido e foram guardados sob protecdo da
luz. Esses compostos também sdo estaveis em solucgdes de 5% de DMSO e tampéo Tris-HCI (agua)
por até 48 horas na auséncia de luz. Todos os complexos formados sdo amarelos e foram obtidos com
rendimentos entre 34 a 81 %. As estruturas propostas para os complexos (9-12) estdo apresentadas

1K.S.0. Ferraz, N.F. Silva, J.G. Da Silva, L.F. De Miranda, C.F.D. Romeiro, E.M. Souza-Fagundes, I.C. Mendes, H.
Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 53 (2012) 98-106.
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na Figura 5.2. As faixas de fusdo, massas molares, microanalises e medidas de condutividade molar
estdo apresentados na Tabela 5.1. Nos complexos os valores de condutividade molar sugerem a
formacdo de eletrolitos do tipo 1:1. As microanalises indicam que os complexos sdo do tipo
[Ag(H2L)]NOg, contendo uma molécula de bis(benzoil-hidrazona) neutra ligada ao centro metalico e
um ion nitrato presente na estrutura como contra-ion. No complexo (11) duas moléculas de agua de
hidratacdo foram confirmadas pela curva termogravimétrica, que apresenta uma perda de massa de
5,57 % (tedrico: 5,33 %) entre 30-100 °C.

_ ~ ~
| Grupos R=H, [Ag(H2-2,6AcPh)]NO; (9)
HiC T/ CHs CHs. [Ag(H2-2.6AcpCH3Ph)INOs (10)

|N Cl, [Ag(H2-2.6AcpCIPh)[NO;.2H;0 (11)

- / ~
HN Ag NH NO; NO.. [Ag(H2-2.6AcpNO.Ph)|NO; (12)
@ “ 0 )\@
O o]
R R

Figura 5.2 — Estrutura geral para os complexos de prata(l) com bis(benzoil-hidrazonas).

Tabela 5.1 — Rendimento, massa molar, faixa de fusdo, condutividade molar e analise elementar de CHN
das bis(benzoil-hidrazonas) e seus complexos de prata(l).

Rend MM Faixa de Anélise Elementar®
' 3 a
Compostos %) (g mol?) f(Lii:a)o Am %C %H %N
H2-2,6AcPh 73 399,45  236,0-2370 - — - ~
4859 3,69 14,70
[Ag(H2-2,6AcPh)]NO3 (9 68 569,32  247,4-2488 69,2 (4852 (372) (1476)
H2-2,6AcpCHsPh 95 42750 2620-2630 — (912 569 1645

(70,24) (5,89) (16,38)
4990 417 1443

[Ag(H2-2,6AcpCH:Ph)]NO;  (10) 34 50737 2414-2432 723 oihe (4on) (1407)

H2-2,6AcpCIPh 89 468,34  263,0-2700 - - - -
41,14 347 1275
[Ag(H2-2,6AcpCIPh)JNOs2H,0  (11) 81 67423  2046-2463 737 o San (1240)
H2-2,6AcpNO,Ph 77 489,44  262,0-2630  —

44,86 2,94 16,74

[Ag(H2-2,6AcpNOP)JNO;  (12) 71 65931  2279-2296 TLL (u'o0 (Je0) (1700)

A (Q1cm?mol™) em DMF na concentragdo de 1 x 10° mol L;
bValores calculados entre parénteses

5.1.1. Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (1V)

As principais atribui¢cfes das bandas observadas nos espectros de infravermelho das
bis(benzoil-hidrazonas) livres foram comparadas com os espectros dos complexos de prata(l) e sdo
apresentadas na Tabela 5.2.
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Tabela 5.2 — Atribuicéo das principais bandas nos espectros de absor¢do na regido do infravermelho
(cm™)2das bis(benzoil-hidrazonas) e seus complexos de prata(l).

Compostos v(N-H)  v(C=0) v(C=N) v(NO3) p(py) V(Ag-O)

H2-2,6AcPh 3276 m 1664 F 1568 m - 658 f -

[Ag(H2-2,6 AcPh)]NOs (9) 3274f 1624F 1602f 1384F  656f 530 f
H2-2,6 AcpCHsPh 3232f 1670F 1610 m - 638 f -
[Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]NOs (10) 3226f 1650F 1610m 1384 F — *
H2-2,6 AcpCIPh 3270m 1663 F 1592 m - 660 f -

[Ag(H2-2,6AcpCIPh)INOs2H,O (11) 3184f  1648F 1594F 1384F  684f 534 f
H2-2,6 AcpNO.Ph 3226f 1671F 1576 m - 634 f —

[Ag(H2-2,6 AcpNO.Ph)]NO; (12) 3193f 1703m 1602m 1384 F 634f 597 f
2Pastilhas de KBr (4000-400 cm™?); F = forte, m = média e f = fraca; v estiramento e p deformacio;
* N&o foi possivel atribuir devido a baixa intensidade das bandas nessa regio;
— Auséncia da banda.

Nos espectros das bis(benzoil-hidrazonas) livres sdo observadas bandas caracteristicas do
estiramento v(N-H) em 3276-3226 cm™, que estdo presentes nos espectros dos complexos em 3274-
3184 cm?, indicando que os ligantes coordenam-se ao metal de forma neutra.

O modo vibracional v(C=0), observado na regido entre 1671-1663 cm™ nos espectros das
bis(benzoil-hidrazonas), desloca-se para 1703-1624 cm™ nos espectros dos complexos, sugerindo a
coordenacdo do metal pelo &tomo de oxigénio. Esse modo de coordenacdo também foi evidenciado
pelas bandas correspondentes ao estiramento v(Ag-O) situadas entre 597-530 cm™.2 As bandas em
torno de 1610-1576 cm™ nas bis(benzoil-hidrazonas) livres foram atribuidas ao estiramento v(C=N)
e sofrem deslocamento para 1610-1594 cm™ apds a complexagéo, indicando que a coordenagio ao
metal ocorre pelo nitrogénio iminico.>® Bandas atribuidas ao modo de deformac&o no plano do anel
em 634-658 cm™® nos ligantes, que deslocam-se para 684-634 cm™ nos complexos, sugerem que 0
nitrogénio piridinico também participa da coordenagdo ao centro metalico.*

Portanto, as bis(benzoil-hidrazonas) encontram-se coordenadas a prata(l) de forma
pentadentada, através do sistema quelante O-N-Npy-N-O. Adicionalmente, o modo vibracional
v(NO3) observado apenas nos complexos em 1384 cm™ confirma a presenca do grupo nitrato como
contra-ion.* Como exemplo, a Figura 5.3 mostra os espectros de infravermelho de H2-2,6 AcpCHsPh
em comparacdo com seu complexo [Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]NOs (10).

2K. Nakamoto, Infrared Spectra of Inorganic and Coordination Compounds, Willey-Interscience, New York, 1970.
3G. Prakash, R. Ramachandran, M. Nirmala, Inorg Chim Acta. 427 (2015) 203-210.
4M. S. Refat, Spectrochim. Acta, Part A. 68 (2007) 1393-1405.
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Figura 5.3 — Espectros de absorcdo na regido do infravermelho de H2-2,6 AcpCHsPh e do complexo
[Ag(H2-2,6 AcpCH3sPh)]NO3 (10), obtidos em pastilhas de KBr (4000-400 cm'Y).

5.1.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os complexos (9-12) foram caracterizados por RMN de 'H, 3C{*H}, DEPT 135 e mapas de
contorno homonucleares (COSY) e heteronucleares (HMQC e HMBC). Todos 0s espectros foram
obtidos em DMSO-ds, em razdo da maior solubilidade dos compostos nesse solvente. Os sinais
observados nos espectros de RMN de H e C{*H} assim como as estruturas dos compostos com
numeracdo utilizada para atribuicdes desses sinais, estdo apresentados nas Tabelas 5.3 e 5.4,
respectivamente. Nos espectros dos complexos os sinais dos hidrogénios e carbonos sofrem
deslocamentos significativos em relagéo aos das bis(benzoil-hidrazonas) livres.

Nos espectros de RMN de 'H das bis(benzoil-hidrazonas) os sinais de N3-H e N5-H entre
10,96-11,30 ppm sdo caracteristico da configuracdo E, em que N3-H e N5-H formam ligacdo de
hidrogénio com o solvente.®> A integracdo dos sinais de N3-H e N5-H ¢ de, aproximadamente, dois
hidrogénios, nos ligantes livres. Com a complexacao esses sinais deslocam-se entre 11,50-11,68 ppm
e a integracdo também confirma a presencga de dois hidrogénios, o que indica que as bis(benzoil-
hidrazonas) coordenam-se ao metal de forma neutra.

Conforme apresentado na Figura 5.4, todos os sinais de H sofreram significantes
deslocamentos em relacéo a posicao das bis(benzoil-hidrazonas) livres.

SA. A. R. Despaigne, G. L. Parrilha, J. B. Izidoro, P. R. Costa, R. G. Santos, O. E. Piro, E. E. Castellano, W. R. Rocha,
H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 50 (2012) 163-172.
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Nos espectros de RMN de 3C{*H} os sinais atribuidos aos carbonos do anel piridinico, C7,
C9 (C=N) e C8, C10 (C=0) também sofreram mudancas significativas apds a complexacédo (Figura
5.5), indicando que as bis(benzoil-hidrazonas) coordenam-se por um sistema quelante O-N-Npy-N-O,
como confirmado nas estruturas cristalograficas obtidas para os complexos (10) e (11) (sec¢do 5.5).

B H11
H14, H16 w T w H18| | g5
H21, H23 HC y ~1/ f‘ CHy H26
N M H:0
N3-H H4 21 20 102 ks 12,
N5-H H3, H5 A Jo T s
H13, H17 M™% % o
H20, H24 H2-2,6Acp CH3Ph J L\
— ———— [—
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Figura 5.4 — Espectros de RMN de H de H2-2,6AcpCHsPh e do complexo [Ag(H2-
2,6 AcpCH3Ph)]NO3 (10) registrados em DMSO-ds a temperatura ambiente.
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Figura 5.5 — Espectros de RMN de *C{H} de H2-2,6AcpCHsPh e do complexo [Ag(H2-
2,6 AcpCH3Ph)]NO3 (10) registrados em DMSO-ds a temperatura ambiente.
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Tabela 5.3 — Atribuicdes, nimero de hidrogénio (n), multiplicidades (M),* constantes de acoplamento (J, Hz) e deslocamento quimico (ppm) dos sinais de
RMN de H das bis(benzoil-hidrazonas) e seus complexos de prata(l) (400 MHz), em DMSO-ds.

Atribuicbes n | H2-2,6AcPh 9 H2-2,6 AcpCHsPh (10) H2-2,6 AcpCIPh (11) H2-2,6 AcpNO2Ph (12)
N3-H,N5-H 2| 10,92(s) 11,62 (5) 10,74 (s) 11,50 (3) 10,96 (5) 11,68 (5) 11,30 (5) 11,63 (5)
H3, H5 2|837-803(m)  811(d) 8,10-7,91 (m) 8,09 (d) 8,19-7,99 (m) 8,09 (d) 873819 (m)  8,07-7,87 (m)
(J =7,60) (J =7,60) (J = 6,30)
H4 1| 789 823815 (m) 7,84 (d) 8,22-8,14 (m) 7,89 (d) 8,23-8,13(m)  8,19-7,63 (M) 8,19 (d)
(J = 5,80) (J = 7,40) (J = 7,40) (J =9,00)
H13,H17, 4| 7.89(d) 7,91 (d) 7,73 (d) 7,86 (d) 7,89 (d) 7,94 (d) 8,19 (d)
H20, H24 (I=580)  (3=750) (3=7.70) (3=770) (3= 7,40) (3= 6,80) 8,19-7,63 (m) (3= 9,00)
H14, H16 4 ]
o 7,71-7,39(m) 7.58 (1) 7,24 (d) 7.39 (d) 7,57 (d) 7,63 (d) 8,738,190 (m) 8,39 (0)
! (J =7,60) (J = 8,00) (J=7,90) (J = 8,40) (J=7,60) (J =7,20)
H15 H22 2| 7,71-7,39(m) 7,69 (t) - - - - - -
(J =7,30)
H11, H18 6 2,53 (s) 2,56 (s) 2,30 (s) 2,57 (s) 2,67 (S) 2,55 (s) 2,68 () 2,66(s)
H25 H26 6 - - 2,44 (3) 2,42 (3) - - - -
- R=H, [Ag(H2-2,6AcPh)]NO;(9)
CHs, [Ag(I12-2,6 AcpCH:Ph)INO3 (10)
Cl, [Ag(H2-2,6AcpCIPh)INO32H-0 (11)
NO2, [Ag(H2-2,6AcpNO2Ph)INOs (12)
NO,
14
15
R

2 Os desdobramentos dos sinais H3, H5 nos ligantes seriam dupletos, no entanto devido a sobreposicdo de sinais sdo observados apenas multipletos;

M = (s) simpleto; (d) dupleto; (t) tripleto; (m) multipleto.

— Auséncia de sinal
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Tabela 5.4 — Atribuicdes e deslocamento quimico (ppm) dos sinais de RMN de *C{*H} e DEPT 135 das bis(benzoil-hidrazonas) e seus complexos de prata(l)
(400 MHz), em DMSO-ds.

Atribuicses DEPT® | H2-2,6AcPh 9) H2-2,6AcpCHsPh  (10)  H2-2,6AcpCIPh  (11)  H2-2,6AcpNO.Ph (12)
C2,C6 ~ 151,3 1545 151,2 — 151,1 — 151,9
C3,C5 0 121,2 124.6 120,7 1243 120,3 124.0 1233 1236
C4 0 136,8 139,9 137,4 139,8 136,1 140,3 137,7 140,1
C7,C9 - 155,1 152,4 142,0 151,7 154.2 152,5 154,0 152,6
C8, C10 - 165,2 166,2 168,2 165,9 162,8 165,4 163,5 164,8
C12, C19 - - 132,3 131,3 - - 131,1 - -

C13, C17, C20, C24 0 138,0 1283 128,6 128,3 128,0 130,4 128,1 129,8
C14, C16, C21, C23 0 129,0 128,6 129,1 129,0 136,9 128,8 138,6 138,4
C15, C22 - - 132,7 1415 - - 137,7 - 139,4
C11,C18 12,4 15,1 12,7 14,8 12,4 15,1 12,6 14,6
C25, C26 - - 21,4 21,1 - - - -

- R=H, [Ag(H2-2,6AcPh)|NO;(9)

NO;

CHs, [Ag(H2-2,6 AcpCH5Ph)|NOs (10)

Cl,

[Ag(H2-2,6 AcpCIPh)INO3-2H20 (11)

NO3, [Ag(H2-2,6AcpNO2Ph)INO; (12)

21 (conversdo no DEPT 135 para CH e CHjs)

— Auséncia de sinal
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5.1.3. Espectrometria de Massas com lonizacdo por Electrospray (ESI-MS)

As analises dos espectros de massa dos complexos, em modo positivo, confirmaram a
formacdo de espécies catidnicas [Agbis(benzoil-hidrazonas)]” em solucdo. Na Figura 5.6A é
apresentado o espectro de massas do complexo [Ag(H2-2,6AcpCH3Ph)]NOs (10). A espécie
catidnica [Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]* apresentou m/zexperimentary igual a 534,1053 e m/zeerica) 534,1013,
com abundancia relativa de 90%. O padréo isotdpico experimental de cada espécie foi comparado
com o padrdo isotopico tedrico em que foram observados picos com valores de m/z com erros
inferiores a 20 ppm (Figura 5.6B e C). O espectro também mostra a presenca do ligante livre [H2-
2,6AcPh+Na]* (m/z 449,5612, 100%).

Os espectros das demais espécies cationicas [Ag(H2-2,6AcPh)]" e [Ag(H2-2,6 AcpCIPh)]*
apresentaram valores de m/Z(experimentay iguais a 506,0659 e 575,9938 e m/Zecrica) de 506,0740 e
575,9900, respectivamente. Em ambos também é observada a presenca das bis(benzoil-hidrazonas)
livres [H2-2,6 AcPh+Na]* (m/z 422,1481) e [H2-2,6 AcpCIPh+Na]* (m/z 490,1230) com abundancia
relativa entre 80-100%.

[Ag(H2-2,6AcpCHsPh)]*

100 - [H2-2,6AcpCH:Ph + Na]* 534,1053
449,5612
%01 I e

60‘ / “NH

Boama vl

Intensidade Relativa (%) 2

40+
| [Ag(H2-2.6AcpCH:Ph)[NO; (10)
20
100 200 300 400 500 600 700 800
m/z
B Experimental Tedrico
)100a 534,1053 536,1053 N T 1o, 534,1013 T

@ H. C\T/QYCH H;C\I/@YCH!

S l = \ i

= 80 \ S 804 HN’"\L/N“NH

= / ~ 2N

% 604 HyC CH, 'g 60 HyC CH,
& [Ag(H2-2,6AcpCHPh)]* = [Ag(H2-2,6AcpCH3Ph)J*
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= W

E 40 = 401 .
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Figura 5.6 — A) Espectros de massas (ESI, modo +) de [Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]NO3z (10) registrados
na faixa de 100 a 800 m/z. Comparacéo entre o padréo isotopico B) experimental (m/z 534,1053) e
C) tedrico (m/z 534,1013) da espécie catidnica [Ag(H2-2,6 AcpCHsPh)]".
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5.1.4. Cristalografia por difracéo de raios X

Monocristais dos  complexos  [Ag(H2-2,6AcpCH3Ph)][NOs  (10) e [Ag(H2-
2,6AcpCIPh)]NO3-2H20 (11) adequados para difracdo de raios X foram obtidos a partir da
evaporacado lenta da solugdo-mée procedente das sinteses de (10) e (11) a temperatura ambiente.

A projecdo ORTEP das estruturas moleculares dos complexos (10) e (11) com esquema de
numeracao estdo apresentadas na Figura 5.7. Os resumos da colecdo de dados e dos refinamentos
estdo dispostos na Tabela 5.5. As distancias e angulos de ligacdo sdo apresentados na Tabela 5.6. As
interacdes de hidrogénio presentes nas estruturas (10) e (11) estdo apresentadas na Tabela Al4
(anexo).

1l

Figura 5.7 — Projecdo ORTEP dos complexos catidnicos de [Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]NO3 (10) e
[Ag(H2-2,6 AcpCIPh)]NO3-2H20 (11) com elipsoides em nivel de probabilidade de 50%.

As estruturas cristalinas dos complexos (10) e (11) pertencem ao sistema triclinico com grupo
espacial P -1 e Z igual a 2, ou seja, a célula unitaria possui duas férmulas moleculares (Tabela 5.5).
As unidades assimétricas contém as espécies catidnicos [Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]™ (10) e [Ag(H2-
2,6AcpCIPh)]* (11) e um anion nitrato como contra-ion para ambos os complexos. O ion nitrato
apresenta-se desordenado em (11). Em (11) também é possivel observar a presenca de duas moleculas
de &gua de hidratacdo. Os ions nitrato e as moléculas de agua foram omitidos das estruturas
moleculares para maior clareza nas imagens (Figura 5.7).
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Tabela 5.5 — Dados cristalograficos e de refinamento das estruturas dos complexos [Ag(H2-

2,6AcpCHsPh)]NOs (10) e [Ag(H2-2,6AcpCIPh)]NOs-2H,0 (11)

Compostos (10) (11)
Férmula molecular CasH2sNsOsAg Ca3H23ClN6O7Ag
Massa molecular (g mol™?) 597,38 674,24
Temperatura (K) 200(2) 200(2)
Sistema cristalino Triclinico Triclinico
Grupo espacial P-1 P-1
Parametros da célula unitaria
a(A) 6,2408(1) 10,8147(3)
b (A) 11,8002(3) 11,4278(3)
c(A) 17,6045(3) 12,2545(3)
a (°) 109,084(2) 114,166(3)
B 94,510(1) 105,724(2)
v (©) 95,577(2) 98,379(2)
Volume (A3) 1210,96(4) 1272,00(7)
Numero de féormulas elementares (Z) 2 2
Densidade calculada (Mg m) 1,638 1,76
Coeficiente de absor¢do (mm™) 0,882 1,06
F(000) 608 680
Dimensao do cristal (mm) 0,36 x 0,22 x 0,04 0,21 x 0,10 x 0,04
Intervalo de 6 (°) 2,5-26,4 2,3-26,4
-7<h <7 -13<h<13
Intervalo de indices -14<k <14 -14<k<14
21<1<21 -15<1<15
Reflegdes coletadas 59774 31220
ReflexGes unicas [Rint] 4949 [0,040] 5209 [0,051]
Integridade para 0 = 25,242° (%) 99,9 99,9
Dados/restri¢c6es/parametros 4949 /12 /335 5209 /6 / 366
Qualidade de ajuste (S) 1,052 1,038
indices de R final [I>206(I)] R; =0,0345, R: =0,0309,
wR; = 0,0918 WR; = 0,0647
indices de R (todos os dados) R: =0,0382, R: = 0,0413,
wR2 =0,0948 wR2 = 0,0689
Apmax. € Apmin. (€AS) 1,694 e -0,899 0,665 e -0,741
CCDC 1566453 1566454

Conforme mostra a Figura 5.7, as bis(benzoil-hidrazonas) atuam como ligantes pentadentados

que coordenam-se ao metal de forma neutra por meio de dois a&tomos de oxigénio e trés atomos de

nitrogénio através do sistema quelante O1-N2-N1-N4-O2. Em todos os complexos, o nimero de

coordenacdo em torno da Ag(l) é igual a cinco. Em (10) e (11) as bis(benzoil-hidrazonas) sdo quase

planares com desvio médio do plano rms dos atomos em relacdo ao plano formado por O1-N2-N1-

N4-02 igual a 0,1654 A (10) e 0,1493 A (11).

Em ambos os complexos, as bis(benzoil-hidrazonas) assumem para cada bragco da molécula

uma conformacdo EZ em relacéo as ligagdes C7-N2, C9-N4 e N3-C8, N5-C10, como observado em

estruturas cristalograficas similares dos complexos de Sh(lI11) e Bi(I11) com bis(benzoil-hidrazonas).*
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As distancias das ligagdes C8-O1 e C10-02 s&o de 1,227(4) A e 1,228(3) A (10) e 1,231(3)
A e 1,232(3) A (11), permanecem com caréater predominante de ligacdo dupla. J4 as distancias das
ligacbes C8-N3 e C10-N5 sdo maiores do que ligaces de carater duplo (C=N aprox. 1,27A) e
menores que ligagbes de carater simples (C-N aprox. 1,47A), porém s&o mais proximas de uma
simples ligagdo.! Esse comportamento das bis(benzoil-hidrazonas) suporta a ideia de que esses
ligantes estdo presentes nas estruturas dos complexos na sua forma neutra.

Conforme a Tabela 5.6, as distancias das ligagdes Ag-Npy € Ag-Nimina€ncontradas entre 2,407-
2,466 A e Ag-O entre 2,414-2,495 A nas estruturas de (10) e (11) sdo relativamente maiores do que
as distancias de Ag-N e Ag-O observadas em outros complexos de prata(l).%” Observou-se ainda que
0 angulo de ligacdo O1-Agl-0O2 [99.20(7) ° (10) e 92.76(5) ° (11)] é maior quando comparado ao
angulo central de um pentagono regular (72 °) e os outros angulos O-Ag-N e N-Ag-N envolvendo o
metal (64,30-66,27 °). Essas diferencas nas distancias e angulos de ligacdo ocorrem provavelmente
devido aos requerimentos geométricos exigidos pela coordenacdo pentadentada das bis(benzoil-
hidrazonas).

Tabela 5.6 — Distancias de ligacdo (A) e angulos (°) selecionados para os complexos [Ag(H2-
2,6AcpCH3Ph)]NO3 (10) e [Ag(H2-2,6AcpCIPh)]NO3-2H.0O (11), com desvio padrdo entre
parénteses.

Distancias (A) (10) (11) Angulos (°) (10) (11)
Agl1-01 2,495(2) 2,414(17) N2-Ag1-O1 65,24(8) 65,97(6)
Ag1-02 2,469(2) 2,471(16) N4-Ag1-01 163,43(8) 155,07(6)
Ag1-N2 2,450(2) 2,414(19) 01-Ag1-02 99,20(7) 92,76(5)
Ag1-N4 2,466(2) 2,407(2) N4-Ag1-02 64,30(7) 65,13(6)
Agl-N1 2,438(2) 2,413(19) N2-Ag1-02 154,98(8) 155,16(6)
01-C8 1,227(4) 1,231(3) N1-Ag1-O1 130,62(8) 129,18(6)
02-C10 1,228(3) 1,232(3) N1-Ag1-02 127,30(7) 128,73(6)
N3-C8 1,362(4) 1,364(3) N1-Agl-N4 64,80(8) 66,27(7)
N5-C10 1,369(4) 1,362(3) N1-Ag1-N2 65,41(8) 65,62(7)
N3-N2 1,367(3) 1,376(3) N2-Ag1-N4 129,41(8) 131,71(7)
N5-N4 1,369(3) 1,381(3) C8-01-Agl 117,6(2) 117,24(15)
N2-C7 1,276(4) 1,275(3) C10-02-Agl 118,07(19) 117,20(15)
N4-C9 1,272(4) 1,285(3) N3-N2-Agl 116,47(18) 115,72(13)
N5-N4-Agl 115,63(16) 116,93(14)
C7-N2-Agl 121,88(19) 123,31(16)
C9-N4-Agl 121,53(19) 122,71(16)

E.M. Njogu, B. Omondi, V.O. Nyamori. J. Mol. Struct. 1135 (2017) 118-128.

’S. H. Alisir, N. Dege, Acta Crystallogr. Sect. E Crystallogr. Commun. 72 (2016) 1475-1479.
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5.2. Avaliagéo da atividade antifungica

Os compostos foram investigados quanto as suas atividades contra espécies de Candida
(Candida albicans, Candida glabrata Candida parapsilosis e Candida tropicalis) e fungos
filamentosos (Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus parasiticus e Penicillium citrinum).
A concentracdo inibitoria de 50% do crescimento dos fungos (Clso) foi determinada para os ligantes,
complexos (9-12), nitrato de prata, nitrato de miconazol e nistatina (farmacos de referéncia usados
para comparagao).

Nas espécies de Candida as bis(benzoil-hidrazonas) livres ndo inibiram o crescimento dos
fungos acima de 80% na concentragdo de 250 pg mL™?, sendo consideradas inativas. O sal de prata
apresentou baixa atividade contra essas espécies. Por outro lado, os complexos (9-12) mostraram-se
ativos nas cepas avaliadas. A melhor acdo antifungica foi observada para o complexo [Ag(H2-
2,6 AcpCH3Ph)]NO3 (10) (Clso = 5,7 uM) com atividade similar ao nitrato de miconazol (Clso = 5,8
UM) contra C. albicans (Tabela 5.7). Além disso, o complexo (10) também apresentou uma
seletividade apreciavel frente as espécies de C. albicans. De forma geral, a presenca do substituinte
para-CHz no complexo (10) exerce uma influéncia significativa sobre sua ac¢éo antifungica quando
comparado com os demais substituintes, o que poderia estar associado a maior capacidade de inibicdo
do ergosterol presente nas membranas celulares fungicas.

Tabela 5.7 — Atividade antifungica (Clso) para as bis(benzoil-hidrazonas), complexos (9-12), nitrato
de prata e antifingicos de uso clinico frente as espécies de Candida.

Clso (UM) = DP?

Compostos C.albicans C.glabrata C. parapsilosis C. tropicalis
H2-2,6 AcPh - - - —
[Ag(H2-2,6 AcPh)]NO; 9) 33,8+0,6 62,4+ 3,2 321+25 453+1,3
H2-2,6 AcpCHsPh - - - —
[Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]NO3 (10) 57+0,6 > 52 20,8 +4,7 > 26

H2-2,6 AcpCIPh - - - -
[Ag(H2-2,6 AcpCIPh)]NO3-2H,0  (11) 350+29 55,2+5,5 35,7+0,1 37,1+2,3
H2-2,6 AcpNO2Ph - - -
[Ag(H2-2,6 AcpNO,Ph)]NO3 (12) 74,4+£0,9 63,8+1,0 > 23 > 47

AgNO; 40,3+1,5 64,2 +2,2 32,8+6,4 40,3+0,9
Nitrato de miconazol 58+2,3 195+45 (8,0 £ 4)x10°3 3,6+0,2
Nistatina 47+1.2 1,9+0,2 11,8+2,1 7,8+0,6

4 Clso = concentragdo inibitoria de 50% do crescimento dos fungos;
DP = Desvio padréo;
— Néo inibe o crescimento de fungos acima de 80% a 250 pg mL™.

De forma similar, as bis(benzoil-hidrazonas) livres foram inativas ou apresentaram baixa
atividade contra as especies de Aspergillus e Penicillium, exceto para H2-2,6 AcPh, que apresentou
valor de Clso inferior a nistatina frente ao fungo A. parasiticus. Em alguns casos com a complexagao
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foi observada uma melhora na atividade, como por exemplo frente as espécies de A. flavus. O
complexo [Ag(H2-2,6 AcPh)]NOs (9) com valor de Clsp igual a 23,2 uM provou ser bem mais ativo
que o antifangico nistatina (Clso = 30,7 uM). Adicionalmente, os complexos (9) e (10) também foram
mais ativos que a nistatina frente ao fungo A. parasiticus (Tabela 5.8).

A acdo antifungica das bis(benzoil-hidrazonas) tanto frente as espécies de Candida quanto
nos fungos filamentosos foi mais pronunciada apos a complexagédo, 0 que nos permite sugerir que a
insercdo da prata(l) nas estruturas desses ligantes é uma boa estratégia no planejamento de novos
agentes antifungicos com maior eficacia terapéutica.

Tabela 5.8 — Atividade antifungica (Clso) para as bis(benzoil-hidrazonas), complexos (9-12), nitrato
de prata e antifingicos de uso clinico frente as espécies de fungos filamentosos.

Clso (M) + DP?

Compostos Aspergillus Aspergillus  Aspergillus  Penicillium
flavus niger parasiticus  citrinum
H2-2,6AcPh 89,2+4,1 47,7+£85 479+19 > 156
[Ag(H2-2,6 AcPh)]NO3 9) 39,0£5,1 48,2+ 0,4 599+27 232%50
H2-2,6 AcpCH3Ph 1299+84 941+77 - 68,1+1,3
[Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]NO3 (10) 53,7+12 49,1 +6,3 66,7+18 346+29
H2-2,6 AcpCIPh 1358+ 54 - > 66 -
[Ag(H2-2,6AcpCIPh)]NO3z-:2H,O  (11) > 95 348+45 > 95 > 47
H2-2,6 AcpNO2Ph - - - -
[Ag(H2-2,6 AcpNO-Ph)]NO; (12) 48,6 +1,7 24,3+0,6 > 183 50,6 +2,0
AgNO; 20,1 +35 >11 > 183 24629
Nitrato de miconazol <0,3 <0,3 <0,3 <0,3
Nistatina 4,8 3,8 150+1,1 760+11 30,7172

2 Clsp = concentracdo inibitdria de 50% do crescimento dos fungos;
DP = Desvio padrao;
— Néo inibe o crescimento de fungos acima de 80% a 250 g mL™.

5.3. Avaliacdo da interacdo dos complexos de prata(l) com biomoléculas

5.3.1. Interacdo com albumina sérica humana (HSA)

Os experimentos para investigacdo da habilidade dos complexos (9-12) em interagir com a
HSA foram realizados em trés temperaturas diferentes, conforme mostrado na Figura 5.8. Os
espectros de fluorescéncia apresentam mudangas espectrais caracteristicas para um processo de
supressdo da fluorescéncia, em que mediante o aumento da concentracdo do complexo (10) nota-se
uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia. Adicionalmente, observou-se um pequeno
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deslocamento hipsocrdmico, indicando a diminuicdo da polaridade e 0 aumento da hidrofobicidade
em torno do residuo Trp-214.8°

350

303K 310K

- 298K

300
250
200
150 4
wof

Intensidade (u.a)

50

320 340 360 380 400 420 440 0 320 340 360 380 400 420 440 0 320 340 360 380 400 420 .440
Comprimento de onda (nm)

Figura 5.8 — Espectros de fluorescéncia de HSA na auséncia (linha preta) e presenca (linhas

coloridas) de quantidades crescentes de [Ag(H2-2,6AcpCH3Ph)]NO3z (10) em diferentes

temperaturas. [HSA] = 1,84 uM e [complexos] =0 — 3,0 uM.

O mecanismo envolvido no processo de supressao da fluorescéncia foi analisado através da
constante de supresséo de Stern-Volmer (Ksv) e da constante de velocidade bimolecular de supressao
(Kg). Os valores de Ks e Kq foram baseados na equacdo de Stern-Volmer, discutida no capitulo 2
(secdo 2.5.1). Os gréficos da relacdo Fo/F versus [complexo] mostraram perfis lineares e foram
utilizados nos calculos das constantes (Figura 5.9A). Os resultados estdo apresentados na Tabela 5.9.
Em todos o0s casos, 0 Ky esté inversamente correlacionado com a temperatura. Além disso, os valores
de Kq na ordem de 10 M? s foram superiores a taxa maxima de colisdo dindmica entre
biomoléculas (= 10*° M s1). Essas observacdes indicam que o processo de supressio acontece por
um mecanismo estatico, em que ha formacdo do complexo nédo fluorescente entre complexo metalico
e a proteina.

O logaritmo da constante de ligacdo (logKp) e numero de sitios de ligacdo (n) foram
determinadas a partir da equacao de Scatchard (Equacdo 2.5), segundo a seguinte relacdo log[(Fo-
F)/F] versus log[complexo] (Figura 5.9B). Na maioria dos casos, os valores de Kp dos compostos séo
menores do que o farmaco tolbutamida (K = 4,0 x 10* M™"),%% indicando que os complexos ligam-se
fracamente a HSA. Os valores de n sdo proximos de 1, sugerindo que os complexos (9-12) ligam-se
a HSA em uma proporcéo de 1:1.

8N. Wang, L. Ye, B. Q. Zhao, J. X. Yu, Braz. J. Med. Biol. Res. 41 (2008) 589-595.

°F. J. Fard, Z. M. Khoshkhoo, H. Mirtabatabaei, M. R. Housaindokht, R. Jalal, H. E. Hosseini, M. R. Bozorgmehr,
A. A. Esmaeili, M. J. Khoshkholgh, Spectrochim. Acta Part A: Mol. Biomol. Spectrosc. 97 (2012) 74-82.

103.J. Vallner, J. Pharm. Sci. 66 (1977) 447-465.
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Figura 5.9 — A) Gréficos de Stern-Volmer (Fo/F versus [complexo]) B) Gréficos de Scatchard
(log[(Fo-F)/F] versus log[complexo]) para a interacédo entre [Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]NO3 (10) e HSA

em diferentes temperaturas.

Os parametros termodinadmicos foram estudados para melhor compreensdo da natureza da
ligagdo envolvida entre complexo-HSA. Os diagramas de Van’ Hoff (InK versus 1/T) para a interacao
entre complexos (9-12) e a HSA s8o mostrados na Figura 5.10. Os dados das propriedades fisico-
quimicas para os complexos (9-12) (AG® < 0, AH® < 0 e AS°® < 0) indicam a espontaneidade do
processo de ligacdo e que as ligages de hidrogénio e/ou forgas de van der Waals tém um papel
fundamental na interacdo dos complexos com a HSA (Tabela 5.9).

+(9)
*(11)
11,2' .(12)
< 104
=
9.6/
.
8,81
8.0

320 324 328 332 336 3,40
1/T (103 K1)

Figura 5.10 — Diagramas de Van’ Hoff (InK versus 1/T) da interagdo complexo-HSA.
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Tabela 5.9 — Constantes de supressdo de Stern-Volmer (Ks), constantes de supressdo bimolecular (Kq), constantes logaritmicas de liga¢do (logKab),

numero de sitios de ligacao (n) e parametros termodinamicos da interacdo entre HSA e os complexos de prata(l) em diferentes temperaturas.

Compostos T(K) Ko s logKp n AR A’ AG?
(10°M) (108 M*sY) (kJ mol?) (3 mol* K1) (kJ mol?)
298  1,43(x0,03)  1,43(%0,03) 4,4(+0,1) 0,86(+0,01) -25,08
[Ag(H2-2,6 AcPh)]NO3 (99 303 0,87(x0,06) 0,87(x0,06) 4,0(z0,3) 0,82(0,05) -101,65 -257,37 -23,34
310 0,72(x0,02)  0,72(+0,02) 3,7(0,3) 0,80(0,06) -21,96
298  2,02(x0,04)  2,02(%0,04) 5,2(0,1) 0,99(0,01) -30,14
[Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]NO3 (10) 303 1,50(x0,03)  1,50(%0,03) 5,0(z0,2) 0,96(0,04) -134,29 -348,61 -28,97
310 1,06(x0,01)  1,06(+0,01) 4,4(+0,1) 0,88(+0,03) -26,01
298  2,80(x0,09)  2,86(%0,09) 5,1(0,1) 0,94(0,02) -29,18
[Ag(H2-2,6AcpCIPh)]NO;-2H,O  (11) 303  2,34(x0,08)  2,34(+0,08) 4,7(x0,1) 0,88(+0,02) -69,42 -136,22 -27,45
310 2,31(x0,02)  2,31(0,02) 4,6(z0,3) 0,86(0,05) -27,46
298 1,78(x0,09)  1,78(%0,09) 4,4(+0,1) 0,83(+0,03) -24,95
[Ag(H2-2,6 AcpNO,Ph)]NO; (12) 303 1,25(%0,04)  1,25(%0,04) 3,9(x0,1) 0,80(+0,01) -78,10 -179,70 -22,87
310 1,01(x0,01) 1,01(#0,01) 3,8(+0,2) 0,78(+0,04) -22,70
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5.3.2. Interac@o com acido desoxirribonucleico (calf thymus DNA, CT-DNA)

» Determinacéo da constante de liga¢éo por espectroscopia de absorcéo eletrénica

Os espectros eletronicos de absorgdo dos complexos (9-12) foram registrados na presenca e
na auséncia de concentracfes crescentes de DNA. Apés a adicdo do DNA observou um efeito
hipocrémico bastante pronunciado no comprimento de onda de méxima absor¢do (Figura 5.11A).
Este comportamento estd de acordo com um modo de interacdo via intercalacdo, uma vez que 0
hipocromismo ocorre devido as interacbes ndo-covalentes (m-stacking) entre grupos aromaticos
heterociclicos e os pares de bases do DNA, como no caso de intercaladores classicos como o brometo
de etidio.!!

A) 10 B)
=~ 24,0
2 S 200
E 0,6 ; 16.0
2 T
% 0,4 £ 15,:
021 =
| ~ 40
- 00
260 280 300 320 340 360 380 400 0,0 0,5 1,0 L5 2,0
Comprimento de onda (nm) [DNA] (105 M)

Figura 5.11 — A) Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis de [Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]JNOs (10)
na auséncia (linha preta) e na presenca (linhas coloridas) de quantidades crescentes de DNA. A seta
indica as mudancas ocorridas nos espectros apds cada adicdo de DNA (efeito hipocrémico). B)
Gréficos de Scatchard de [DNA]/(¢a - €r) versus [DNA] para a interagdo entre os complexos e DNA.
(IDNA] =0 — 20 uM, [Complexos] = 30 uM a 25 °C em tampao Tris-HCI, pH 7,2).

A forca de ligacdo ndo-covalente entre os complexos (9-12) e o DNA foi determinada
quantitativamente por meio das constantes de ligacdo intrinseca (Kb), que sdo obtidas graficamente
(Figura 5.11B), segundo a Equacdo 2.8 (capitulo 2, se¢do 2.5.2.1). Conforme apresentado na Tabela
5.10, os valores de Ky para todos os complexos foram na ordem de 10® M, sugerindo uma forte
interagcdo dos complexos com o DNA. Observou-se ainda que os complexos (9-12) interagem mais
fortemente com o DNA em relagdo aos complexos de prata(l) com 2-acetil- e 2-benzoilpiridina
benzoil-hidrazonas (Capitulo 3 e 4).

1E, C. Long, J. K. Barton, Acc. Chem. Res. 23 (1990) 271-273.
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Tabela 5.10 — Constantes de ligacéo (Kb), constantes de Stern-Volmer (Ksv), concentracao necessaria
para reduzir 50% da fluore6tiiioscéncia do sistema BE-DNA (Cso) e constantes de ligacdo aparente
(Kapp) para os complexos de prata(l) (9-12).

Compostos Kp (10° M) Cso (uM) Kapp (10° M)
[Ag(H2-2,6AcPh)]NOs 9) 1,07 £0,17 83,97 1,19
[Ag(H2-2,6AcpCHsPh)]NOs (10) 3,95 + 0,69 88,87 1,13
[Ag(H2-2,6AcpCIPh)]NO3-2H,0 (11) 1,54 +0,31 58,87 1,69
[Ag(H2-2,6AcpNO,Ph)NO; (12) 1,34 £ 0,02 77,13 1,29

> Interagdo competitiva entre brometo de etidio (BE) e complexos pelo CT-DNA

Para melhor compreensdo do modo de ligagdo dos complexo4s (9-12) com DNA foram
realizados experimentos de interacdo competitiva com brometo de etidio (BE). A Figura 5.12A
mostra os espectros de fluorescéncia para o sistema BE-DNA na auséncia e presenca do complexo
[Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]NOs (10). O sistema BE-DNA apresenta forte emissdo a 602 nm quando o
comprimento de excitacdo € 545 nm. Em todos os casos, observou-se uma redugdo notavel na
intensidade de fluorescéncia na presenca dos complexos de prata(l), possivelmente devido a reducgéo
no numero de sitios de ligacdo no DNA disponiveis para o BE. As estruturas planares dos complexos,
assim como, a presenca de anéis aromaticos conferem uma caracteristica importante que favorece o
mecanismo de intercalagdo. O fator estrutural, juntamente com as mudancas observadas nos
espectros, apresentam um forte indicio de que os complexos de prata(l) interagem com DNA
provavelmente via intercalagéo.

A) 500+ B) 2,4 «(9 .
_ 22
= _
é 400 2.0
S 3001/ £ 18
= S
g 200 1.6
E 100 b
1.2
otb——r————— 1.0
600 650 700 750 0 20 40 60 80 100
Comprimento de onda (nm) [Complexos] (nM)

Figura5.12 — A) Espectros de fluorescéncia do sistema BE-DNA na auséncia (linha preta) e presenca
(linhas coloridas) de quantidades crescentes de [Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]NOs (10). A seta indica as
mudancas ocorridas nos espectros apos cada adi¢cdo do complexo (10). B) Gréficos de Stern-Volmer
de Fo/F versus [complexos] para (9-12). (exc = 545 nm; [Complexos] = 0 - 100 uM; [DNA] = 10 uM
e [BE] = 10 uM).
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As constantes de ligagdo aparente (Kapp) foram calculadas de acordo com a equagéo Kapp =
Kes X [BE]/Cso, discutida no capitulo 2 (se¢do 2.5.2.2), onde Kapp foi obtido do gréfico de Fo/F versus
[complexo] (Figura 5.12B). Os valores de Cso foram obtidos da relagdo entre a intensidade de
fluorescéncia em funcéo da concentracao dos complexos quando a fluorescéncia é reduzida em 50%
da fluorescéncia inicial. De acordo com a Tabela 5.10, os valores de Kapp s&0 similares ao valor
apresentado pelo agente antitumoral intercalador actinomicina D (Kapp = 9,69 x 10° M1).12

Os altos valores obtidos de Ky e Kapp indicam uma forte afinidade dos complexos estudados
pelo DNA. Esses valores sao superiores aos relatados para os complexos de prata(l) contendo ligantes
como 5,5-dietilbarbiturato e monofosfina (Ks € Kagp Na ordem de 10° M1).13

12A. Kellett, M. O’Connor, M. McCann, M. McNamara, P. Lynch, G. Rosair, V. McKee, B. Creaven, M. Walsh, S.
McClean, A. Foltyn, D. O’Shea, O. Howe, M. Devereux, Dalton Trans. 40 (2011) 1024-1027.
By, T. Yilmaz, C. Icsel, J. Batur, S. Aydinlik, M. Cengiz, O. Buyukgungor, Dalton Trans. 46 (2017) 8110-8124.
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Capitulo 6 — Discusséo e Conclusdes

As doencas infecciosas causadas por fungos invasores tem aumentado nos ultimos anos,
tornando-se um grande problema de satde publica, principalmente em paises em desenvolvimento.
Alguns dos agentes causais mais comuns das micoses oportunistas sdao os fungos Candida e
Aspergillus, que geralmente acometem pacientes imunodeficientes e imunossuprimidos. Um fator
preocupante da terapia antifungica esta relacionado a resisténcia aos antibidticos comumente usados
na clinica, associada a maior causa de mortes por infecgdes.

Com relagéo ao cancer, o problema da resisténcia celular também tem sido recorrente. Além
disso, muitos dos agentes antitumorais atuam de forma ndo-especifica, lesando tanto células tumorais
quanto células sadias, 0 que resulta em efeitos colaterais graves, sendo uma das causas principais do
fracasso terapéutico.

Diante dessas questfes, a Quimica Medicinal Inorganica tem se dedicado ao planejamento de
novos metalofarmacos, visando a obtencdo de compostos mais eficazes, seletivos e seguros. A
complexacdo de ligantes biologicamente ativos a metais tem contribuido para o aumento da eficacia
terapéutica, reducdo da resisténcia celular e toxicidade. Novos mecanismos de acdo também tém sido
verificados para complexos metalicos.

No presente trabalho pareceu-nos uma boa estratégia associar as propriedades farmacoldgicas
de diferentes classes de hidrazonas juntamente com as da prata(l) para o desenvolvimento de
possiveis candidatos a metalofarmacos antimicrobianos e antitumorais.

A primeira série de compostos obtidos foram os complexos de prata(l) [Ag(H2AcPh)NOs]
(1), [Ag(H2AcpCH3Ph)NOs] (2), [Ag(H2AcpCIPh)NO3] (3) e [Ag(H2AcpNO2Ph)NO3] (4) a partir
das reacOes entre AgNOs e 0s ligantes 2-acetilpiridina benzoil-hidrazona (H2AcPh) e seus derivados
para-metil- (H2AcpCHsPh), para-cloro- (H2AcpCIPh) e para-nitro-benzoil-hidrazona
(H2AcpNO2Ph). Altos valores de condutividade molar (Awm) sugeriram uma possivel liberacdo do ion
nitrato em solucdo.

Os cristais de [Ag(H2AcPh)NO3z] (1) e [Ag(H2AcpNO2Ph)(H20)(NOz3)] (4a) contém uma
molécula de hidrazona na sua forma neutra coordenada a prata(l) juntamente com um ion nitrato,
enquanto que em [Ag(H2AcpCH3Ph)2]NO3 (2a) e [Ag(H2AcpCIPh).]NOs (3a) duas moléculas de
hidrazona neutra estdo ligadas ao metal e um nitrato esta presente como contra-ion.

As atividades antifungicas dos complexos (1-4) contra espécies de Candida revelaram-se
inferiores aos agentes antifungicos de referéncia nistatina e nitrato de miconazol. Por outro lado, 0s
compostos testados frente aos fungos filamentosos (Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
parasiticus e Penicillium citrinum) mostraram-se tdo ativos quanto a nistatina. Em alguns casos, a
complexacgéo das hidrazonas a prata(l) resultou em aumento da atividade. Embora o nitrato de prata
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tenha exibido atividade antifingica contra algumas das cepas investigadas a sua atividade foi inferior
a nistatina, exceto para P. citrinum. O complexo (2) apresentou a melhor acdo antifungica sendo mais
ativo que a nistatina contra A. niger (Clso = 6,1 UM), A. parasiticus45 (Clso = 34,9 uM) e P. citrinum
(Clsp = 17,1 uM). Alem disso, o substituinte pCHz presente na estrutura do complexo (2) pode ser
responsavel por uma acgdo antiflngica superior aos demais complexos, 0 que sugeriu uma maior
capacidade de (2) ligar-se ao ergosterol nas membranas flngicas ou inibir as enzimas que participam
da biossintese do ergosterol.

No estudo de relagBes estrutura-atividade (SAR) foram encontradas correlagcdes quando as
propriedades fisico-quimicas dos ligantes e seus complexos (1-4) foram analisadas em conjunto. Por
exemplo, contra P. citrinum, boas correlacdes foram encontradas para o logP (R = - 0,869), enquanto
que para C. tropicalis (R = 0,905) e C. glabrata (R = 0,906) boas correlac6es foram obtidas para a
energia do HOMO. De modo geral, as atividades antifingicas contra Candida spp correlacionaram-
se bem com a energia do orbital HOMO e para os fungos filamentosos, as atividades correlacionaram-
se razoavelmente bem com o logP, indicando que um ataque eletrofilico externo a esses compostos
ou uma doacdo de elétrons desses compostos para 0 receptor ou a capacidade de atravessar as
membranas bioldgicas, podem estar envolvidos no mecanismo de acdo desses compostos.

Avaliacdo da atividade citotoxica contra células de melanoma metastatico (B16F10) revelou
que todos os complexos foram mais ativos que a cisplatina. Além disso, o complexo (2) (IS = 14)
apresentou um indice de seletividade mais elevado em comparagdo ao ligante (IS = 6), sugerindo que
a estratégia da coordenacdo de H2AcpCHsPh a prata(l) foi promissora na obtencdo de um composto
mais seletivo para células tumorais ao inves de células sadias.

Em uma segunda etapa foram preparados os complexos de prata(l) [Ag(H2BzPh)NO3] (5),
[Ag(H2BzpCHsPh)NO3s] (6), [Ag(H2BzpCIPh)NOs] (7) e [Ag(H2BzpNO2Ph)NOs] (8) com 2-
benzoilpiridina benzoil-hidrazonas (H2BzPh) e seus derivados para-metil- (H2AcpCHsPh), para-
cloro- (H2AcpCIPh) e para-nitro-benzoil-hidrazona (H2AcpNO2Ph). As caracterizagdes foram
compativeis com a formacéo de complexos do tipo [Ag(HL)NO3z], em que uma molécula da hidrazona
neutra juntamente com o ion nitrato estdo coordenados a prata(l). As estruturas cristalograficas dos
complexos (5-7) foram determinadas e as distancias das ligacdes Agl--O1 e Agl-—-O3 sdo muito
maiores do que as distancias de Agl-O2, sugerindo que O1 e O3 ligam-se fracamente ao centro
metalico.

Esses resultados nos motivaram a investigar a natureza das ligagdes em torno do 4&tomo de
prata por meio de calculos tedricos. Os resultados mostraram que a medida que o ion NO3™ se dissocia,
a coordenacdo da hidrazona com o centro metalico torna-se mais forte e todas as distancias de ligacao
com o metal diminuem. Além disso, as ordens de ligacdo encontradas para os complexos sao menores
que os valores para ligagdes covalentes, indicando uma ligacdo provavelmente com alto carater
eletrostético.
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As 2-benzoilpiridina benzoil-hidrazonas e seus complexos (5-7) foram investigados quanto as
atividades antifingicas frente as mesmas espécies de Candida e de fungos filamentosos. As
hidrazonas foram inativas na maioria das cepas testadas. Apos a coordenacdo a prata(l) a atividade
melhorou significativamente, sendo que o melhor resultado foi obtido para o complexo (7), que
mostrou-se duas vezes mais ativo do que a nistatina contra P. citrinum e com atividade similar ao
farmaco contra C. dubliniensis. O unico caso em que (7) foi menos ativo que a nistatina foi contra C.
glabrata, no entanto, sua atividade é comparavel ao nitrato de miconazol.

Os efeitos citotoxicos das hidrazonas e dos complexos (5-7) também foram investigados
contra células B16F10 e Melan-A. Com a complexacéo a atividade aumentou em todos os casos. Os
complexos (5-7) ainda revelaram-se mais citotoxicos que o nitrato de prata e a cisplatina. O complexo
(5) apresentou um elevado indice de seletividade (IS = 23), superior ao do ligante (IS = 9,5), 0 que
mostra que, neste caso, a coordenacdo a prata(l) foi uma excelente estratégia para melhorar a
seletividade.

Foram ainda planejados e sintetizados os complexos de prata(l) [Ag(H2-2,6 AcPh)]NO3 (9),
[Ag(H2-2,6 AcpCH3Ph)]NOs  (10), [Ag(H2-2,6AcpCIPh)][NO3-2H,O  (11) e [Ag(H2-
2,6AcpNO2Ph)]NO3 (12) com 2,6-diacetilpiridina bis(benzoil-hidrazona) (H2-2,6AcPh) e os
derivados bis(para-metil- benzoil-hidrazona) (H2-2,6 AcpCH3Ph), bis(para-cloro-benzoil-hidrazona)
(H2-2,6 AcpCIPh), e bis(para-nitro-benzoil-hidrazona) (H2-2,6AcpNO2Ph). A escolha desses
ligantes foi baseada nas caracteristicas estruturais e no amplo espectro de propriedades terapéuticas
apresentada por eles. Estrategicamente, pensamos no direcionamento desses compostos como
possiveis agentes antifungicos e como metalointercaladores na estrutura do DNA, uma vez que 0s
complexos sdo razoavelmente planos.

A complexacdo das bis(benzoil-hidrazonas) a prata(l) resultou em complexos do tipo
[Ag(H2L)]NO3z, em que os ligantes encontram-se coordenados de forma pentadentada, por meio do
sistema quelante O-N-Npy-N-O e um ion nitrato esta presente na estrutura como contra-ion. Os dados
obtidos na cristalografia para os complexos (10) e (11) confirmaram a proposta citada acima.

Tendo em vista o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos baseados em prata, as
atividades antifungicas das bis(benzoil-hidrazonas) e seus complexos (9-12) contra Candida spp e
fungos filamentosos foram avaliadas. Os ligantes mostraram-se inativos e o nitrato de prata exibiu
baixa atividade contra as espécies testadas. Os melhores resultados foram verificados para o
complexo (10) (Clso = 5,7 uM) que apresentou atividade similar ao nitrato de miconazol (Clso = 5,8
p1M) contra C. albicans e complexo (9) que provou ser mais ativo que o agente antifdngico nistatina.
Adicionalmente, os complexos (9) e (10) também foram mais ativos que a nistatina frente ao fungo
A. Parasiticus.

Com a finalidade de estudar os possiveis mecanismo envolvidos na acdo antifingica e
antitumoral dos complexos obtidos no presente trabalho, investigamos suas interagdes com albumina
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sérica humana (HSA) e com o acido desoxirribonucleico (DNA). Todos os complexos foram capazes
de interagir com a HSA por meio de um mecanismo de supressdo estatico e atraves de ligacdes de
hidrogénio e/ou forgas de van der Waals, sugerindo que podem ser transportados pela proteina através
do sangue para alcancar seus alvos biologico.

Os estudos de interagdes covalentes e ndo-covalentes dos complexos (1-7) revelaram a
capacidade de interagdo com DNA possivelmente por um modo intercalativo. Esta interagdo pode ser
favorecida pela presenca dos aneis aromaticos de benzeno ou piridina no esqueleto dos ligantes.
Apesar da possivel habilidade dos complexos (1-7) para interagir com o DNA por um processo
intercalativo, a prata(l) provavelmente ndo se liga covalentemente ao DNA, como visto nos ensaios
de eletroforese. Assim, a ligacdo covalente da prata(l) ao DNA provavelmente ndo é parte do
mecanismo da agdo desses compostos. No entanto, foi evidenciado que os complexos (9-12)
interagem mais fortemente por um mecanismo de intercalacdo com o DNA em relacdo aos demais
complexos, possivelmente em razdo da maior planaridade das estruturas desses compostos, que
favorece a insercdo entre as bases nitrogenadas do DNA.

Considerando que o perfil farmacolégico dos complexos de prata(l) continua a ser pouco
investigado e que os problemas de resisténcia e toxicidade apresentada pelos farmacos disponiveis
comercialmente é preocupante, o presente trabalho constitui em uma importante contribuigdo para a
compreensdo das possiveis aplicacdes dos candidatos a metalofarmacos antifungicos e antitumorais
baseados em prata(l).
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Capitulo 3 — Complexos de prata(l) com 2-acetilpiridina benzoil-hidrazonas:

investigacao do perfil farmacoldgico, mecanismos de acéo e estudos SAR

Tabela A1 — Parametros das ligaces de hidrogénio (A, °) para os complexos [Ag(H2AcPh)NO3] (1),
[Ag(H2AcpCH3Ph)2]NOs (2a), [Ag(H2AcpCIPh)2]NOs (3a) e [Ag(H2AcpNO2Ph)(H20)(NO3)] (4a).

Compostos D—H--A D-H H--A D--A D—H-A
1) N3-H3N---02' 0,86 2,23 2,996(7) 149
(2a) N3-H3N---O4A" 0,86 2,22 3,051(10) 164
(2a) N3-H3N---04B' 0,86 2,52 3,374(17) 173
(2a) N6-H6N---0O2A 0,86 2,33 2,974(12) 132
(2a) N6-H6N---02B 0,86 2,21 2,905(13) 138
(3a) N3-H3N---O4A" 0,86 2,23 3,079(7) 169
(3a) N3-H3N---04B" 0,86 2,30 3,109(8) 156
(3a) N6-H6N---0O2A 0,86 2,33 2,987(7) 134
(3a) N6-H6N---02B 0,86 2,34 3,071(9) 142
(4a) N3-H3N---02' 0,86 2,33 3,124(6) 154
(4a) O1W-H1W---04v 0,82(1) 2,01(4) 2,770(6) 154(8)
(4a) O1W-H2W---05Y 0,82(1) 2,50(7) 3,122(7) 134(8)
(4a) O1W-H2W---06Y 0,82(1) 2,51(3) 3,305(7) 164(8)
Operadores de simetria: i = -X+1,-y+2,-z; ii = X,y+1,z; iii = -x+1,-y+1,-z; iv =x+1,y,z; v = X,y-1,z.
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Tabela A2 — Parametros estéreo-eletronicos calculados para 2-acetilpiridina hidrazonas e seus complexos de prata(l) (1-4).2

Compostos Eromo (eV) ELumo (eV) AE (eV) 1 (D) S.A (A% V (A% logP
H2AcPh (BE) -6,332 -1,767 4,565 4,675 343,76 222,34 1,98
H2AcpCHsPh (BE) -6,283 -1,763 4,520 9,332 375,47 239,27 2,49
H2AcpCIPh (E) -6,300 -1,887 4,413 4,139 359,64 236,23 2,58
H2AcpNO2Ph (E) -6,394 -2,871 3,523 6,243 384,56 245,6 1,92
H2AcPh 2 -6,319 -1,920 4,399 9,970 342,03 222,52 1,98
H2AcpCHsPh 2 -6,277 -1,899 4,378 10,108 374,83 239,38 2,49
H2AcpCIPh 2 -6,350 -1,934 4,416 10,064 359,36 236,36 2,58
H2AcpNO2Ph 2 -6,443 -2,828 3,615 11,325 383,97 245,71 1,92
[Ag(H2AcPh)]* ) -6,894 -2,520 4,374 7,440 336,52 239,79 2,80
[Ag(H2AcpCH:Ph)]* ) -6,812 2,471 4,341 7,567 369,91 256,68 3,27
[Ag(H2AcpCIPh)]* 3) -6,842 -2,540 4,302 11,170 354,07 253,73 3,32
[Ag(H2AcpNO2Ph)] * (@) -7,007 -3,106 3,902 15,896 378,38 263,12 2,76

& Célculos realizados em agua, considerando o0 NO3™ dissociado e utilizando o modelo PCM,;
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Tabela A3 — Matrizes de correlacdo entre os valores de Clso obtidos para Aspergillus flavus e os
parametros estéreo-eletronicos dos ligantes livres H2AcPh, H2AcpCH3zPh e H2AcpNO2Ph (isdmeros
ZeE).

Clso
Compostos s E(ZQ/M)O E(W)o (ﬁ\];) ®) ?/i?)' (2\/3) LogP
H2AcPh Z 48,6 -6,319 -1,920 4,399 9,970 342,03 222,52 1,98
H2AcpCHsPh  Z 23,6 -6,277 -1,899 4378 10,108 374,83 239,38 2,49
H2AcpNO2Ph z 42,1 -6,443 -2,828 3,615 11,325 383,97 24571 1,92
H2AcPh E 48,6 -6,332 -1,767 4565 4,675 343,76 222,34 1,98
H2AcpCHsPh E 23,6 -6,283 -1,763 4520 9,332 375,47 239,27 2,49
H2AcpNO:Ph E 42,1 -6,394 -2,871 3,523 6,243 38456 2456 1,92
Matriz de correlacdo
As;;tlargillus Enomo ELumo AE K A ? \/3 LogP
avus (eV) (eV) (eV) (D) (A?) (A3
Aspergillus flavus 1
Enomo (V) -0,54497 1
ELumo (eV) -0,27508 0,89878 1
AE (eV) -0,23329 0,87047 0,99815 1
K (D) -0,38759 -0,02417 -0,09964 -0,10853 1
A.S. (A% -0,53567 -0,38345 -0,65381 -0,68091 0,31922 1
V (A3 -0,48824 -0,43295 -0,69820 -0,72389 0,33659 0,99773 1
LogP -0,93965 0,78600 0,58460 0,54739 0,30870 0,21464 0,16021 1
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Tabela A4 — Matrizes de correlagéo entre os valores de Clso obtidos para Penicillium citrinum e os
parametros estéreo-eletronicos dos ligantes livres H2AcPh, H2AcpCHsPh, H2AcpCIPh e
H2AcpNO2Ph (isdbmeros Z e E).

Clso
Compostos Pgliqtﬁ'r:llj';m E(:@A)o E(;L%O (ﬁ\];:) (B) A.S. (A2 (Xe,) LogP
H2AcPh Z 72,5 -6,319 -1,920 4,399 9,970 342,03 222,52 1,98
H2AcpCHsPh  Z 33,4 -6,277 -1,899 4,378 10,108 374,83 239,38 2,49
H2AcpCIPh z 44,1 -6,350 -1,934 4,416 10,064 359,36 236,36 2,58
H2AcpNOPh  Z 53,9 -6,443 -2,828 3,615 11,325 383,97 24571 192
H2AcPh E 72,5 -6,332 -1,767 4,565 4,675 343,76 222,34 1,98
H2AcpCHsPh E 334 -6,283 -1,763 4520 9,332 37547 239,27 2,49
H2AcpCIPh E 44,1 -6,300 -1,887 4,413 4,139 359,64 236,23 2,58
H2AcpNO2Ph E 53,9 -6,394 -2,871 3,523 6,243 384,56 2456 1,92
Matriz de correlacdo
Penigillium Enomo ELumo AE K A.S. \% LogP
citrinum (eV) (eV) (eV) (D) (A?) (A3

Penicillium
citrinum 1

Eromo (V) -0,34849 1

Erumo (6V) -0,10861 0,87592 1
AE (eV) -0,07333  0,84179 0,99777 1
K (D) -0,24292 -0,18460 -0,15718 -0,15034 1
A.S. (A -0,61756 -0,38830 -0,67268 -0,69896 0,29597 1
V (A3) -0,66355 -0,41449 -0,66623 -0,68813 0,25913 0,96790 1

LogP -0,78128 0,65584 0,59805 0,57847 0,01541 0,01320 0,13680 1
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Tabela A5 — Matrizes de correlacdo entre os valores de Clso obtidos para Aspergillus flavus e os
parametros estéreo-eletrénicos dos complexos (1-4)

Clso
Compostos v E(:iy)o E(LeL\Jy)O (ﬁ\];) ®) ?AZS)' (2\/3) LogP
[Ag(H2AcPh)NOs] (1) 12,4 -6,894 -2520 4,374 7,440 336,52 239,79 2.80
[Ag(H2AcpCH3Ph)NOs] (2) 10,5 -6,812 -2,471 4341 7567 369,91 256,68 3,27
[Ag(H2AcpCIPh)NOs] (3) 41,4 -6,842  -2540 4,302 11,170 354,07 253,73 3.32
[Ag(H2AcpNO.Ph)NO3] (4) 32,9 -7,007  -3,106 3,902 15,896 378,38 263,12 2,76
Matriz de correlacao
As;;lergillus Enomo ELumo AE K A. 2S \/3 LogP
avus (eV) (eV) (eV) (D) (A?) (A3
Aspergillus
flavus 1
Eromo(eV) -0,30915 1
ELumo (eV) -0,44226  0,93629 1
AE (eV) -0,47910 0,87953 0,99063 1
i (D) 0,73959 -0,79621 -0,92604 -0,94497 1
A.S. (AY) 0,23590 -0,32975 -0,62292 -0,71562 0,62611 1
V (A% 0,45714 -0,32005 -0,63168 -0,73130 0,72076 0,97010 1
LogP 0,15092 0,84746 0,62831 0,52156 -0,35444 0,06685 0,15783 1
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Tabela A6 — Matrizes de correlagédo entre os valores de Clso obtidos para Penicillium citrinum e os
parametros estéreo-eletronicos dos complexos (1), (2) e (4)

Clso
Penicillium Enomo Evrumo AE V1 A.S. V
Compostos dinum  (eV) (V) (&) () (A) (Ay O
[Ag(H2AcPh)NOs] (1) 39,8  -6,894 -2520 4374 7,440 33652 239,79 2,80

[Ag(H2AcpCHsPh)NO3] (2) 171 -6812 -2471 4341 7,567 369,91 256,68 3,27
[Ag(H2AcpNO,Ph)NOs] (4) 316  -7,007 -3,106 3,902 15896 378,38 263,12 2,76

Matriz de correlacao

Penicillium Eromo ELumo AE V1 A.S. V Log
citrinum (V) (eV) (eV) (D) (A% (A3 P
Penicillium
citrinum 1
Eromo(eV) -0,55528 1
ELumo(eV) -0,22645 0,93580 1
AE (eV) -0,09691 0,88156 0,99138 1
u (D) 0,14531  -0,90352  -0,99659 -0,99881 1
A.S. (AY) -0,64098 -0,28243  -0,60247 -0,70183 0,66627 1
V (A% -0,57923  -0,35631  -0,66283 -0,75520 0,72235 0,99696 1
LogP -0,90675 0,85419 0,61605 0,50757 -0,54896 0,25754 0,18147 1
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Tabela A7 — Matrizes de correlagéo entre os valores de Clso obtidos para Candida dubliniensis e 0s

parametros estéreo-eletrénicos dos complexos (1-4)

Clso
Candida E E AE A.S. \Y Lo
Compostos dbliniensis (o). () @) ©)  (A)  (A) P
[Ag(H2AcPh)NOs] (1) 40,7 -6,893 -2,519 4,373 7,440 336,52 239,79 2,80
[Ag(H2AcpCH3Ph)NOs] (2) 44,3 -6,811 -2,470 4,341 7566 369,91 256,68 3,27
[Ag(H2AcpCIPh)NOs] (3) 14,5 -6,842 -2,540 4,302 11,170 354,07 253,73 3,32
[Ag(H2AcpNO,Ph)NOs] (4) 13,9 -7,000 -3,105 3,901 15,896 378,38 263,12 2,76
Matriz de correlacao
Ca_nd_ida_ Exomo ELumo AE v A.S. V LogP
dubliniensis (eV) (eV) (eV) (D) (A?) (A%
Candida
dubliniensis 1
Eromo(eV) 0,52858 1
ELumo(eV) 0,64759 0,93715 1
AE (eV) 0,67205 0,88115 0,99076 1
u (D) -0,87703 -0,79832 -0,92643  -0,94503 1
A.S. (A? -0,34712 -0,33147 -0,62277 -0,71504 0,62608 1
V (A% -0,53839 -0,32244 -0,63179 -0,73077 0,72073 0,97010 1
LogP 0,05939 0,84565 0,62789 0,52208 -0,35447 0,06685 0,15783 1
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Tabela A8 — Matrizes de correlacdo entre os valores de Clso obtidos para Candida glabrata e os
parametros estéreo-eletrénicos dos complexos (1-4)

Clso
Candida Enomo Evrumo AE vl A.S. \Y
Compostos glabrata (V) (V) (V) (©) (A)  (Ay  LO%P
[Ag(H2AcPh)NO3] (1) 52,8 -6,894 -2,520 4374 7,440 33652 239,79 2,80

[Ag(H2ACpCHsPNO:] (2) 44,3 6,812 -2471 4341 7567 369,91 256,68 3,27
[Ag(H2ACcpCIPh)NO:] (3) 42,1  -6,842 -2,540 4302 11,170 354,07 253,73 3,32
[Ag(H2AcpNOPh)NOs] (4) 52,6 -7,007 -3,106 3,902 15896 37838 263,12 2,76

Matriz de correlacdo

Candida Enomo ELumo AE V1 A.S. V LogP
glabrata (eV) (eV) (eV) (D) (A?) (A3
Candida
glabrata 1
Enomo(eV) -0,78690 1
ELumo(eV) -0,55795  0,93715 1
AE (eV) -0,45015 0,88115 0,99076 1
i (D) 0,25670 -0,79832 -0,92643 -0,94503 1
A.S. (AY) -0,09711 -0,33147 -0,62277 -0,71504  0,62608 1
V (A% -0,21152 -0,32244 -0,63179 -0,73077  0,72073  0,97010 1
LogP -0,99321  0,84565 0,62789  0,52208 -0,35447  0,06685 0,15783 1
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Tabela A9 — Matrizes de correlagdo entre os valores de Clso obtidos para Candida lusitaniae e o0s
parametros estéreo-eletrénicos dos complexos (1-4)

Clso
Compostos ataniae E(:37)O E(W)o (ﬁ\% ®) /?Af)' (z\\/S) LogP
[Ag(H2AcPh)NOs] (1) 29,1 -6,894 -2,520 4,374 7,440 336,52 239,79 2,80
[Ag(H2AcpCH3Ph)NO3] (2) 33,7 -6,812 -2471 4341 7567 369,91 256,68 3,27
[Ag(H2AcpCIPh)NO3] (3) 20,2 6,842 -2540 4,302 11,170 354,07 25373 3,32
[Ag(H2AcpNO.Ph)NO3] (4) 17,5 -7,007  -3,106 3,902 15,896 378,38 263,12 2,76
Matriz de correlacéo
andigia Enomo ELumo AE 1 A.S. V LogP
lusitaniae  (eV) (eV) (eV) (D) (A% (A%
Candida
lusitaniae 1
Eromo(eV) 0,67426 1
ELumo(eV) 0,73494 0,93715 1
AE (eV) 0,73378 0,88115 0,99076 1
K (D) -0,90496 -0,79832 -0,92643 -0,94503 1
A.S. (AY) -0,28474 -0,33147 -0,62277 -0,71504 0,62608 1
V (A3) -0,45535 -0,32244 -0,63179 -0,73077 0,72073 0,97010 1
LogP 0,26189 0,84565 0,62789 0,52208 -0,35447 0,06685 0,15783 1

127



AnNexos

Tabela A10 — Matrizes de correlagdo entre os valores de Clso obtidos para Penicillium citrinum e os
parametros estéreo-eletronicos dos ligantes H2AcPh, H2AcpCH3Ph, H2AcpCIPh e H2AcpNO2Ph
(isbmeros Z e E) e complexos (1-4)

Clso
Compostos e E(:37)O E(Zly)o (ﬁ\% ®) ?AZS)' (2\/3) LogP
H2AcPh Z 72,5 -6,319 -1,920 4,399 9,970 342,03 222,52 1,98
H2AcpCHsPh z 33,4 -6,277 -1,899 4,378 10,108 374,83 239,38 2,49
H2AcpCIPh Z 44,1 -6,350 -1,934 4,416 10,064 359,36 236,36 2,58
H2AcpNO,Ph z 53,9 -6,443 -2,828 3,615 11,325 383,97 24571 1,92
H2AcPh E 72,5 -6,332 -1,767 4,565 4,675 343,76 222,34 1,98
H2AcpCHsPh E 33,4 -6,283 -1,763 4,520 9,332 37547 239,27 2,49
H2AcpCIPh E 44,1 -6,300 -1,887 4,413 4,139 359,64 236,23 2,58
H2AcpNO,Ph E 53,9 -6,394 -2,871 3523 6,243 38456 2456 1,92
[Ag(H2AcPh)NO3] (1) 39.8 -6,894 -2520 4,374 7,440 336,52 239,79 2,80
[Ag(H2AcpCH3Ph)NO3] (2) 17.1 -6,812 -2,471 4,341 7,567 369,91 256,68 3,27
[Ag(H2AcpNO2Ph)NO3] (4) 31.6 -7,007 -3,106 3,902 15896 378,38 263,12 2,76
Matriz de correlacdo
Pe_nigillium Enomo ELumo AE A.S. V LogP
citrinum (eV) (eV) (eV) (D) (A?) (A3
Penicillium
citrinum 1
Eromo(eV) 0,49680 1
ELumo(eV) 0,23835 0,70106 1
AE (eV) -0,04445 0,21367 0,84643 1
u (D) -0,26999 -0,40002 -0,45060 -0,31859 1
A.S. (A -0,42733  0,01954 -0,47457 -0,66473 0,38684 1
V (A3) -0,76776 -0,70576 -0,76950 -0,52715 0,50840 0,66692 1
LogP -0,86887 -0,61535 -0,07679 0,35431 0,11992 -0,02843 0,56163 1

128



AnNexos

Tabela A1l — Matrizes de correlacdo entre os valores de Clso obtidos para Candida glabrata e os
parametros estéreo-eletrénicos dos ligantes H2AcpCIPh e H2AcpNO2Ph (isdbmeros Z e E) e

complexos (1-4)

Clso
Compostos gcui?,?ﬁi E(:(iy)o E(W)o (ﬁ\% ®) ?A% (z\\/S) LogP
H2AcpCIPh z 102,8 -6,350 -1,934 4,416 10,064 359,36 236,36 2,58
H2AcpNO2Ph z 77,0 -6,443 -2,828 3,615 11,325 383,97 24571 1,92
H2AcpCIPh E 102,8 -6,300 -1,887 4,413 4,139 359,64 236,23 2,58
H2AcpNO2Ph E 77,0 -6,394 -2,871 3,523 6,243 38456 2456 1,92
[Ag(H2AcPh)NOs] (1) 52,8 -6,894 -2520 4,374 7,440 336,52 239,79 2,80
[Ag(H2AcpCH3Ph)NOs] (2) 44,3 -6,812 -2,471 4,341 7567 369,91 256,68 3,27
[Ag(H2AcpCIPh)NOs] (3) 42,1 -6,842 -2,540 4,302 11,170 354,07 253,73 3,32
[Ag(H2AcpNO,Ph)NO3] (4) 52,6 -7,007 -3,106 3,902 15,896 378,38 263,12 2,76
Matriz de correlacéo
Candida Enomo ELumo AE V1 A.S. V LogP
glabrata (eV) (eV) (eV) (D) (A?) (A3)
Candida
glabrata 1
EHomo(EV) 0,90610 1
ELumo(eV) 0,59964 0,52035 1
AE (eV) 0,00290  -0,16028 0,75951 1
u (D) -0,38215  -0,53503 -0,57311  -0,25489 1
A.S. (A? 0,12232 0,26304  -0,53300 -0,81645 0,26905 1
V (A% -0,76774  -0,73458  -0,71121  -0,26251 0,64968 0,40027 1
LogP -0,59212  -0,65469 0,21859 0,75137 0,12441  -0,56143 0,4026 1
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Tabela A12 — Matrizes de correlagédo entre os valores de Clsp obtidos para Candida tropicalis e 0s
parametros estéreo-eletrénicos dos ligantes H2AcpCIPh e H2AcpNO2Ph (isdbmeros Z e E) e

complexos (1-4)

Clsp
Compostos t?c?r:((j:fl?s E(:37)O E(W)o (2\];:) ®) ?AZS)' (z\\/S) LogP
H2AcpCIPh z 164,1  -6,350 -1,934 4,416 10,064 359,36 236,36 2,58
H2AcpNO2Ph z 99,0 -6,443 -2,828 3,615 11,325 383,97 24571 1,92
H2AcpCIPh E 164,1  -6,300 -1,887 4,413 4,139 359,64 236,23 2,58
H2AcpNO2Ph E 99,0 -6,394 -2,871 3,523 6,243 384,56 2456 1,92
[Ag(H2AcPh)NO3] (1) 45,2 -6,894 -2520 4,374 7,440 336,52 239,79 2,80
[Ag(H2AcpCH3Ph)NOs3] (2) 60,7 -6,812 -2,471 4,341 7567 369,91 256,68 3,27
[Ag(H2AcpCIPh)NO3] (3) 40,5 6,842 -2,540 4,302 11,170 354,07 253,73 3,32
[Ag(H2AcpNO,Ph)NO3] (4) 50,8  -7,007 -3,106 3,902 15896 378,38 263,12 2,76
Matriz de correlacao
Candlda Enomo ELumo AE u A.S. V LogP
tropicalis (eV) (eV) (eV) (D) (A? (A%
Candida
tropicalis 1
Eromo(eV) 0,90452 1
ELumo(eV) 0,69676  0,52035 1
AE (eV) 0,11636  -0,16028 0,75951 1
K (D) -0,42414  -0,53503 -0,57311 -0,25489 1
A.S. (A 0,11492 0,26304 -0,53300 -0,81645 0,26905 1
V (A% -0,72338  -0,73458  -0,71121 -0,26251 0,64968 0,4002 1
LogP -0,45914  -0,65469 0,21859 0,75137 0,12441 -0,5614 0,4026 1
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Capitulo 4 — Complexos de prata(l) com 2-benzoilpiridina benzoil-hidrazonas:
estudos tedricos, acdo antifingica, citotdxica e interacdo com biomoléculas

Tabela A13 — Parametros das ligac@es de hidrogénio (A, °) para o complexo [Ag(H2BzpCIPh)NO3] (7).

Composto D—H--A D-H H-A DA D—HA
@) N3-H3N:--03! 0,86 2,43 3,139(4) 140
Operadores de simetria: i = -X+1,-y+2,-z
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Capitulo 5 - Complexos de prata(l) com 2,6-diacetilpiridina bis(benzoil-hidrazonas):

11

avaliacdo da atividade antifungica e interagdo com DNA

Tabela A13 — Pardmetros das ligacbes de hidrogénio (A, °) para os complexos [Ag(H2-

2,6AcpCHsPh)]NOs (10) e [Ag(H2-2,6AcpCIPh)]NO3s-2H,0 (11).

Compostos D-H-A D-H H-A DA D-H--A
(10) N5-H5N---O5A! 0,88 2,40 3,121(5) 139
(10) N5-H5N---O5B' 0,88 2,28 3,145(8) 166
(10) N3-H3N--0O3A 0,88 2,29 3,164(6) 171
(10) N3-H3N---04B 0,88 2,06 2,749(8) 134
(1) N3-H3N---01W 0,88 2,08 2,894(3) 153
(1) N5-H5N---O3' 0,88 2,07 2,879(3) 152
(11) O1W-H1W---O5' 0,84(1) 2,11(1) 2,916(3) 161(3)
(1) O2W-H3W---04 0,84(1) 2,10(2) 2,921(4) 166(3)
(11) O2W-H4W---02' 0,83(1) 2,00(1) 2,823(3) 168(3)
(1) O1W-H2W---02W"V 0,84(1) 1,97(1) 2,785(3) 166(3)
Operadores de simetria: i = x+1,y-1,z; ii = -x+1,-y+1,-z+1; iii = x+1,y,z; iv = -X+2,-y,-Z.
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Complexes [Ag(H2AcPh)NO3] (1) [Ag(H2AcpCH3Ph)NO3] (2) [Ag(H2AcpCIPh)NO5] (3) and [Ag(H2AcpNO,Ph)NO4]
(4) were obtained with 2-acetylpyridinebenzoylhydrazone (H2AcPh) and its para-methyl-(H2AcpCH=Ph), para-
chloro-(H2AcpClPh) and para-nitro-benzoylhydrazone (H2AcpNO,Ph) derivatives. In general, upon coordination
to silver() the antimicrobial activity of the hydrazones increased against yeast and filamentous fungi. Several
compounds proved to be as or more active than nystatin against the filamentous fungi. SAR studies showed
that, in most of the cases, the antifungal activities against the Candida strains correlate well with the energy of
the HOMO orbital, suggesting that an external electrophilic attack to these compounds or an electron donation

Received 5th November 2017, from these compounds to the targets might be involved in their biochemical pathways. On the other hand, for

Accepted 10th January 2018 the Aspergillus and Penicillium strains the antifungal activities of the compounds under study correlate well with
log P. Hence, their ability to transpose biological membranes might be responsible for their capacity to reach

the target. Taking into consideration the reported resistance to the current antifungal drugs and their adverse
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Introduction

Some of the most common causative agents of opportunistic
mycoses are Candida and Aspergillus fungi." Although infections
caused by Penicillium-like fungal strains are infrequent, Penicillium
species are occasional agents of human and animal mycoses.”
Intrinsic or acquired polyene resistance are observed among
Candida strains. Similarly, polyene resistance is increasingly
encountered in Aspergillus species and the prevalence of polyene
resistance among Aspergillus species has increased remarkably.®
Polyenes act by inserting into the fungal membrane in close
association with ergosterol, with subsequent loss of transmembrane
potential and impairment of cellular function. Polyene-resistant
Candida strains have relatively low ergosterol content, compared
with that of polyene-susceptible isolates. Resistance to polyene
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side effects, the compounds under study deserve to be further investigated as antimicrobial drug candidates.

antifungal agents may also be related to enhanced catalase
activity, resulting in decreased susceptibility to oxidative damage.?

The antimicrobial activity of silver compounds has been
known since the ancient times. Silver(1) ions are active against a
wide range of bacteria, fungi, and viruses.* Silver nitrate and
silver sulphadiazine have been efficiently employed as compo-
nents of balms to prevent infections on wounds or burns.’
However, except for silver-containing preparations to treat burn
patients, the use of silver compounds has decreased after
the introduction of antibiotics into clinical practice.* More
recently, due to the emergence of resistant microbial strains
there has been a growing interest in the development of silver-
based antimicrobial agents. In fact, silver(r) complexes with a
variety of organic ligands proved to exhibit high antifungal®
and antibacterial effects.”

Hydrazones and their metal complexes are well known
for their numerous pharmacological applications as anti-
inflammatory,®° antiproliferative,'®'" anti-diabetic'* and anti-
microbial>** agents. In previous works we demonstrated that
silver() complexes with chromone-derived hydrazones show
cytotoxic effects against solid tumor cell lines as well as anti-
fungal effects.”” In addition, we demonstrated that silver(i)
complexes with a family of 2,6-diacetylpyridine bis(benzoyl-
hydrazones) present potent antifungal activity.'®

In the context of a research program that aims to contribute
to the discovery of new metal-based antimicrobial agents, in the
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Fig. 1 Structural representation of the 2-acetylpyridine-derived hydra-
zones (E and Z isomers) R = H (H2AcPh); R = p-CHsz (H2AcpCHsPh);
R = p-Cl (H2AcpClIPh); R = p-NO, (H2AcpNO,Ph).

present work silver(r) complexes were obtained with 2-acetyl-
pyridinebenzoylhydrazone (H2AcPh) and its para-methyl-
(H2AcpCH;Ph), para-chloro-(H2AcpCIPh) and para-nitro-
(H2AcpNO,Ph) benzoylhydrazone derivatives (Fig. 1). The
antimicrobial activity of the compounds under study was
evaluated against yeast and filamentous fungal strains. SAR
studies were performed in order to investigate the physico-
chemical properties that might be related to the antimicrobial
action of the compounds.

Materials and methods
Materials and measurements

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich and used
without further purification. Melting points were recorded on a
Mettler MQAPF-302 apparatus. The molar conductivities (Ay)
were measured using a YSI model 31 conductivity bridge.
Partial elemental analyses were performed on a Perkin Elmer
CHN 2400 analyzer. Infrared (IR) spectra (4000-400 cm ') were
recorded on a PerkinElmer FT-IR Spectrum GX spectrometer
using KBr pellets. NMR spectra were obtained with a Bruker
DPX-400 Advance (400 MHz) spectrometer using DMSO-d,
as the solvent and TMS as internal reference. Electrospray
ionization mass spectrum (ESI-MS, + mode) analyses were
performed on a Shimadzu® liquid chromatography-mass spectro-
meter (LCMS-IT-TOF).

Single crystal X-ray diffraction measurements were carried
out on an Oxford-Diffraction GEMINI-Ultra diffractometer
(LabCri-UFMG) using graphite-Enhance Source Mo Ko radia-
tion (4 = 0.71073 A) at 270(2) K. Data collection, cell refinements,
and data reduction were performed using the CrysAlis Pro software
package."” Analytical absorption corrections were performed using
CRYSALIS suite."” The structures of complexes (1), (3a) and (4a) (see
below) were solved using SUPERFLIP*® and the structure of complex
(2a) (see below) was solved using SIR92." Full-matrix least-squares
refinement procedure on F* with anisotropic thermal parameters
was carried on using SHELXL-2017/1.%° Positional and anisotropic
atomic displacement parameters were refined for all non-hydrogen
atoms except for oxygen atoms of the nitrate anion in complex (3a),
which were refined with isotropic displacement parameters. The
hydrogen atoms bound to carbon and nitrogen atoms were refined
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using a riding model.>" In complexes (2a) and (3a) the nitrate anion
is disordered and was refined with split atomic positions subject to
N-O and O-O distances restraints of 1.24(1) A and 2.150(5) A,
respectively. For complex (4a) the water hydrogen atoms were
located in difference Fourier map and refined with distances
restrained to O-H = 0.82(1) A and H-H = 1.30(5) A, with Ui,,(H) =
1.5Uqq (O). The molecular plots of all complexes were prepared
using ORTEP-3 for Windows.** A summary of the crystal data, data
collection details and refinement results for these compounds is
listed in Table S1, ESL+

Syntheses of 2-acetylpyridine-derived hydrazones and
complexes (1-4)

The hydrazones were prepared as previously reported.** >* The
silver(1) complexes were synthesized by mixing 10 mL of a
methanol solution of the desired hydrazone (1.0 mM) with
3.0 mL of an aqueous solution of AgNO; added dropwise in
equimolar amount. The reaction mixture was kept under
stirring in the dark at room temperature. After 72 hours the
formed gray solids were filtered off, washed with methanol
followed by diethyl ether and then dried under reduced
pressure.

[(2-Acetylpyridinebenzoylhydrazone(nitrate))|silver(r) [Ag{(H2AcPh)-
NO;] (1). Gray solid. Anal. cale. for C;,H;3N,0,Ag (%): C.
41.10; H. 3.20; N. 13.69. Found (%): C. 40.50; H. 3.00; N. 13.58.
FW: 409.15 g mol ". Molar conductivity (1.0 mM, DMF):
36.6 Q' cm” mol . Melting point: 185.4-187.3 °C. IR (KBr, cm ™ "):
N-H) 3264, 1{C—0) 1662, {C—N) 1626, (NO;) 1384, p(py) 630,
Y(Ag-0) 554. 'H NMR [400 MHz, DMSO-ds, 6 (ppm), J (Hz)]:
11.60 [s, 1H, N(3)H], 8.20-8.01 [m, 2H, H(3), H(4)], 7.73-7.60 [m,
2H, H(5), H(12)], 8.62 [d, 1H, H(6), 4.70], 7.92 [d, 2H, H(10),
H(14), 6.50], 7.55 [t, 2H, H(11), H(13), 6.90], 2.61 [s, 3H, H(15)].
Bc{"H} NMR [100 MHz, DMSO-d, § (ppm)]: 165.9 (C8), 152.6
(C7), 150.5 (C6), 126.0 (C5), 139.0 (C4), 123.9 (C3), 152.5 (C2),
132.4 (C12), 128.2 [(C10), (C14)], 128.5 [(C11), (C13)],
14.5 (C15). ESI-MS (m/z): 348.0101 (calc.), 347.9977 (found)
for [Ag(H2AcPh)]*, 587.1162 (calc.), 587.1149 (found) for
[Ag(H2AcPh),]". Yield: 77%.

[(2-Acetylpyridine-para-methyl-benzoylhydrazone(nitrate))[silver(x)
[Ag(H2AcpCH;Ph)NO;] (2). Gray solid. Anal. calc. for C;5H;5N,0,Ag
(%): C. 42.57; H. 3.57; N. 13.24, Found (%): C. 42.30; H. 3.37;
N. 13.10. FW: 423.17 g mol . Molar conductivity (1.0 mM, DMF):
42.6 Q' cm® mol ', Melting point: 204.7-206.7 °C. IR (KBr, cm™"):
UN-H) 3232, {/C—=0) 1662, {C—N) 1610, {NO;) 1384, p(py) 630,
1{Ag-0) 568. "H NMR [400 MHz, DMSO-dg, & (ppm), J (Hz)}: 11.32 [s,
1H, N(3)H], 8.20-7.95 [m, 2H, H(3), H(4)], 7.62-7.48 [m, 1H, H(5)],
8.54 [s, 1H, H(6)], 7.89-7.69 [m, 2H, H(10), H(14)], 7.38-7.23 [m, 2H,
H(11), H(13)], 2.59 [s, 3H, H(15)], 236 [s, 3H, H(21)]. ’C{'H} NMR
[100 MHz, DMSO-ds, & (ppm)}: 165.4 (C8), 152.4 (C7), 149.9 (C6),
125.5 (C5), 138.4 (C4), 123.1 (C3), 151.7 (C2), 142.3 (C12), 128.1
[(C10), (C14)], 128.8 [(C11), (C13)], 14.0 (C15), 21.0 (C30). ESIMS
(mfz): 360.0260 (calc.), 360.0142 (found) for [Ag(H2AcpCH,Ph)]',
615.1476 (calc.), 615.1456 (found) for [Ag(H2AcpCH,Ph),]".
Yield: 33%.

[(2-Acetylpyridine-para-chloro-benzoylhydrazone(nitrate))]silver(r)
[Ag(H2AcpCIPh)NO3] (3). Gray solid. Anal. cale. for C;,H;,CIN,O,Ag
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(%): C. 37.91; H. 2.73; N. 12.63. Found (%): C. 37.62; H. 2.41;
N. 12.52. FW: 443.59 g mol . Molar conductivity (1.0 mM, DMF):
58.1 Q' cm® mol . Melting point: 190.2-191.1 °C. IR (KBr, cm "):
YN-H) 3218, (C—O0) 1668, (C—N) 1592, (NO;) 1384, p(py)
628, 1{Ag-O) 538. "H NMR [400 MHz, DMSO-ds, 6 (ppm), J (Hz)]:
11.65 [s, 1H, N(3)H], 7.93 [d, 2H, H(3), H(4), 7.40], 8.61 [d, 1H, H(6),
4.70], 8.10 [d, 2H, H(10), H(14), 5.20], 7.72-7.55 [m, 3H, H(5), H(11),
H(13)], 2.61 [s, 3H, H(15)]. "*C{'H} NMR [100 MHz, DMSO-dg, o
(ppm)]: 164.9 (C8), 152.9 (C7), 150.5 (C6), 126.1 (C5), 139.0 (C4),
124.0 (C3), 150.8 (C2), 139.6 (C12), 130.2 [(C10), (C14)], 128.6 [(C11),
(C13)], 14.6 (C15). ESIMS (m/z): 381.9705 (calc.), 381.9577 (found)
for [Ag(H2AcpCIPh)]", 655.0371 (calc.), 655.0371 (found) for
[Ag(H2AcpClPh),]". Yield: 67%.

[(2-Acetylpyridine-para-nitro-benzoylhydrazone(nitrate))]silver(1)
[Ag(H2AcpNO,Ph)NO;] (4). Gray solid. Anal. Calc. for C;,H;,N506Ag
(%): C. 37.03; H. 2.66; N. 15.42. Found (%): C. 40.44; H. 2.63;
N. 15.49. FW: 454.14 ¢ mol . Molar conductivity (1.0 mM, DMF):
57.7 Q"' em® mol ", Melting point: 136.5-138.6 °C. IR (KBr, cm ):
N-H) 3204, {C=O0) 1672, /C=N) 1602, (NO;3) 1384, p(py)
630, {Ag-0) 544. "H NMR [400 MHz, DMSO-d;, 6 (ppm), J (Hz)]:
11.86 [s, 1H, N(3)H], 8.11 [d, 4H, H(3), H(4), H(10), H(14), 9.0],
7.71-7.55 [m, 1H, H(5)], 8.59 [d, 1H, H(6), 3.70], 8.33 [d, 2H, H(11),
H(13), 8.0], 2.63 [s, 3H, H(15)]. "*C{"H} NMR [100 MHz, DMSO-d,, 0
(ppm)]: 164.3 (C8), 153.9 (C7), 150.4 (C6), 126.2 (C5), 139.0 (C4),
124.0 (C3), 150.9 (C2), 133.2 (C12), 129.8 [(C10), (C14)], 123.5 [(C11),
(C13)], 14.7 (C15). ESI-MS (m/z): 390.9954 (calc.), 390.9882 (found)
for [Ag(H2AcpNO,Ph)]", 677.0864 (calc.), 677.0851 (found) for
[Ag(H2AcpNO,Ph),]". Yield: 54%.

Crystals of [Ag(H2AcPh)NO;] (1), [Ag(H2AcpCH;Ph),|NO; (2a),
[Ag(H2AcpCIPh),]NO; (3a) and [Ag(H2AcpNO,Ph)(H,O)(NOs)] (4a)
were obtained by slow evaporation of the mother liquor in the
syntheses of (1-4).

Antifungal activity

Candida strains were obtained from American Type Culture
Collection (ATCC, USA) and from College of Biological Sciences
(CBS, USA). Aspergillus and Penicillium strains were obtained
from Tropical Culture Collection, CCT (housed at Fundacao
Andre Tosello in Sao Paulo, Brazil, http://fat.org.br/) and ARS
Culture Collection Northern Regional Research Laboratory,
NRRL (housed within the Mycotoxin Prevention and Applied
Microbiology Research Unit at the National Center for Agricultural
Utilization Research in Peoria, Illinois, https://nrrl.ncaur.usda.gov/).
Candida dubliniensis (clinical isolate 28), Candida glabrata (ATCC
90030), Candida lusitaniae (CBS 6936), and Candida tropicalis (ATCC
750) strains, and Aspergillus flavus (CCT 4952), Aspergillus niger
(NRRL 3), Aspergillus parasiticus (ATCC 15517) and Penicillium
citrinum (ATCC 756) strains were used in the evaluation of the
antifungal effect of the studied compounds.

The tests with Candida strains were performed in Sabouraud
(SBD) medium. The Candida strains were stored and sub-cultured
for testing in the same medium and incubated at 37 °C for 24 h.
Dilutions were carried out to achieve the required final concen-
tration of 1-2 x 10® CFU mL™" (CFU = colony forming units)
determined by a spectrophotometric method. The cell density
was determined taking into consideration the turbidity of the
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suspension, on a spectrophotometer, according to the guide-
lines of the National Committee for Clinical Laboratory Standards
for yeasts (M27-A3).

The filamentous fungal strains were maintained in potato
dextrose agar (PDA) under refrigeration at 7 °C. The tests were
performed in Broth Heart Infusion (BHI) medium. The fungal
spores were harvested to give a suspension. The suspension
containing the spores was loaded in a Neubauer chamber and
the spores were quantified in an optic microscope. Dilutions
were carried out to achieve the required final concentration of
spores of 5.0 x 10* spores mL .

In vitro susceptibility testing by the microdilution method

The activity of the compounds was evaluated in final concen-
trations ranging from 250 to 0.12 pg mL~ ' in microdilution
plates with 96-wells according to Gupta and Zacchino.?® The
compounds under study and the negative controls (nystatin
and miconazole nitrate) were prepared as 12.5 mg mL ™" stock
solutions in DMSO. Subsequently, the stock solutions were
diluted in culture medium to obtain 500 pg mL ™" solutions.
Further dilutions of each compound were performed. The wells
of the microdilution plates were filled with 100 pL of solutions
with decreasing concentrations of the compounds in culture
medium. Then 100 pL of the solution containing the standar-
dized inocula were added and the microplates were incubated
at 37 °C for 24 h for Candida species and for 48 h for
filamentous fungi. The final concentration of DMSO in the
wells was not higher than 2% in order to avoid the effect of this
solvent in the microorganisms growth.>® Three control tests
were performed as follows: (i) with the microorganisms in
culture medium alone (positive control), (ii) with the compounds
in culture medium without microorganisms and (iii) with only the
culture medium.

The experiments were carried out in triplicate and the absor-
bances were determined on an ELISA tray reader (Thermoplate,
Brazil) at fixed wavelength of 490 nm. The half maximal inhibitory
concentrations were calculated based on the quantity of the
microorganism present after the experiments, i.e., the lowest
concentration of compounds that resulted in a 50% (ICs)
reduction of growth compared with the control growth in the
culture medium free of the test compound (positive control).
GraphPad Prism version 6.0 for windows (GraphPad Software,
San Diego, California USA, www.graphpad.com) was used for
IC;5, determinations.

SAR studies

Computational details. Full geometry optimization of
the free ligands and the silver(1) complexes were performed at
the Density Functional Theory level,>” the hybrid B3LYP***°
exchange correlation functional and using the Def2-SV(P) all
electron basis set*® for H, C, N, Cl and O atoms. The inner shell
electrons of the silver atom were described by the associated
effective core potential®’ and the associated Def2-TZVP basis
set®® was employed for the valence shell electrons. To speed up
calculations the resolution of the identity’®® was used for the
Coulomb, and the chain of sphere approach®® for the exchange

New J. Chem.


http://fat.org.br/
http://https://nrrl.ncaur.usda.gov/
http://www.graphpad.com
http://dx.doi.org/10.1039/c7nj04280a

Published on 11 January 2018. Downloaded by Federal University of Minas Gerais on 17/01/2018 13:40:57.

Paper

part of the Fock matrix, employing the def2-TZVP/] auxiliary
basis set.>* For the free ligands, both E and Z isomers were
analyzed. Solvent effects were included by means of the polarized
continuum model (PCM).** All quantum mechanical calculations
were performed using the ORCA program.*®* HOMO and LUMO
energies, and dipole moments, were obtained after full optimiza-
tion and were used as descriptors for further Structure Activity
Relationship (SAR) studies. The three-dimensional structures
obtained from optimization of the ligands and the complexes
were used as input for the Marvin software®” to calculate the
superficial molecular areas, molecular volume and the octanol-
water partition coefficients (log P). Superficial molecular area,
molecular volumes and log P were also used as descriptors for
SAR studies.

Results and discussion
Formation of the silver() complexes (1-4)

Microanalyses are compatible with the formation of complexes
[Ag(H2AcPh)NOs] (1), [Ag(H2AcpCH3Ph)NO:;] (2), [Ag(H2AcpClIPh)-
NO;] (3), and [Ag(H2AcpNO,Ph)NO;] (4) in which a neutral hydra-
zone ligand is attached to the metal center together with a nitrate
ion. The relatively high values of molar conductivities suggest a
likely release of the nitrate ligand in solution. The mass spectra of
(1-4) show peaks corresponding to the [Ag(HL)]" and [Ag(HL),]"
species, indicating again possible decomplexation of the nitrate
ligand with formation of AgNO; and [Ag(HL),]"
solution.

complexes in

Infrared spectra

The vibrations attributed to »(N-H) at 3286-3186 cm ™' in the
infrared spectra of the hydrazones are observed at 3264-3204 cm ™"
in the spectra of complexes (1-4), in accordance with the presence
of neutral ligands. The 1{C=N) vibration at 1618-1602 cm ™ in the
infrared spectra of the hydrazones shift to 1626-1592 ¢cm™ ' in
the spectra of complexes (1-4), in agreement with coordination of
the azomethine nitrogen.>* The 1{C=O0) absorption observed at
1668-1650 cm ' in the spectra of the free hydrazones shifts to
1672-1662 cm™ ' in the spectra of complexes (1-4). The in-plane
deformation mode of the pyridine ring at 628-620 cm ™' in the
spectra of the uncomplexed hydrazones shifts to 630-628 cm ™" in
complexes (1-4), suggesting coordination of the hetero-aromatic
nitrogen.>* In addition, an absorption at 1384 cm™* was attri-
buted to the coordinated nitrate ligand and an absorption at
568-538 cm ' was assigned to the 1{(Ag-O) vibration mode.*®

NMR spectra

The NMR spectra of the hydrazones and their silver(i) complexes
were recorded in DMSO-ds because this is the only solvent which
dissolves all ligands and complexes. The 'H resonances were
assigned on the basis of chemical shifts and multiplicities. The
carbon type (C, CH) was determined by using distortionless
enhancement by polarization transfer (DEPT 135) experiments.
The assignments of the protonated carbons were made by 2D
hetero-nuclear multiple quantum coherence experiments (HMQC).

New J. Chem.

View Article Online

NJC

The signals of the hydrogens and carbons undergo significant
shifts in complexes (1-4) relative to their position in the
uncomplexed hydrazones.

In the "H NMR spectra of H2AcPh and H2AcpClPh all signals
were duplicated, indicating the presence of the Z and E con-
figurational isomers in the DMSO-ds solution. In the first,
N3-H is hydrogen bonded to the hetero-aromatic nitrogen
(6 15.80-15.86), while in the second N3-H is hydrogen bonded
to the solvent (§ 10.90-10.96).>**° Similarly, the signals of all
carbons are duplicated in the "*C{"H} NMR spectra of these
hydrazones, in accordance with the existence of the Z and
E isomers in DMSO-d; solution.'" In the "H NMR spectra of
H2AcpCH;Ph and H2AcpNO,Ph only one signal was observed
for N3-H at 6 10.90-11.21, in accordance with the presence of
the E isomer in solution.

In the spectra of the silver(i) complexes only one signal was
observed for each hydrogen and each carbon, in accordance
with the presence of one isomeric form. The signal of N3-H at
0 11.32-11.86 is characteristic of the E configuration. The
signals of the pyridine carbons and of C7 and C8 undergo
significant shifts in complexes (1-4) in relation to their position
in the free hydrazones.

X-ray diffraction analyses

Fig. 2 shows the crystal structures of [Ag(H2AcPh)NO;] (1),
[Ag(H2AcpCH;Ph),]NO; (2a), [Ag(H2AcpClPh),]NO; (3a) and
[Ag(H2AcpNO,Ph)(H,0)(NO3)] (4a). Table 1 reports selected
bond distances and Table 2 selected bond angles in the structures
of (1-4a). A complete set of crystallographic data is available in the
ESLT

In (1) and (4a) a hydrazone ligand is attached to the metal
center together with a nitrate ligand. In (4a) a coordination
water molecule is also present in the silver() coordination
sphere. In (2a) and (3a) two hydrazone ligands are attached to
the metal center and a nitrate acts as counter-ion. Hence,
besides the 1:1 [M(HL)NO;] complex, 1:2 [M(HL),]NO; species
were formed as well in the syntheses of (2) and (3).

Comparison of the bond distances in H2AcPh*® and
complex (1) and in H2AcpCIPh™ and complex (3a) reveals that
the distances and angles undergo significant changes upon
coordination of the hydrazones to silver(r).

In both complexes (2a) and (3a) the Agl-O1 distance
[2.5923(16) A (2a), 2.619(3) A (3a)] is much shorter than the
Ag1-O11 [3.0224(17) A (2a), 3.028(3) A (3a)] distance. In fact,
011 weakly interacts with the metal center in both complexes.
In complexes (1) and (4a) the Ag1-O1 [2.564(4) A (1), 2.629(4) A
(4a)] and Ag1-03 [2.692(6) A (1), 2.665(4) A (4a)] distances are
quite longer than the Agl1-O2 bond length [2.384(6) A (1),
2.488(5) A (4a)]. Hence, in (1) and (4a) weaker interactions are
observed between the silver(r) center and the hydrazone carbonyl
oxygen and between the silver(1) center and O3 from the nitrate
than between the metal center and O2 from nitrate. This effect
probably explains the relatively high molar conductivities of
complexes (1-4), which might be due to release of the loosely
bound nitrate ligand in solution. Interestingly, in (4a) the Ag1-O1w
bond length, 2.359(4) A, is much shorter than the remaining Ag-O
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Fig. 2 Molecular plots of [Ag(H2AcPh)NO3] (1), [Ag(H2AcpCH3Ph),INO3 (2a), [Ag(H2AcpClPh),INO3 (3a) and [Ag(H2AcpNO,Ph)(H,O0)(NO3)] (4a) showing
the labeling scheme of the non-H atoms. Displacement ellipsoids represented at the 50% probability level.

Table 1 Selected bond lengths (A) for [Ag(H2ACPh)NOs] (1), [Ag(H2AcpCH3-
Ph),INO3 (2a), [Ag(H2AcpCIPh),INO3 (3a) and [Ag(H2AcpNO,Ph)(H>O)(NO3)]
(4a) along with data for H2AcPh and H2AcpClPh

Atoms  H2AcPh* (1) (2a) H2AcpCIPh™® (3a) (4a)
C7-N2  1.264(3) 1.280(7) 1.282(3) 1.2860(18)  1.279(5) 1.278(6)
N2-N3  1.375(2) 1.369(7) 1.377(2) 1.3810(15)  1.380(4) 1.369(6)
N3-C8 1.347(3) 1.365(8) 1.367(3) 1.3590(17)  1.364(5) 1.359(6)
C8-01 1.219(2) 1.219(7) 1.219(3)  1.2260(16)  1.219(4) 1.217(6)
Agl-01 — 2.564(4) 2.5923(16) — 2.619(3) 2.629(4)
Ag1-011 3.0224(17) 3.028(3)

Ag1-02 — 2.384(6) — — — 2.488(5)
Ag1-03 — 2.692(6) — — — 2.665(4)
Agl- — — — — — 2.359
01W (4)

lengths, indicating higher affinity of silver(i) for the water oxygen.
Differences in bond angles between (1) and (4a) result from
the presence of an additional water ligand in (4a). Indeed, the
N2-Ag1-02 and 02-Ag1-O1 angles are 118.97(18)° (1), 120.45(13)°
(4a) and 85.17(15)° (1), 90.81(15)° (4a).

Antifungal activity

Table 3 reports the half maximal inhibitory concentration (ICs)
of the studied compounds against Candida yeast and against
Aspergillus and Penicillium strains.

The hydrazone ligands and silver nitrate per se show
antifungal activity. The studied compounds revealed to be less

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2018

active than miconazole nitrate. However, several compounds
proved to be as or more active than nystatin against the
filamentous fungi. H2AcpCH;Ph and H2AcpCIPh were more
active than nystatin against A. parasiticus. In addition, complex
(2) proved to be more active than nystatin against A. niger,
A. parasiticus and P. citrinum.

Upon coordination to silver(i) the antimicrobial activity of
the hydrazones increased in most of the cases against the yeast
and filamentous fungal strains. On the other hand, coordina-
tion of silver(r) to the hydrazone ligands resulted generally in
increased antimicrobial effects.

SAR studies

Theoretical calculations were performed in order to investigate
the stereo-electronic properties of the hydrazone ligands and
their silver(r) complexes. Since the number of molecules was
not enough for a QSAR investigation, SAR studies were carried
out, to identify physico-chemical properties that might be
involved in the mechanism of the antifungal action of the
compounds. Properties of interest in this study were the
highest occupied molecular orbital (HOMO) and the lowest
unoccupied molecular orbital (LUMO) energies, the dipole
moment, the octanol-water partition coefficients (logP), the
surface area (SA) and the molecular volume, which were corre-
lated to IC5o. HOMO and LUMO energies are related to ioniza-
tion potential and electron affinity, respectively. These frontier
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Table 2 Selected bond angles (°) for [Ag(H2AcPh)NO3] (1), [Ag(H2AcpCHzPh),INO3 (2a), [Ag(H2AcpClPh),INO3 (3a) and [Ag(H2AcpNO,Ph)(H,O)(NO3)]

(4a) along with data for H2AcPh and H2AcpClIPh

Atoms H2AcPh*° (1) (2a) H2AcpCIPh*? (3a) (4a)
C2-C7-N2 114.5(1) 114.2(5) 115.23(19) 115.12(12) 115.4(3) 115.8(4)
C7-N2-N3 119.0(1) 120.0(5) 118.86(18) 116.22(11) 118.6(3) 119.5(4)
N2-N3-C8 117.0(1) 118.1(5) 117.51(16) 117.89(11) 117.7(3) 118.0(4)
N3-C8-01 123.3(2) 122.3(5) 121.82(19) 123.28(13) 122.2(4) 122.8(5)
N1-Ag1-02 — 118.35(19) — — — 116.77(14)
N1-Ag1-01 — 133.45(16) 132.39(6) — 132.01(10) 132.60(13)
N2-Ag1-01 — 65.27(15) 64.15(5) — 63.82(10) 64.23(12)
N2-Ag1-02 — 118.97(18) — — — 120.45(13)
02-Ag1-01 — 85.17(15) — — — 90.81(15)
N1-Ag1-03 — 92.69(18) — — — 93.85(14)
N2-Ag1-03 — 150.62(18) — — — 152.95(14)
02-Ag1-03 — 49.84(16) — — — 48.33(13)

Table 3 Antifungal activity (ICsg) for the hydrazones and their silver() complexes (1-4) against Candida dubliniensis (clinical isolate 28), Candida glabrata
(ATCC 90030), Candida lusitaniae (CBS 6936), Candida tropicalis (ATCC 750) Aspergillus flavus (CCT 4952), Aspergillus niger (NRRL 3), Aspergillus

parasiticus (ATCC 15517) and Penicillium citrinum (ATCC 756)?

ICs, + SD (M)

Candida Candida Candida Candida Aspergillus  Aspergillus  Aspergillus  Penicillium
Compounds dubliniensis  glabrata lusitaniae tropicalis flavus niger parasiticus  citrinum
H2AcPh 78.5 £ 3.9 — 47.8 £1.7 — 48.6 £+ 4.7 45.2 £ 6.4 — 72.5 £ 0.2
[Ag(H2ACcPh)NOs] (1) 407 £3.4 52.8 £3.0 29.1 £ 2.2 452 +18 124413 201+12 612+04 398+7.8
H2AcpCH;Ph 66.5 + 1.3 >246 31.6 £ 0.7 >246 23.6 £ 1.0 16.6 + 2.0 43.6 £ 5.4 334 £5.3
[Ag(H2AcpCH;Ph)NO;]  (2) 44.3 + 5.4 443+ 1.2 33.7+3.0 60.7+ 0.1 105+0.5 61+19 349+06 17.1+ 0.4
H2AcpClPh 16.7 + 0.7 102.8 £ 0.1 13.9 + 0.8 164.1 £ 2.0 >28 47.5 £ 3.2 19.9 + 2.1 44.1 £1.3
[Ag(H2AcpCIPh)NO;] (3) 145+21 421420 202+26 40.5+2.6 41.4+40 229+52 834440 >35
H2AcpNO,Ph 22.7 £ 0.1 77.0 £ 2.7 17.3 £ 0.4 99.0 £ 7.7 42.1 £1.7 47.7 £ 3.8 >27 53.9 + 4.0
[Ag(H2AcpNO,Ph)NO;] (4) 139+ 1.6 52.6 + 5.5 17.5 + 3.8 50.8+5.0 329+12 21.7+64 >68 31.6 £ 2.7
AgNO; >11 64.2 + 2.2 20.8 + 1.8 40.3 £ 1.0 20.1 £ 3.5 >11 >183 24.6 + 3.0
Miconazole nitrate 1.6 £ 0.5 195 +45 <6x107° 3.6 +£03 <0.3 <0.3 <0.3 <0.3
Nystatin 4.4+ 0.8 1.9 £ 0.2 5.3+ 0.8 7.9 £ 0.7 4.8 £ 3.8 15.0 £ 1.1 76.0 £ 1.1 30.7 £ 1.2

%1Cso = concentration that inhibits 50% of fungal cells growth. - no inhibition of fungal growth above 80% at 250 pg mL . SD = standard

deviation.

orbitals are associated to the molecules reactivity. The HOMO
energy is closely related to susceptibility to electrophilic attack,
while LUMO energy is closely related to susceptibility to
nucleophilic attack. The dipole moment may give some insight
on the degree of hydrophobicity/hydrophilicity and logP is
often used as a measure of lipophilicity of the compounds.
The surface area may offer information on stereo features for
drug-target interactions. ICs, values for the investigated fungal
strains and the computed stereo-electronic parameters are
listed in Table 4.

For each fungal strain, correlation matrices involving only
the properties of the free ligands, only the properties of the
complexes, and the combined properties of the ligands and
complexes were created by means of Excel. The correlation
matrices involving the stereo-electronic parameters and the
ICso are in ESLf Initially the calculations for the complexes
were performed in gas phase and assuming that the nitrate
(NO3 ™) group was coordinated to the silver atom. However, the
computed properties did not exhibit any kind of correlation
with the biological data. Correlations with the biological data
were obtained only when the calculations were performed in
water, using the PCM model, and by assuming that the NO;~
group leaves the coordination sphere of the metal upon solvation.

New J. Chem.

Therefore, all computed properties of the complexes reported
here were performed in water solution in the absence of the
NO;  group.

Analyzing the free ligands, the data show that only the
activities against A. niger and C. dubliniensis do not show any
kind of correlation with the properties of the ligands. The
activities against the other strains show correlation mainly with
log P of the ligands, with correlations R = —0.781 (P. citrinum)
and R = —0.939 (4. flavus).

The data for the complexes show that only the activities
against A. niger and C. tropicalis do not exhibit correlations
with the properties of the complexes. For the other strains,
good correlations were found with the molecular dipole
moment, log P and the energy of the HOMO orbital. However,
there is not a single property that consistently correlates
with the antifungal activity against all fungal strains. For
instance, good correlations were found for logP with R =
—0.907 and R = —0.993 for P. citrinum, and C. glabrata,
respectively. The activity against C. glabrata correlates well
with the energy of the HOMO orbital of the complexes, with
R = —0.787. For C. lusitaniae and C. dubliniensis good correla-
tions were obtained with the dipole moment, with R = —0.905
and R = —0.877, respectively.
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Table 4 Stereo-electronic parameters (Epomo, 4 and log P) and antifungal activity (ICsg) for the hydrazones and their silver() complexes (1-4)?

ICso (WM)
Enomo Candida Candida Candida Candida Aspergillus Aspergillus Aspergillus Penicillium

Compound (eV) u (D) logP dubliniensis glabrata lusitaniae tropicalis flavus niger parasiticus  citrinum
H2AcPh (E) —6.332 4.675 1.98 78.5 — 47.8 — 48.6 45.2 — 72.5
H2AcpCH;Ph (E) —6.283 9.332 2.49 66.5 > 246 31.6 > 246 23.6 16.6 43.6 33.4
H2AcpCIPh (E) —6.300 4.139 2.58 16.7 102.8 13.9 164.1 >28 47.5 19.9 44.1
H2AcpNO,Ph (E) —6.394 6.243 1.92 22.7 77.0 17.3 99.0 42.1 47.7 >27 53.9
H2AcPh (2) —6.319 9.970 1.98 78.5 - 47.8 - 48.6 45.2 — 72.5
H2AcpCH;Ph (2) —6.277 10.108 2.49 66.5 > 246 31.6 >246 23.6 16.6 43.6 33.4
H2AcpCIPh (2) —6.350 10.064 2.58 16.7 102.8 13.9 164.1 >28 47.5 19.9 44.1
H2AcpNO,Ph (2) —6.443 11.325 1.92 22.7 77.0 17.3 99.0 42.1 47.7 >27 53.9
[Ag(H2AcPh)NO;] (1) —6.894 7.440 2.80 40.7 52.8 29.1 45.2 12.4 20.1 61.2 39.8
[Ag(H2AcpCH,;Ph)NO;] (2) —6.812 7.567 3.27 44.3 443 33.7 60.7 10.5 6.1 34.9 17.1
[Ag(H2AcpCIPh)NO;]  (3) —6.842 11.170 3.32 14.5 421 20.2 40.5 41.4 22.9 83.4 >35

[Ag(H2AcpNO,Ph)NO,] (4) —7.007 15.896 2.76 13.9 52.6 17.5 50.8 32.9 21.7 >68 31.6

% 1Cs, = concentration that inhibits 50% of fungal cells growth, - no inhibition of fungal growth above 80% at 250 ug mL™".

When the properties of the ligands and the complexes were
analyzed together, good correlations were found for P. citrinum
(R = —0.869 for logP), C. tropicalis (R = 0.905 for the energy
of the HOMO) and C. glabrata (R = 0.906 for the energy of
the HOMO).

The stereo-electronic parameters correlate differently for
each fungal strain and do not allow a general conclusion.
However, when the data of the ligands and the complexes are
analyzed together, it is observed that the antifungal activities
against Candida strains correlate well with the energy of the
HOMO orbital, suggesting that an external electrophilic attack
to these compounds or an electron donation from these com-
pounds to the targets might be involved in their biochemical
pathways. As shown in Fig. 3, the HOMO orbital of the
complexes are mainly located at the ligands, with small parti-
cipation of the d orbitals of the silver atom. Therefore, the
electrophilic attack, if it really takes place, may occur at the
coordinated ligand. On the other hand, for the Aspergillus and
Penicillium strains the antifungal activity correlates reasonably
well with logP. Hence, the lipophilicity of the compounds,
usually associated with their ability to transpose biological
membranes, might be responsible for their capacity to reach
the target.

Fig. 3 Highest occupied molecular orbital of silver() complexes (1-4).

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2018

Conclusions

In the present work we demonstrated that the silver(r) com-
plexes (1-4) were often more active than either the hydrazone
ligands and/or silver nitrate against the yeast and filamentous
fungal strains. Even if the studied compounds revealed to be
less active than nystatin against the Candida strains, several
compounds proved to be as or more active than nystatin against
the filamentous fungi. Silver nitrate per se exhibited antimicrobial
activity against some of the fungal strains under investigation.

Although studies on the mode of action of the hydrazones
and their silver(r) complexes were beyond the scope of the
present work, we may suggest that favorable changes in lipo-
philicity in the complexes in relation to both the free ligands
and silver nitrate might explain the activity enhancement upon
coordination. In addition, the metal, besides its own anti-
microbial action, might exert a structural role by holding
the hydrazone ligands in a conformation suitable for their
interaction with the biological targets.

Since the hydrazone ligands and their silver(i) complexes
herein described are structurally very distinct from the clinically
used antifungal agents, they possibly act by a distinct pathway.
The obtained results, together with the reported increasing in
resistance to antifungal medication encourage further investiga-
tion on hydrazones and their silver(i) complexes as leads for the
development of new antifungal drug candidates.
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Complexes [Ag(H2-2,6AcPh)|NOs (1), [Ag(H2-2,6AcpCH3Ph)]NO5 (2), [Ag(H2-2,6AcpCIPh)]NO3-2H,0 (3)
and [Ag(H2-2,6AcpNO,Ph)INO; (4) were obtained with 2,6-diacetylpyridine bis(benzoylhydrazone)
(H2-2,6AcPh) and its bis(para-methylbenzoylhydrazone) (H2-2,6AcpCHsPh), bis(para-chlorobenzoylhy-
drazone) (H2-2,6AcpCIPh), and bis(para-nitrobenzoylhydrazone) (H2-2,6AcpNO,Ph) derivatives.
Complexes (1-4) were characterized by microanalyses, molar conductivities, and by means of their infra-
red and NMR spectra. The crystal structures of (2) and (3) were determined. The bis(benzoylhydazones)
were inactive or poorly active against yeast and filamentous fungal strains. In several cases the
antimicrobial activity increased upon coordination to silver(I). While the parent ligand revealed to be
inactive, complex (2) proved to be as active as miconazole nitrate against Candida albicans. Although
the bis(benzoylhydrazones) showed no antifungal activity, complex (1) proved to be as active as nystatin
against Penicillium citrinium. In addition, complexes (1) and (2) proved to be as or more effective than
nystatin against Aspergillus parasiticus. The silver(I) complexes strongly interact with calf thymus DNA

Keywords:
Bis(benzoylhydrazones)
Silver(I) complexes
Crystal structures
Antifungal activity
Interaction with DNA

by an intercalative mode.

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Silver compounds are successfully used in therapy [1]. Silver
nitrate and silver sulphadiazine are employed as components of
balms to prevent wounds and burns infections [2]. Silver com-
plexes with a variety of organic ligands proved to present anti-pro-
liferative and antitumor effects [3] and to be active against several
fungal [2] and bacterial strains [4]. Silver(I) complexes with 2-mer-
capto-1-methyl-imidazole, methimazole [5] and with 2-mercap-
tothiazole derivatives [6] were shown to have antibacterial
action against Gram positive and Gram negative bacteria.

It has been suggested that silver ions react with the —NH,
groups of the amino acids and proteins and inhibit a number of
enzymes. It has also been suggested that silver ions bind to bacte-
rial DNA [1,7].

Hydrazones and their metal complexes present a wide range of
bioactivities as antimicrobial [8,9], antitumor [10-12] and anti-
inflammatory [13] agents. We recently reported that silver(I) com-
plexes with 3-formyl-6-methylchromone-derived hydrazones

* Corresponding author.
E-mail address: hberaldo@ufmg.br (H. Beraldo).

https://doi.org/10.1016/j.poly.2017.09.019
0277-5387/© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved.

show cytotoxic activity against melanoma tumor cells and exhibit
antifungal action [14].

In a previous work we demonstrated that the cytotoxic and
antimicrobial effects of bis(benzoylhydrazones) significantly
increased upon coordination to antimony(Ill) and bismuth(III)
[15]. In the present work silver(I) complexes were obtained
with 2,6-diacetylpyridine bis(benzoylhydrazone) (H2-2,6AcPh),
2,6-diacetylpyridine bis(para-methylbenzoylhydrazone) (H2-2,
6AcpCHsPh), 2,6-diacetylpyridine bis(para-chlorobenzoylhydra-
zone) (H2-2,6AcpCIPh) and 2,6-diacetylpyridine bis(para-nitroben-
zoylhydrazone) (H2-2,6AcpNO,Ph), Fig. 1. The antimicrobial effects
of the compounds under study were evaluated against Candida
yeast and filamentous fungi. The interaction of the silver(l)
complexes with DNA was investigated.

2. Experimental
2.1. Materials and measurements
All common chemicals were purchased from Aldrich and were

used without further purification. Partial elemental analyses
were performed on a Perkin Elmer CHN 2400 analyzer.
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Fig. 1. Structural representation of 2,6-diacetylpyridine bis(benzoylhydrazones)
and the carbon atoms numbering.

Thermogravimetric curves were obtained using a TGA50H ther-
mobalance (Shimadzu) in the 25-750 °C temperature range, under
a dynamic nitrogen atmosphere at a heating rate of 10 °C min~!. A
Digimed model DM3 conductivity bridge was employed for molar
conductivity measurements. Infrared spectra were recorded on a
Perkin Elmer FT-IR Spectrum GX spectrometer using KBr pellets
(4000-400 cm™!). Electronic spectra were acquired using a Shi-
madzu UV-2401PC double beam UV-Vis spectrophotometer and
1 cm quartz cells. Fluorescence spectra were recorded on a Varian
Cary Eclipse spectrofluorimeter using a 1 cm quartz cell. NMR spec-
tra were obtained with a Bruker DPX-400 Advance (400 MHz) spec-
trometer using DMSO-ds as the solvent and TMS as internal
reference.

All single crystal X-ray diffraction measurements were carried
out on an Oxford-Diffraction GEMINI-Ultra diffractometer using
graphite-Enhance Source Mo Ko radiation (4 =0.71073 A) at 200
(2) K. Data collection, cell refinements, and data reduction were
performed using the CrysAlisPro software package [16]. Analytical
absorption corrections were performed using CRYSALIS suite [16].
The structures were solved by direct methods using SUPERFLIP
[17]. Full-matrix least-squares refinement procedure on F>
with anisotropic thermal parameters was carried on using
sHELXL-2017/1 [18]. Positional and anisotropic atomic displacement
parameters were refined for all non-hydrogen atoms. All hydrogen
atoms bound to carbon and nitrogen were refined using a riding
model [19]. In complex (2) the nitrate anion is disordered over
two overlapping positions. The disordered groups were refined
with split atomic positions subject to N—O and O---O distances
restraints of 1.24 (1) A and 2.150 (5) A, respectively. All the disor-
dered atoms were refined with isotropic displacement parameters.
For complex (3) the water hydrogen atoms were located in differ-
ence Fourier map and refined with distance restrained to
0—H=0.84 (1) A and H- - -H = 1.33 (5) A with Uiso(H) = 1.5 Ueg(O).

2.2. Chemistry

2.2.1. Syntheses of the hydrazones

The bis(benzoylhydrazones) were prepared as previously
reported [15]. 2,6-Diacetylpyridine bis(para-methylbenzoylhydra-
zone) (H2-2,6AcpCH3Ph) is reported for the first time in the present
work.

2.2.1.1. 2,6-Diacetylpyridine bis(para-methylbenzoylhydrazone) (H2-
2,6AcpCH3Ph). Beige solid. Anal. Calc. for Co5sHy5N50, (%): C, 70.24;
H, 5.89; N, 16.38. Found: C, 70.12; H, 5.69; N, 16.45. FW:
427.50 g mol~!. Melting point: 262.0-263.0°C. IR (KBr, cm'):

v(N—H) 3226, v(C=0) 1670, v(C=N) 1610, p(py) 638. 'H NMR
[400 MHz, DMSO-dg, 6(ppm), J (Hz)]: 11.74 [s, 2H, N3-H, N5-H],
8.10-7.91 [m, 2H, H3, H5], 7,84 [d, 1H, H4, 7.40], 7.73 [d, 4H,
H13, H17, H20, H24, 7.70], 7.24 [d, 4H, H14, H16, H21, H23,
8.00], 2.30 [s, 6H, H11, H18], 2.44 [s, 6H, H25, H26]. '*C NMR
[100 MHz, DMSO-ds, §(ppm)]: 168.28 (C8, C10), 142.02 (C7, C9),
137.49 (C4), 120.77 (C3, C5), 154.54 (C2, C6), 128.62 (C13, C17,
C20, C24), 129.14 (C14, C16, C21, C23), 141.57 (C15, C22), 12.74
(C11, C18), 21.43 (C25, C26). Yield: 95%.

2.2.2. Syntheses of silver(I) complexes (1-4)

The silver(I) complexes were obtained by stirring a methanol
solution (10 mL) of the desired bis(benzoylhydrazones) (1.0 mmol)
with an aqueous solution of AgNOs3 (3 mL) added dropwise in
equimolar amount. The reaction mixture was kept under stirring
in the dark at room temperature for 72 h. The obtained solids were
vacuum filtered, washed with methanol followed by diethyl ether
and then dried under reduced pressure.

2.2.2.1. [(2,6-Diacetylpyridine)bis(benzoylhydrazone)]silver(I) nitrate
[Ag(H2-2,6AcPh)]NO3 (1). Yellow solid. Anal. Calc. for C;3H21NgOsAg
(%): C, 48.52; H, 3.72; N, 14.76. Found: C, 48.59; H, 3.69; N, 14.70.
FW: 569.32gmol”!. Molar conductivity (1mM, DMEF):
69.2Q 'cm?mol~'. Melting point: 247.4-248.8°C. IR (KBr,
cm™1): ¥(N—H) 3274, v(C=0) 1624, v(C=N) 1602, v(NO3) 1384,
p(py) 656, v(Ag—0) 530. 'H NMR [400 MHz, DMSO-ds, 4(ppm),
J (Hz)]: 11.62 [s, 2H, N3-H, N5-H], 8.11 [d, 2H, H3, H5 7.60],
8.23-8.15 [m, 1H, H4], 7.91 [d, 4H, H13, H17, H20, H24, 7.50], 7.58
[t, 4H, H14, H16, H21, H23, 7.60], 7.69 [t, 2H, H15, H22, 7.30], 2.56
[s, 6H, H11, H18]. '3C NMR [100 MHz, DMSO-dg, é(ppm)]: 166.22
(€8, C10), 152.45 (C7, C9), 139.99 (C4), 124.69 (C3, C5), 151.39 (C2,
C6), 128.36 (C13, C17, C20, C24), 128.62 (C14, C16, C21, C23),
132.75 (C15,€22), 15.15 (C11, C18). Yield: 68%.

2.2.2.2. [(2,6-Diacetylpyridine )bis(para-methylbenzoylhydrazone)]sil-
ver(I) nitrate [Ag(H2-2,6AcpCH3Ph)]NOs (2). Yellow solid. Anal. Calc.
for C35H»5N60sAg (%): C, 50.26; H, 4.22; N, 14.07. Found: C, 49.90;
H, 4.17; N, 14.43. FW: 597.37 g mol~'. Molar conductivity (1 mM,
DMF): 72.3 Q@ !'cm?mol~!. Melting point: 241.4-243.2°C. IR
(KBr, cm™"): v(N—H) 3232, v(C=0) 1650, v(C=N) 1610, v(NOs)
1384. 'H NMR [400 MHz, DMSO-dg, 6(ppm), J (Hz)]: 11.50 [s, 2H,
N3-H, N5-H], 8.09 [d, 2H, H3, H5, 7.60], 8.22-8.14 [m, 1H, H4],
7.86 [d, 4H, H13, H17, H20, H24, 7.70], 7.39 [d, 4H, H14, H16,
H21, H23, 7.90], 2.57 [s, 6H, H11, H18], 2.42 [s, 6H, H25, H26].
13C NMR [100 MHz, DMSO-dg, 8(ppm)]: 165.92 (C8, C10), 151.75
(C7, €9), 139.89 (C4), 124.31 (C3, C5), 151.26 (C2, C6), 128.34
(C13, C17, C20, C24), 129.08 (C14, C16, C21, C23), 142.97 (C15,
C22), 14.86 (C11, C18), 21.12 (C25, C26). Yield: 34%.

2.2.2.3. [(2,6-Diacetylpyridine)bis(para-chlorobenzoylhydrazone)]sil-
ver(l) nitrate dihydrate [Ag(H2-2,6AcpCIPh)[NO3-2H,0 (3). Yellow
solid. Anal. Calc. for Cy3H,3ClNgO7Ag (%): C, 40.97; H, 3.44; N,
12.46. Found: C, 41.14; H, 3.47; N, 12.75. FW: 674.23 g mol~.
Thermogravimetry (25-750°C range): Calc. weight loss of two
water molecules: 5.33%. Found: 5.57%. Molar conductivity (1 mM,
DMF): 73.7Q !'cm?mol~!. Melting point: 244.6-246.3 °C. IR
(KBr, cm™"): v(N—H) 3184, v(C=0) 1648, v(C=N) 1594, v(NOs)
1384, p(py) 684, v(Ag—0) 534.'H NMR [400 MHz, DMSO-dg, 6
(ppm), J (Hz)]: 11.68 [s, 2H, N3-H, N5-H], 8.09 [d, 2H, H3, H5
6.30], 8.23-8.13 [m, 1H, H4], 7.94 [d, 4H, H13, H17, H20, H24,
6.80], 7.63 [d, 4H, H14, H16, H21, H23, 7.60], 2.55 [s, 6H, H11,
H18]. *C NMR [100 MHz, DMSO-dg, §(ppm)]: 165.44 (C8, C10),
152.54 (C7, C9), 140.30 (C4), 124.80 (C3, C5), 151.10 (C2, C6),
130.47 (C13, C17, C20, C24), 128.86 (C14, C16, C21, C23), 137.72
(C15, C22), 15.13 (C11, C18). Yield: 81%.
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2.2.2.4. [(2,6-Diacetylpyridine )bis(para-nitrobenzoylhydrazone)]silver
(1) nitrate [Ag(H2-2,6AcpNO>Ph)INOs (4). Yellow solid. Anal. Calc.
for Cy3Hi9NgOoAg (%): C, 41.90; H, 2.90; N, 17.00. Found: C,
42.86; H, 2.94; N, 16.74. FW: 659.31 g mol~'. Molar conductivity
(1mM, DMF): 71.1Q 'cm?mol~'. Melting point: 227.9-
229.6°C. IR (KBr, cm™'): ¥(N—H) 3193, v(C=0) 1703, v(C=N)
1602, v(NO3) 1384, p(py) 634, v(Ag—0) 597. 'H NMR [400 MHz,
DMSO-dg, é(ppm), J (Hz)]: 11.63 [s, 2H, N3-H, N5-H], 8.07-7.87
[m, 2H, H3, H5], 8.19 [d, 1H, H4, 9.00], 8.19 [d, 4H, H13, H17,
H20, H24, 9.00], 8.39 [d, 4H, H13, H17, H20, H24, 7.20], 2.66
[s, 6H, H11, H18]. 13C NMR [100 MHz, DMSO-ds, 5(ppm)]: 164.80
(C8, C10), 152.69 (C7, C9), 140.11 (C4), 123.61 (C3, C5), 151.95
(C2, C6), 129.89 (C13, C17, C20, C24), 138.47 (C14, C16, C21,
C23), 139.44 (C15, C22), 14.64 (C11, C18). Yield: 71%.

2.3. Crystal structures analyses

Crystals of [Ag(H2-2,6AcpCH3Ph)]NO; (2) and
[Ag(H2-2,6AcpCIPh)]NOs-2H,0 (3) were obtained from the mother
liquor in the syntheses of (2) and (3) at room temperature. The
crystal structures were determined using single-crystal X-ray
diffraction techniques. A summary of the crystal data, data
collection details and refinement results for these compounds is
listed in Table 1. Molecular graphics were prepared using ORTEP
3 for Windows [20].

2.4. Biological tests

2.4.1. Fungal strains
2.4.1.1. Yeast. Candida albicans (ATCC 18804) was obtained from
American Type Culture Collection (ATCC, USA). The tests were per-

Table 1
Crystal data and structure refinement results for [Ag(H2-2,6AcpCH3Ph)]NO3 (2) and
[Ag(H2-2,6AcpCIPh)|NO3-2H50 (3).

Compound (2) 3)

Empirical formula C25Ha5N605Ag Ca3H23C1Ng07AE

Formula weight (g mol~') 597.38 674.24

T (K) 200(2) 200(2)

Crystal system triclinic triclinic

Space group P1 P1

Unit cell dimensions

a(A) 6.2408(1) 10.8147(3)

b (A) 11.8002(3) 11.4278(3)

c(A) 17.6045(3) 12.2545(3)

o (°) 109.084(2) 114.166(3)

B(°) 94.510(1) 105.724(2)

y(°) 95.577(2) 98.379(2)

V(A% 1210.96(4) 1272.00(7)

z 2 2

Dearc (Mg m—3) 1.638 1.76

Absorption coefficient 0.882 1.06

(mm™)

F000) 608 680

Crystal size (mm) 0.36 x 0.22 x 0.04 0.21 x 0.10 x 0.04

0° range for data collection 2.5-26.4 2.3-26.4

Index ranges -7<h<7 —13<h<13
-14<k<14 -14<k<14
-21<1<21 -15<1<15

Reflections collected 59774 31220

Independent reflections
(Rint)

4949 (0.040)

5209 (0.051)

Completeness to 0 = 25.242°  99.9 99.9
(%)

Data/restraints/parameters 4949/12/335 5209/6/366

Goodness-of-fit (GOF) on 7 1.052 1.038

Final R indices [I>2r(I)] R1 =0.0345, R; =0.0309,
WR, =0.0918 WR, = 0.0647

R indices (all data) R, =0.0382, R, =0.0413,
WR; = 0.0948 WR; = 0.0689

Largest diff. peak and hole
(eA?)

1.694 and —0.899

0.665 and —0.741

formed in Sabouraud (SBD) medium. The Candida strain was stored
and sub-cultured for testing in the same medium and incubated at
37 °C for 24 h. Dilutions were carried out to achieve the required
final concentration of 1-2 x 108 CFU mL~! (CFU = colony forming
units) determined by a spectrophotometric method.

2.4.1.2. Filamentous fungi. Aspergillus parasiticus (ATCC 15517) and
Penicillium citrinum (ATCC 756) strains were used in the evaluation
of the antifungal effect of the studied compounds. The fungal
strains were maintained in potato dextrose agar (PDA) under
refrigeration at 7 °C. The tests were performed in Broth Heart Infu-
sion (BHI) medium. The fungal spores were counted in a Neubauer
chamber. Dilutions were carried out to achieve the required final
concentration of spores of 5.0 x 10° spores mL ™!,

2.4.2. In vitro susceptibility testing by the microdilution method

The activity of the compounds was evaluated in final concentra-
tions ranging from 250 to 0.12mgmL~! in microdilution plates
with 96-wells according to Gupta and Zacchino [21]. The com-
pounds under study and the negative controls (nystatin and
miconazole nitrate) were prepared as 12.5mg mL~! stock solu-
tions in DMSO. Subsequently, the stock solutions were diluted in
culture medium to obtain 500 pg mL~! solutions. Further dilutions
of each compound were performed. The wells of the microdilution
plates were filled with 100 pL of solutions with decreasing concen-
trations of the compounds in culture medium. Then 100 pL of the
solution containing the standardized inocula were added and the
microplates were incubated at 37 °C for 24 h for Candida species
and for 48 h for filamentous fungi. Three control tests were per-
formed as follows: (i) with the microorganisms in culture medium
alone (positive control), (ii) with the compounds in culture med-
ium without microorganisms and (iii) with only the culture
medium.

The experiments were carried out in triplicate and the absor-
bances were determined on an ELISA tray reader (Thermoplate,
Brazil) at fixed wavelength of 490 nm. The half maximal inhibitory
concentrations were calculated based on the quantity of the
microorganism present after the experiments, i.e., the lowest con-
centration of compounds that resulted in a 50% (ICsq) reduction of
growth compared with the control growth in the culture medium
free of the test compound (positive control). GraphPad Prism ver-
sion 6.0 for windows (GraphPad Software, San Diego, California
USA, www.graphpad.com) was used for ICso determinations.

2.5. DNA binding studies

Stock solution of deoxyribonucleic acid from calf thymus
(CT-DNA) in Tris-HCl buffer (NaCl 50 mM/Tris—-HCl 5 mM,
pH 7.20) was prepared by shaking in an orbital shaker at
120 rpm at 37 °C for 24 h. Then, the concentration of CT-DNA
was calculated using the absorption intensity at 260 nm and the
molar absorption coefficient (¢) value at this wavelength
(6600 M~! cm™!) [22]. The stock solutions of the complexes were
freshly prepared by first dissolving the compounds in DMSO and
then diluting with buffer. The amount of DMSO was kept less than
3% (by volume) for each set of experiments and it presented no
effect on any of the experimental results.

Absorption titration experiments were performed at 298 K by
increasing the concentration of CT-DNA via successive additions
of its stock solution on a fixed concentration of complex
(ca. 30 uM). Upon addition in each cuvette (sample and blank) of
a same aliquot of CT-DNA (double beam mode), the samples were
shaken and left in equilibrium for 5 min before recording each
spectrum.

Competitive intercalation experiments were performed at
298 K employing the ethidium bromide (EB) intercalator.
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A working solution containing 10 uM of CT-DNA with 10 uM of EB
was prepared in Tris—-HCI buffer. During the experiment, a portion
of 3.0 mL of the DNA-EB solution was titrated with repeated
aliquots of the silver(I) complexes (1.0 mM, stock solution freshly
prepared in DMSO) and, after equilibrium, the fluorescence spectra
were recorded. The changes in the fluorescence intensity at
602 nm (excitation at 545 nm) were measured with respect to
the concentration of the complex [23]. The experiments were
carried out until the fluorescence reached 20-40% of the initial
intensity.

3. Results and discussion
3.1. Formation of the silver(I) complexes

Microanalyses and molar conductivity data are compatible with
the formation of [Ag(H2-2,6AcPh)]NOs (1), [Ag(H2-2,6AcpCH5Ph)]
NO; (2), [Ag(H2-2,6AcpCIPh)]NO5-2H,0 (3) and
[Ag(H2-2,6AcpNO,Ph)|NO5 (4), in which a neutral bis(benzoylhy-
drazone) ligand is attached to the metal center and a nitrate acts
as counter ion. In complex (3) two crystallization water molecules
are also present, as confirmed by its thermogravimetric curve,
which shows a weight loss of 5.57% (calcd. 5.33%).

3.2. Spectroscopic characterization

3.2.1. Infrared spectra

The vibrations attributed to v(N—H) at 3276-3226 cm™! in the
infrared spectra of the bis(benzoylhydrazones) are observed at
3274-3184 cm™! in the spectra of complexes (1-4), in accordance
with the presence of neutral ligands. The v(C=N) vibration at
1610-1576 cm™! in the infrared spectra of the bis(benzoylhydra-
zones) shifts to 1602-1594 cm™! in the spectra of complexes
(1-4), in agreement with coordination of the azomethine nitrogen
[15]. The ¥(C=0) absorption observed at 1671-1663 cm™' in the
spectra of the free ligands shifts to 1703-1624 cm ™! in the spectra
of complexes (1-4), indicating coordination through the oxygen.
The in-plane deformation mode of the pyridine ring at
658-634 cm™! in the spectra of the uncomplexed bis(benzoylhy-
drazones) shifts to 684-634 cm~! in complexes (1-4), suggesting
coordination of the hetero-aromatic nitrogen [15]. Therefore in
the complexes the bis(benzoylhydrazones) are attached to the
metal center through the O—N—N,,—N—O chelating system.
Additionally, an absorption observed at 1384 cm™! in the spectra
of (1-4) was attributed to the v(NOs) vibration [24].

3.2.2. NMR spectra

The NMR spectra of the bis(benzoylhydrazones) and their silver
(I) complexes were recorded in DMSO-dg because this is the only
solvent which dissolves all ligands and complexes. The 'H reso-
nances were assigned on the basis of chemical shifts and multiplic-
ities. The carbon type (C, CH) was determined by using
distortionless enhancement by polarization transfer (DEPT 135)
experiments. The assignments of the protonated carbons were
made by 2D heteronuclear multiple quantum coherence experi-
ments (HMQC). The signals of the hydrogens and carbons undergo
significant shifts in complexes (1-4) relative to their position in the
uncomplexed bis(benzoylhydrazones). In the '"H NMR spectra of
the hydrazones the signals of N3-H and N5-H at 610.96-11.30
are characteristic of the E configuration, in which N3-H and N5-
H are hydrogen bonded to the solvent [12]. Integration is compat-
ible with the presence of two hydrogens. In the spectra of the silver
(I) complexes integration also reveals the presence of two hydro-
gens, indicating that the bis(benzoylhydrazones) coordinate as
neutral ligands. The signals of the pyridine carbons and of C7, C9

and C8, C10 undergo significant shifts on coordination, in accor-
dance with complexation through the heteroaromatic nitrogen,
the carbonyl oxygen and the imine carbon [15].

3.3. Structures analyses

Table 2 shows selected bond distances and angles in the struc-
tures of [Ag(H2-2,6AcpCH3Ph)]NOs (2) and [Ag(H2-2,6AcpCIPh)]
NO3-2H,0 (3). Both compounds crystallized in the triclinic space
group P1, with Z=2.

As shown in Fig. 2, in the ORTEP representation of complexes
(2) and (3) a neutral pentadentate bis(benzoylhydrazone) ligand
is attached to the silver(I) center. Concerning the geometry around
the metal, the O1, N2, N1, N4 and O2 atoms are located in one
plane. In (2) and (3) the bis(benzoylhydrazone) skeleton is nearly
planar [rms deviation of atoms from the Agl, 01, N2, N1, N4, 02
least-squares plane of 0.1654 A (2) and 0.1493 A (3)] with the
metal ion laying close onto this plane at 0.2097 (10) A in (2) and
at 0.2949 (8) in (3).

The central angle of a regular pentagon is 72° while in the struc-
tures of (2) and (3), due to the geometric requirements of the bis
(benzoylhydrazone) ligand, the 01-Ag1-02 angles are 99.20(7)°
(2) and 92.76(5)° (3) and the remaining O-Ag-N and N-Ag-N
angles are in the 64.30-66.27° range.

In both complexes (2) and (3) each arm of the bis(benzoylhydra-
zone) adopts the EZ configuration in relation to the C7-N2, C9-N4
and N3-C8, N5-C10 bonds, as previously observed in the struc-
tures of antimony(Ill) and bismuth(Ill) complexes with bis(ben-
zoylhydrazone) ligands [15].

3.4. Antifungal activity

Table 3 reports the half maximal inhibitory concentration (ICsq)
of the studied compounds against Candida yeast and against Asper-
gillus and Penicilium strains. The bis(benzoylhydrazones) were

Table 2
Selected bond lengths (A) and angles (°) for [Ag(H2-2,6AcpCH3Ph)|NO; (2) and [Ag
(H2-2,6AcpCIPh)]NO3-2H,0 (3).

Bond lengths (A) (2) (3)
Agl1-01 2.495(2) 2.4146(17)
Agl1-02 2.469(2) 2.4715(16)
Agl-N2 2.450(2) 2.4145(19)
Ag1-N4 2.466(2) 2.407(2)
Agl-N1 2.438(2) 2.4131(19)
01-C8 1.227(4) 1.231(3)
02-C10 1.228(3) 1.232(3)
N3-C8 1.362(4) 1.364(3)
N5-C10 1.369(4) 1.362(3)
N3-N2 1.367(3) 1.376(3)
N5-N4 1.369(3) 1.381(3)
N2-C7 1.276(4) 1.275(3)
N4-C9 1.272(4) 1.285(3)
Bond Angles (°) (2) 3)
N2-Agl1-01 65.24(8) 65.97(6)
N4-Ag1-01 163.43(8) 155.07(6)
01-Ag1-02 99.20(7) 92.76(5)
N4-Agl1-02 64.30(7) 65.13(6)
N2-Ag1-02 154.98(8) 155.16(6)
N1-Ag1-01 130.62(8) 129.18(6)
N1-Agl1-02 127.30(7) 128.73(6)
N1-Agl-N4 64.80(8) 66.27(7)
N1-Ag1-N2 65.41(8) 65.62(7)
N2-Ag1-N4 129.41(8) 131.71(7)
C8-01-Agl 117.6(2) 117.24(15)
C10-02-Agl 118.07(19) 117.20(15)
N3-N2-Agl 116.47(18) 115.72(13)
N5-N4-Agl 115.63(16) 116.93(14)
C7-N2-Agl 121.88(19) 123.31(16)
C9-N4-Agl 121.53(19) 122.71(16)
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Fig. 2. Molecular plots of [Ag(H2-2,6AcpCH3Ph)]NO5 (2) and [Ag(H2-2,6AcpCIPh)]
NO3-2H,0 (3), showing the labeling scheme of the non-H atoms and their
displacement ellipsoids at the 50% probability level. The hydrogen atoms are
omitted for clarity.

inactive against C. albicans. In most of the cases the antimicrobial
activity against the yeast and filamentous fungi improved upon
coordination to silver(I). While the parent ligand revealed to be
inactive, complex (2) proved to be as active as miconazole nitrate
against C. albicans. The bis(benzoylhydazones) were inactive or
poorly active against the Aspergillus and Penicilium strains. As in
the case of the yeast, although the parent bis(benzoylhydrazones)
showed no antifungal activity, complex (1) proved to be as active

as nystatin against P. citrinum. In addition, complexes (1) and (2)
proved to be as or more active than nystatin against A. parasiticus.

3.5. DNA binding studies

3.5.1. Electronic spectral studies

The absorption spectra of (1-4) were recorded in the absence
and in the presence of increasing concentrations of CT-DNA. Upon
addition of DNA a significant hypochromism was observed at the
wavelength of maximum absorption (Fig. 3A). This behavior is in
accordance with an intercalative binding mode, since hypochro-
mism occurs due to m-stacking interactions between aromatic
groups and the DNA base pairs, as in the case of classical intercala-
tors such as ethidium bromide (EB) [25].

In order to quantitatively determine the non-covalent binding
strength, the intrinsic binding constants (Kp) of (1-4) with CT-
DNA were obtained from Eq. (1) as previously reported [26].

[DNA]  [DNA] 1
(Ca—c0) (@ —&)  Ko(eo— &) M)

where [DNA] is the concentration of DNA base pairs, ¢, is the molar
absorption coefficient of the complex at a given DNA concentration,
&r is the molar absorption coefficient of the complex in free solution
and ¢, is the molar absorption coefficient of the complex when fully
bound to DNA. As shown in Fig.3B, the plot of [DNA]/[e, — & versus
[DNA] gives 1/[&, — €] as slope and 1/(Ky[&p — &]) as the intercept.

The intrinsic binding constant K, is calculated as the ratio
between slope and intercept. The determined K}, values are shown
in Table 4.

3.5.2. Competitive binding between ethidium bromide (EB) and
complexes (1-4) for CT-DNA

Steady-state competitive binding experiments were undertaken
to get further proof for the binding of the complexes to DNA.
Fig. 4A shows the emission spectra of EB bound to DNA in the
absence and presence of complex (2). The EB-DNA system shows
a strong emission at 602 nm when the excitation wavelength is
545 nm. In all cases a remarkable reduction in the emission inten-
sity was observed in the presence of the silver(I) complexes, pre-
sumably due to the reduction in the number of binding sites on
DNA available for EB.

The apparent binding constants (K,p,) were calculated from Eq.
(2) [26] where Kgg=1.0 x 10’ M~!, [EB]=10"> M, and [Q] is the
quencher concentration when the fluorescence intensity of EB is
50%. Kapp is obtained from the plot Fo/F versus [Q] (Fig. 4B), when
Fo/F =2, in which Fy is the fluorescence intensity in the absence
of quencher and F is the fluorescence intensity in the presence of
the quencher.

Table 3

ICs values for the bis(benzoylhydrazones) and their silver(I) complexes against Candida albicans (ATCC 18804), Aspergillus parasiticus (ATCC 15517) and Penicillium citrinum (ATCC

756).
Compound ICsp (M)

Candida albicans Aspergillus parasiticus Penicillium citrinum

H2-2,6AcPh - 479+1.9 >156
[Ag(H2-2,6AcPh)]NO; (1) 33.8+0.6 59.9+2.7 23.2+5.0
H2-2,6AcpCH5Ph - - 68.1+1.3
[Ag(H2-2,6AcpCH;Ph)|NO3 (2) 57+0.6 66.7+1.8 34.6+29
H2-2,6AcpCIPh - >66 -
[Ag(H2-2,6AcpCIPh)|NO3-2H,0 3) 35.0+2.9 >95 >47
H2-2,6AcpNO,Ph - - -
[Ag(H2-2,6AcpNO,Ph)]NO3 (4) 74.4+0.9 >183 50.6 £2.0
AgNO; 403+ 1.5 >183 246+2.9
Miconazole nitrate 58+23 <0.3 <0.3
Nystatin 47+1.2 76.0+1.1 30.7+1.2

IC = inhibitory concentration; - Inactive.
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Fig. 3. (A) UV-vis spectra of [Ag(H2-2,6AcpCH3Ph)|NO3 (2) in the absence and in the presence of increasing amounts of CT-DNA. The arrows show the changes upon
increasing amounts of CT-DNA (hypochromic effect). (B) Scatchard plots of [DNA]/(e, — &) versus. [DNA] for silver(I) complexes (1-4). ([DNA] = 0-20 uM, [Complexes] = 30 uM

at 25 °C in Tris-HCl buffer, pH 7.2).

Table 4

Intrinsic binding constant (K}), concentration required to reduce 50% of the fluorescence of EB-DNA system (Cso) and apparent binding constant (K,pp) for the competitive binding

between EB bound to CT-DNA and silver(I) complexes (1-4).

Compound Ky (10°M 1) Koy (10°M 1) Cso (M) Kapp (10°M 1)
[Ag(H2-2,6AcPh)|NO5 1) 1.07 £0.17 0.67 +0.02 38.50 2.60
[Ag(H2-2,6AcpCH;Ph)|NO; (2) 3.95 +0.69 1.25+0.05 38.50 2.60
[Ag(H2-2,6AcpCIPh)|NO5-2H,0 3) 1.54+0.31 2.26+0.08 56.60 1.77
[Ag(H2-2,6AcpNO,Ph)INO3 (4) 1.34+0.02 1.53£0.05 47.62 2.10
A) 500/ B) 28—
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Fig. 4. (A) Fluorescence quenching spectra (Jlexc = 545 nm) for EB-DNA in the absence and presence of increasing amounts of [Ag(H2-2,6AcpCH3Ph)]NO5 (2). The arrows show
the changes in intensity at increasing concentrations of (2). (B) Stern-Volmer Plots of relative EB-DNA fluorescence intensity Fo/F versus. [complex] for complexes (1-4).

([Complexes] = 0-80 uM; [DNA] = 10 uM and [EB] = 10 uM).

Kes[EB] = Kapp[Q] (2)

The quenching Stern-Volmer constant (Ks,) was calculated
using the classical Stern-Volmer Eq. (3) [27].

Fo/F =1+K4[Q] 3)

The Cso values were obtained from the plot of fluorescence
intensity versus [complex] when fluorescence is 50% of the initial
fluorescence. The Cso values (LM) and Kpp (10°M~1) are shown
in Table 4.

The Stern-Volmer constants in the order of 10*M~' were
comparable to the value recently reported by other authors for
the [Ag(Nam),|NO3; complex with nicotinamide [28].

The obtained K, values are similar to the value reported in the
literature for the antitumor intercalating agent actinomycin D
(Kapp =9.69 x 10> M) [29]. The high values obtained for K;, and
K,pp indicate strong affinity of the complexes under study for
DNA. These values are higher than those reported by other authors
for silver(I) complexes containing 5,5-diethylbarbiturate and
monophosphine ligands (K, and K,p, values in the order of
10°M~1) [30].

-1

4. Conclusions

In the present work Ag(I) complexes with a family of bis(ben-
zoylhydrazones) were obtained and their antimicrobial effects
were evaluated against Candida yeast and filamentous fungi.
Except for H2-2,6AcPh, the bis(benzoylhydrazones) proved to be
inactive against C. albicans. Upon coordination to silver(I) antifun-
gal activity significantly improved. Although the bis(benzoylhydra-
zone) ligands proved to be inactive or poorly active against the
filamentous fungi, their silver(I) complexes showed antifungal
activity against Aspergillus and Penicillium strains. Some of the
complexes were as active as the reference drug nystatin.

The structural planarity of the complexes under study together
with the presence of aromatic rings probably favor their binding to
DNA by intercalation, with m-stacking interactions between the
aromatic groups and the DNA base pairs. In addition, silver(I) ions
were shown to covalently bind to DNA [31,32]. Therefore, although
investigations on the mechanism of the antimicrobial activity of
complexes (1-4) were beyond the scope of the present work, inter-
calation of the planar compounds into DNA together with binding
of silver(I) to DNA might be part of their mode of action.
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Appendix A. Supplementary data

CCDC 1566453 and 1566454 contains the supplementary crys-
tallographic data for (2) and (3). These data can be obtained free of
charge via http://www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html, or
from the Cambridge Crystallographic Data Centre, 12 Union Road,
Cambridge CB2 1EZ, UK; fax: (+44) 1223-336-033; or e-mail:
deposit@ccdc.cam.ac.uk. Supplementary data associated with this
article can be found, in the online version, at https://doi.org/10.
1016/j.poly.2017.09.019.
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Abstract Complexes [Ag(HCrPh),]NO3-2H,O (1)
and [Ag(HCrpCIPh),]NO; (2) were obtained with
3-formyl-6-methylchromone-phenyl hydrazone (HCrPh,
HL1) and 3-formyl-6-methylchromone-para-chloro-
phenyl hydrazone (HCrpCIPh, HL2). Although the
hydrazones were inactive, upon coordination to
silver(I) antifungal activity significantly improved
against several Candida strains. Complexes (1-2)
revealed to be more active than silver nitrate, silver
sulfadiazine and the reference drug nystatin against
Candida parapsilosis. The cytotoxic activities of the
hydrazones and their silver(I) complexes were
evaluated in comparison with cisplatin on B16F10
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(metastatic melanoma) and Melan-a (non-tumori-
genic melanocyte) cells. The hydrazones showed
low cytotoxicity against B16F10 cells, reducing
only about 20% of cell viability at the concentration
of 10 puM. Upon coordination to silver(I) the
cytotoxic effect did not appreciably change in
complex (1) while complex (2) proved to be as
cytotoxic as cisplatin and much more cytotoxic than
both the free ligand and silver nitrate at 1 pM. Both
complexes (1) and (2) were less active than cisplatin
on non-malignant Melan-a cells, indicating that
these compounds might promote less damage on
normal cells.
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Introduction

Chromones are a group of oxygen-containing hete-
rocyclic compounds that are ubiquitous in nature,
especially in plants. Chromones contain the ben-
zoannelated y-pyrone ring. Chromone (4H-chromen-
4-one, 4H-1-benzopyran-4-one) is the parent com-
pound, the chromone ring system being present in the
structure of several flavonoids such as flavones and
isoflavones. Numerous biological activities have
been attributed to chromones, which exhibit anti-
inflammatory, antiplatelet, anticancer, and antimi-
crobial effects. In addition, chromones proved to be
inhibitors of topoisomerase (I, IT) and protein kinases
(Gaspar et al. 2014). Metal complexes with chro-
mone-derived ligands also show a wide range of
bioactivities (Li et al. 2009, 2010; Tamayo et al.
2016; Selvaraj et al. 2012; Tan et al. 2009; Conceicdo
Filho et al. 2014).

@ Springer
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Hydrazones constitute an important class of com-
pounds with a wide range of pharmacological appli-
cations as antiviral, antimicrobial, (Rollas and
Kiigiikgiizel 2007; Popiotek 2017) anti-inflammatory
(Fraga and Barreiro 2006) and cytotoxic (Despaigne
et al. 2012, 2014) agents. The pharmacological
profiles of several chromone-derived hydrazones
(Wang et al. 2006) and thiosemicarbazones (Li et al.
2010) and their metal complexes have been studied.
The bioactivities of these compounds have been
attributed in part to their ability to bind DNA through
an intercalative mode, which is favored by the
planarity of the chromone framework (Li et al. 2010).

Silver(I) compounds are known for their antimicro-
bial properties and are widely used in the treatment of
wounds and burn infections (Kalinowska-Lis et al.
2016). Silver(I) sulfadiazine is the most popular silver
drug used in wound therapy and medicinal devices
(Kalinowska-Lis et al. 2016 and references therein).
Silver(I) compounds proved to influence the metabolic
behavior of bacteria, viruses and eukaryotic microor-
ganisms. It has been suggested that silver(I) ions modify
pathogenic activity through their interaction with
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1 HL1

1 HL2

Fig. 1 Structural representation of 3-formyl-6-methylchromone-phenyl hydrazone (HCrPh, HL1) and 3-formyl-6-methylchromone-

para-chloro-phenyl hydrazone (HCrpClPh, HL2)

electron transport systems, cell membranes and the
DNA-binding machinery. Silver(I) ions are also sup-
posed to interact with nucleic acids, cell wall compo-
nents or sulthydryl groups of enzymes. In addition,
silver(I) ions show low toxicity in normal mammalian
cells. In fact, it has been shown that high levels of silver
nitrate did not result in high renal toxicity in mice
(Kaplan et al. 2016 and references therein).

Since the discovery of the antitumor properties of
cisplatin, several platinum and non-platinum metal-
based anticancer drug candidates have been investi-
gated. However, although the recent literature reports
some silver(I) complexes with cytotoxic activity
against tumor cells (Marinelli et al. 2016; Adamski
et al. 2016; Kalinowska-Lis et al. 2016), the antineo-
plastic effects of silver(I) complexes remains poorly
explored.

In the present work silver(I) complexes were
obtained with 3-formyl-6-methylchromone-phenyl
hydrazone (HCrPh, HL1) and 3-formyl-6-methyl-
chromone-para-chloro-phenyl hydrazone (HCrpClPh,
HL2) (see Fig. 1). The antimicrobial and cytotoxic
effects of the hydrazones and their silver(I) complexes
were evaluated. An investigation on the ability of the
complexes to bind to DNA and to bovine serum
albumin (BSA) was also carried out.

Experimental
Materials and measurements

All common chemicals were purchased from Aldrich
and were used without further purification. Partial
elemental analyses were performed on a Perkin Elmer
CHN 2400 analyzer. A Quimis model Q405 M
conductivity bridge was employed for molar conduc-
tivity measurements. Infrared spectra were recorded

on a Perkin Elmer FT-IR 1000 spectrometer using KBr
pellets (4000-400 cm™"). Thermogravimetric curves
were obtained with a TGAS5S0H thermobalance (Shi-
madzu) in the 25-750 °C temperature range, under
dynamic nitrogen atmosphere, at a heating rate of
10 °C min~'. NMR spectra were obtained with a
Bruker DPX-400 Advance (400 MHz) spectrometer
using DMSO-dg as the solvent and tetramethylsilane
(Me,4Si) as internal reference. Electronic spectra were
recorded on a Shimadzu UV-2401PC UV-Visible
spectrophotometer using a 1 cm beam path quartz
cuvette. Fluorescence spectra were recorded on a
Varian Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotome-
ter-L1006m016 (Agilent Technologies), using a 1 cm
quartz cell. Mass spectra were recorded on a LCMS-
IT-TOF (225-07100-34) liquid chromatograph mass
spectrometer equipped with an electrospray ionization
(ESI) source, operating in the negative and positive
modes. The spectra were acquired by scanning over
the 100-1000 m/z range.

Single crystal X-ray diffraction measurements were
carried out on an Oxford-Diffraction GEMINI-Ultra
diffractometer (LabCri-UFMG) using graphite-En-
hance Source Mo Ka radiation (A = 0.71073 10\) at
270(2) K. Data collection, cell refinements and data
reduction were performed using the CrysAlisPro
software package (Agilent 2014). An absorption
correction based on a multi-scan method was applied
(Agilent 2014). The structures were solved by direct
methods using SUPERFLIP (Palatinus and Chapuis
2007). Full-matrix least-squares refinement procedure
on F? with anisotropic thermal parameters was carried
on using SHELXL-97 (Sheldrick 2015). Positional
and anisotropic atomic displacement parameters were
refined for all non-hydrogen atoms. Hydrogen atoms
were placed geometrically and the positional param-
eters were refined using a riding model (Johnson
1970).
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Syntheses of 3-formyl-6-methylchromone-derived
hydrazones (HL1-HL2)

The hydrazone ligands HL.1 and HL2 were obtained
by mixing equimolar amounts (I mmol) of 3-formyl-
6-methylchromone with the desired hydrazide in
methanol under reflux for 24 h. The solids which
precipitated after cooling to room temperature were
washed with methanol followed by diethyl ether and
then dried under reduced pressure.

Syntheses of silver(I) complexes (1-2)

To 10.0 mL of a methanol solution of the desired
hydrazone (1.0 mmol) were added dropwise 3.0 mL
of an aqueous solution of silver nitrate in equimolar
amount. The reaction mixture was kept under stirring
in the dark at room temperature for 72 h. The obtained
solids were washed with methanol followed by diethyl
ether and then dried under reduced pressure.

3-Formyl-6-methylchromone-phenyl hydrazone
(HCrPh, HLI)

Write solid. Anal. Calc. for C;gHi4N-O; (FW:
30631 g molfl): C, 70.58; H, 4.61; N, 9.10. Found: C,
71.36; H, 4.88; N, 9.15. M.p.: 188-189 °C. IR (KBr,
Cmil): V(C=O)pyrone and  V(C=Opidrazonic 1640 s,
V(C=N) 1622 s, v(N-H) 3204 m. § '"H NMR (DMSO-
ds): 11.90 (s, 1H, N(2)H), 8.78 (s, 1H, H6), 8.63 (s, 1H,
HI11),7.94 (s, 1H, H10), 7.91 (d, 1H, H8, J = 4.80 Hz),
7.65 (d, 1H, H7, J = 10.30 Hz), 7.62-7.50 (m, 5H,
H14, H15, H16, H17, HIS), 2.44 (s, 3H, H19). § °C
NMR (DMSO-ds): 1749 (C(4)=O)pyrone» 162.9
(C(12)=O)nidrazonic» 154.2 (C6), 154.0 (C2), 140.4 (C11),
135.7 (C3), 135.6 (C7), 133.1 (C13), 128.4 (C14,C18),
127.5 (C15,C17), 124.4 (C10), 124.3 (C8), 123.0 (C9),
118.4 (C16), 118.1 (C5), 20.4 (C19). Yield: 88%.

3-Formyl-6-methylchromone-para-chloro-phenyl
hydrazone hemihydrate (HCrpCIPh-0.5H,0, HL2)

Write solid. Anal. Calc. for C;gH;3N,0O3Cl 0.5H,0
(FW: 349.76 g mol™'): C, 63.44; H, 3.85; N, 8.22.
Found: C, 61.81; H, 4.03; N, 8.01. M.p.: 218-220 °C.
Thermogravimetry Calc. for weight loss of water
molecules (32—-100 °C range): 2.57%. Found: 2.56%.

@ Springer

IR (KBr, cm™): V(C=0)pyrone 1671 5, V(C=0)nidrazonic
1645 s, v(C=N) 1631 s; v(N=H) 3249 m. 8 'H NMR
(DMSO-dg): 11.97 (s, 1H, N(2)H), 8.80 (s, 1H, H6),
8.63 (s, 1H, HI1), 7.95 (d, 2H, HI14, HIS,
J = 8.32 Hz), 7.92 (s, 1H, H10), 7.67 (d, 1H, HS,
J = 8.60 Hz),7.63 (s, 1H, H7), 7.60 (d, 2H, H15, H17,
J = 7.90 Hz], 2.45 (s, 3H, H19). 5 '*C NMR (DMSO-
dé): 174.9 (C(4)=O)pyronea 161.8 (C(lz):O)hidrazonics
154.4 (C6), 154.1 (C2), 140.9 (C11), 136.5 (C13),
135.7 (C3), 135.6 (C7), 131.8 (C16) 129.4 (C14, C18),
128.4 (C15, C17), 124.3 (C10), 123.0 (C9), 118.5
(C8), 118.0 (C5), 20.4 (C19). Yield: 89%.

Bis[(3-formyl-6-methylchromone-
phenylhydrazone)]silver(I) nitrate di-hydrate
[Ag(HCrPh);]JNO3-2H,0 (1)

Grey solid. Anal. Calc. for C;36H»sNsO9Ag-2H,0
(FW: 81853 ¢ mol_l): C, 52.82; H, 3.94; N, 8.56.
Found: C, 53.60; H, 3.92; N, 8.55. Thermogravimetry
Calc. for weight loss of water molecules (80-174 °C
range): 4.67%. Found: 4.39%. Molar conductivity
(1 x 1072 mol L™! DMSO): 62.4 Q' cm? mol ™.
M.p.: 162-164 °C. IR (KBr, cm™): V(C=0)pyrone
1672 s, V(C=O)pidrazonic 1624 s, v(C=N) 1568 s, v(N—
H) 3188 m, v(NO;) 1386 m. 3 '"H NMR (DMSO-dy):
12.00 (s, 1H, N(2)H), 8.83 (s, 1H, H6), 8.63 (s, 1H,
HI11),7.94 (s, 1H, H10), 7.92 (s, 1H, H8), 7.68 (d, 1H,
H7,J = 8.30 Hz), 7.61-7.51 (m, 5H, H14, H15, H16,
H17, H18), 2.44 (s, 3H, H19). 3 '*C NMR (DMSO-
de): 175.0 (C(4)=O)pyronea 163.1 (C(12)=O)nidrazonics
154.8 (C6), 154.0 (C2), 141.2 (C11), 135.8 (C7), 135.7
(C3), 133.7 (C13), 128.4 (C14, C18), 127.6 (C15,
Cl17), 124.4 (C10), 124.4 (C8), 123.0 (C9), 118.5
(C16), 118.0 (C5), 20.4 (C19). Yield: 56%.

Bis[(3-formyl-6-methylchromone-para-chloro-
phenylhydrazone)]silver(I) nitrate
[Ag(HCrpCIPh),]NO;3 (2)

Grey solid. Anal. Calc. for C3gHysCIbNsO9Ag (FW:
85139 g molfl): C, 50.92; H, 3.12; N, 8.12. Found: C,
50.79; H, 3.08; N, 8.23. Molar conductivity (1 x 1073
mol L™' DMSO): 603 Q' cm® mol™'. Mp.:
213214 °C. IR (KBr, cm " W(C=0),yrone 1662 s,
V(C=O)nidqrazonic 1636's, V(C=N) 1596's, v(N-H)
3222 m, v(NO;) 1384 m. & 'H NMR (DMSO-d):
12.08 (s, 1H, N(2)H), 8.83 (s, 1H, H6), 8.60 (s, 1H,
HI11),7.94 (d, 2H, H14, H18, J = 8.32 Hz), 7.89 (s, 1H,
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Table 1 Crystal data and

Compound
structure refinement for

HCrpCIPh-DMSO (HL2a)

HCrpCIPh-DMSO (HL2a) Empirical formula

Molecular weight (g mol ™"
T (K)
L (A)
Crystal system
Space group
Unit cell dimensions
a (A)
b (A)
c(A)
o (%)
B
Y ©)
V (A%
Z

Density calculated (g cm™)

Absorption coefficient (mm™ ")

F(000)

Crystal size (mm3)

6 range for data collection (°)

Index ranges

Reflections collected

Independent reflections

Completeness to 0 = 26.37° (%)

Data/restraints/parameters
Goodness-of-fit on F*
Final R indices [I > 2o(I)]
R indices (all data)

Largest diff. peak and hole (e A7)

C,0H;9CIN,O,4S
418.88

270(2)

0.71073
Triclinic

P1

8.5179(7)

11.5982(11)
11.7365(12)
107.126(9)

109.813(9)

101.494(8)

983.10(16)

2

1.415

0.330

436

0.66 x 0.17 x 0.14
1.95 to 26.37

—-10<h <10
—11<k<14
—-13<1<14

7099

4035 [R(int) = 0.0298]
100.0

4035/0/260

1.021

R; = 0.0468, wR, = 0.1023
R; = 0.0780, wR, = 0.1224
0.214 and —0.333

H10), 7.66 (d, 1H, H8, J = 8.50 Hz), 7.62 (s, 1H, H7),
7.60 (d, 2H, H15, H17, J = 8.30 Hz), 2.43 (s, 3H, H19).
8 °C NMR (DMSO-dy): 175.0 (C(4)=0)pyrones 1622
(C(12)=O)hidrazonic> 155.3 (C6), 154.0 (C2), 141.7 (C11),
136.8 (C13), 135.8 (C3), 135.9 (C7), 131.6 (C16) 129.6
(C14,C18), 128.6 (C15,C17), 124.4 (C10), 123.0 (C9),
117.9 (C8), 118.6 (C5), 20.5 (C19).Yield: 70%.

X-ray crystallography

Crystals of HCrpCIPh-DMSO (HL2a) were obtained
from slow evaporation of the compound in DMSO-d.
The crystal structure of HL2a was determined using
single-crystal X-ray diffractometry. A summary of the

crystal data, data collection details and refinement
results for the compound is listed in Table 1. Molec-
ular graphics were prepared using Mercury (Macrae
et al. 2008).

Studies on the interaction
of [Ag(HCrpClPh),]NOj; (2) with biological

targets

Interaction of complex (2) with bovine serum albumin
(BSA)

The fluorescence of BSA is due to intrinsic character-
istics of the tyrosine and tryptophan residues.
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Fluorescence quenching is induced by environmental
alteration around the fluorophore, which can reveal the
nature of the BSA binding interaction. The protein-
binding study was performed by following the tryp-
tophan fluorescence quenching using a BSA solution
(2.0 uM) prepared in Tris—HCI buffer at pH 7.2. The
extinction of the tryptophan residue emission intensity
at 342 nm (excitation wavelength of 285 nm) was
monitored in the presence of complex (2) at different
concentrations from 0 to 0.75 pM in DMSO. Fluores-
cence spectra were recorded in the 300-500 nm range.
The experiment was carried out in triplicate.

Competitive binding of ethidium bromide and complex
(2) for calf thymus DNA (CT-DNA)

The competitive binding of ethidium bromide (EB)
and complex (2) for calf thymus DNA (CT-DNA) was
evaluated by a fluorescence technique using a solution
of EB bound to CT-DNA. In the presence of DNA, EB
exhibits fluorescence enhancement due to its inter-
calative binding to DNA. Competitive binding of
complex (2) with CT-DNA results in fluorescence
quenching due to release of EB from CT-DNA. The
emission spectra were recorded at 602 nm, with an
excitation wavelength of 545 nm.

Stock solution of deoxyribonucleic acid from calf
thymus (CT-DNA) in Tris—=HCI buffer (NaCl
50 mM/Tris—HC1 5 mM, pH 7.2) was prepared by
shaking in an orbital shaker at 120 rpm at 37 °C for
24 h. Then, its concentration was calculated using
absorption intensity at 260 nm and the molar
absorption coefficient (¢) value at this wavelength
(6600 M~' cm™") (Reichmann et al. 1954). The
stock solution of the complex was freshly prepared
by first dissolving the compound in DMSO and then
diluting with buffer. The amount of DMSO was kept
less than 3% (by volume) for each set of experi-
ments and it presented no effect on any of the
experimental results.

A working solution containing 10.0 pM of CT-
DNA with 10.0 uM of ethidium bromide (EB) was
prepared in Tris—HCI buffer. During the experiment,
a portion of 2.0 mL of the DNA-EB solution was
titrated with repeated aliquots of complex (2)
(0-80 puM, 1.0 mM stock solution in DMSO) and,
after equilibrium, the fluorescence spectra were
recorded. The changes in the fluorescence intensity
at 602 nm (excitation at 545 nm) were measured
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with respect to the concentration of the complex
(Jenkins 1997). The experiments were carried out
until the fluorescence reached 20—40% of the initial
intensity.

Antimicrobial activity
Yeast

Candida strains were obtained from American Type
Culture Collection (ATCC, USA) and from College of
Biological Sciences (CBS, USA). Candida albicans
(ATCC 18804), Candida dubliniensis (clinical isolate
28), Candida glabrata (ATCC 90030), Candida
lusitaniae (CBS 6936), Candida parapsilosis (ATCC
22019) and Candida tropicalis (ATCC 750) strains
were used in the evaluation of the antifungal effect of
the studied compounds. The tests were performed in
Sabouraud (SBD) medium. The Candida strains were
stored and sub-cultured for testing in the same medium
and incubated at 37 °C for 24 h. Dilutions were
carried out to achieve the required final concentration
of 1-2 x 10® CFU mL™' (CFU = colony forming
units) determined by a spectrophotometric method.

In vitro susceptibility testing by the microdilution
method

The activity of the compounds was evaluated in final
concentrations ranging from 250 to 0.12 mg mL™" in
microdilution plates with 96-wells according to Gupta
and Zacchino (Zacchino and Gupta 2007). The
compounds under study and the negative controls
(nystatin and miconazole nitrate) were prepared as
12.5 mg mL™" stock solutions in DMSO. Subse-
quently, the stock solutions were diluted in culture
medium obtaining 500 pg mL~" solutions. Further
dilutions of each compound were performed. The
wells of the microdilution plates were filled with
100 pL of solutions with decreasing concentrations of
the compounds in culture medium. Then 100 pL of the
solution containing the standardized inoculum were
added and the microplates were incubated at 37 °C for
24 h. Three control tests were performed as follows:
(1) with the microorganisms in culture medium alone
(positive control), (ii) with the compounds in culture
medium without microorganisms and (iii) with only
the culture medium.
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The experiments were carried out in triplicate and
the absorbances were determined on an ELISA tray
reader (Thermoplate, Brazil) at fixed wavelength of
490 nm. Minimum inhibitory concentrations (MICs)
were calculated based on the quantity of the microor-
ganism present after the experiments, i.e., the lowest
concentration of compounds that resulted in a 50%
(ICsp) reduction of growth compared with the control
growth in the culture medium free of the test
compound (positive control). The results were pro-
cessed by GraphPad Prism version 5.0 for Windows
(GraphPad Software, San Diego California USA,
www.graphpad.com).

Cytotoxic activity
Cell cultures

The metastatic murine melanoma cell line (B16F10)
was a gift from Ludwig Institute for Research about
Cancer (Sao Paulo, Brazil) and the non-tumorigenic
murine melanocyte cell line (Melan-a) was kindly
provided by Dr. Roger Chamas, Cancer Institute (Sao
Paulo, Brazil).

Cell lines were cultured in RPMI 1640 medium
(Cultilab) and supplemented with 10% fetal bovine
serum (FBS) (Gibco), 1% penicillin/streptomycin
(Sigma). B16F10 cells were cultured at pH 7.4 and
Melan-a cells culture was prepared at pH 6.9, in the
presence of 200 nM Phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA—Sigma). The cells were maintained at 37 °C
in a humidified atmosphere containing 5% CO,.

Evaluation of the cytotoxic activity

Cell lines were seeded in 96-well plates (B16F10—
1 x 10° cells/well and Melan-a—6 x 10 cells/well)
and after complete adhesion of the cells on the surface
plates, the media were replaced with fresh medium
containing the test compounds in increasing concen-
trations (10~®~107> M). Cisplatin was used as posi-
tive control. After 72 h of incubation, 10 pL of 3-(4,5-
dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide (MTT-Sigma—5 mg mL™") were added in
each well and the cells were maintained for 4 h at
culture conditions. Cell viability was evaluated by
measuring the rate of mitochondrial reduction of MTT
in formazan. The formazan precipitate was dissolved

after replacing the culture medium by DMSO (100 pL/
well) and then the absorbance at 570 nm was measured.
The results were expressed as percentage of viable
cells. The control containing RPMI 1640 plus 10% FBS
and DMSO 1% was considered to result in 100% cell
viability.

Statistical analysis was performed using the one-
way ANOVA test, followed by Student-Newman—
Keuls post-test (GraphPad Prism 5.0, GraphPad Soft-
ware, San Diego California USA, www.graphpad.
com). The acceptable level of significance was 95%
(p < 0.05).

Results and discussion
Formation of the silver(I) complexes

Microanalyses and molar conductivity data were
compatible with the formation of [Ag(HCrPh),]NO;.
2H,0 (1) and [Ag(HCrpCIPh),]NO5 (2) in which two
neutral hydrazone HL ligands are attached to the metal
center and a nitrate acts as counter-ion. The presence
of two crystallization water molecules in (1) was
confirmed by its thermogravimetric curve, which
shows a weight loss of 4.39% (calc. 4.67%).

Spectroscopic characterization

The absorptions attributed to v(N-H) at 3204 and
3249 cm ™' in the infrared spectra of the free hydra-
zones shift to 3188 and 3222 cm™ ! in the spectra of
complexes (1) and (2), respectively, in agreement with
coordination of a neutral hydrazone (Pil6 et al. 2015).
The vibrations attributed to v(C=N) at 1622 and
1631 cm™' in the infrared spectra of the hydrazones
shift to 1568 and 1596 cm™', respectively in the
spectra of complexes (1) and (2), in accordance with
coordination of the azomethine nitrogen (Mendu et al.
2015). The hydrazones show absorptions attributed to
v(C=0) of the hydrazone and the pyrone groups at
1640 cm ™" (overlapped) for HL1 and at 1645 and
1671 cm™' for HL2. These bands are observed at
1624 and 1672 cm ™! for complex (1) and at 1636 and
1672 cm™! for complex (2), in accordance to com-
plexation through the carbonyl oxygen (Despaigne
et al. 2012). In complex (1) a broad absorption at
3500 cm ™' is attributable to the v(O-H) stretching
vibration (Nakamoto 1986). Therefore, in the
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C101

011

Fig. 2 Molecular plot of HCrpCIPh-DMSO (HL2a) showing the labeling scheme of the non-H atoms and their displacement ellipsoids

at the 50% probability level

Table 2 Selected bond lengths (;\) and angles (°) for
HCrpCIPh-DMSO (HL2a)

Bond lengths (/D\)

03-C12 1.217(3)
NI1-Cl11 1.267(3)
N2-N1 1.384(2)
Bond angles (°)

03-C12-N2 122.08(19)
N1-C11-H11 120.1
CI11-N1-N2 117.04(19)
N1-N2-HIN 116.0(16)
03-C12-C13 120.88(19)

complexes the hydrazones are attached to the metal
center through the O-N-O chelating system, as
previously reported for other metal complexes with
formyl-chromone hydrazones (Elsayed et al. 2015). In
addition, the absorptions at 1386 and 1384 cm™' were
attributed to the v(NOs) stretching vibration of the
nitrate group (see Supplementary Material, Figs. S1—
S4).

The NMR spectra of the hydrazones and their
silver(I) complexes were recorded in DMSO-dg. The
"H resonances were assigned on the basis of chemical
shifts and multiplicities. The carbon type (C, CH) was
determined by using distortionless enhancement by
polarization transfer (DEPT 135) experiments. The
assignments of the protonated carbons were made by
2D hetero-nuclear multiple quantum coherence exper-
iments (HMQC).

Upon coordination to silver(I) in complexes (1) and
(2) the "H and ">C NMR spectra remain practically
unchanged in relation to the free ligands. This occurs
probably due to the fact that the hydrazones coordinate
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to the metal center as neutral species and to the d'®
electronic configuration of the metal. A similar pattern
has been observed for silver(I) complexes with other
Schiff base ligands (Paiva et al. 2013) (see Supple-
mentary Material, Figs. S5-S12).

To verify the stability of complexes (1) and (2) in
DMSO solution the electronic spectra of both com-
plexes were recorded as a function of time. No
significant variations were observed, suggesting that
the complexes are stable in the assayed conditions. In
addition, the mass spectra of the complexes showed a
peak at 719.16 (calc. 719.11) (1) and 789.09 (calc.
789.03) (2) corresponding to the intact [Ag(L),]"
complex (see Supplementary data, Figs. S13-S14).

X-ray crystallography

The crystal structure of HCrpCIPh-DMSO (HL2a)
was determined. As mentioned before HL2a was
obtained by slow evaporation of the compound in
DMSO, which justifies the presence of a solvent
molecule. The atom arrangements and atom number-
ing scheme are shown in Fig. 2. Selected intramolec-
ular bond distances and angles for HL.2a are listed in
Table 2.

HCrpCIPh-DMSO (HL2a) crystallized in the tri-
clinic system, space group P—1, with Z = 2. The
asymmetric unit of HL2a consists of a single molecule
of the hydrazone and one molecule of DMSO, see
Fig. 2. The bond lengths and angles of the hydrazone
skeleton are similar to those of other hydrazones
(Despaigne et al. 2012 and references therein).

The compound adopts the EE conformation in
relation to the C11-N1, and N2-C12 bonds. The
presence of the EE conformation is quite common in
aldehyde-derived hydrazones (Wardell et al. 2007). In
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Table 3 Antifungal activity (ICsq) for hydrazones HL1-HL2 and their Ag(I) complexes (1-2) against Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida dubliniensis, Candida tropicalis, Candida lusitaniae and Candida glabrata

Compound 1Cs¢ (umol L™
Candida Candida Candida Candida Candida Candida
albicans parapsilosis dubliniensis tropicalis lusitaniae glabrata
HCrPh (HL1) - - - - - -
[Ag(HCrPh),]NO5-2H,0 (1) >38 0.976 £+ 0.165 11.22 £ 0.69 23.54 + 1.98 >19 >19
HCrpCIPh-0.5H,0 (HL2) - >734 - >734 - -
[Ag(HCrpCIPh),]NO5 (2) >693 7.312 £ 1.175 >22 112.50 £ 221 >43 >43
Silver nitrate 4033 £ 146 32.81 £ 6.43 >11 40.32 £ 0.93 20.79 £ 1.76  64.24 £ 2.21
Silver sulfadiazine 76.93 £ 248 24.28 £+ 3.01 53.19 £ 2.69 >175 78.78 £ 1.21 4691 £ 3.61
Miconazole nitrate 5.84 + 2.27 (8.0 £4)x10™> 1.58 £0.51 3.58 + 0.27 <62 x 107% 1950 + 4.53
Nystatin 475 £ 1.24 11.87 £ 2.10 444 £ 0.76  7.87 £ 0.68 5.31 £ 0.84 1.92 + 0.22

«

IC inhibitory concentration,

the molecular packing, N2-H:--O11 hydrogen bonds
are formed involving the hydrazone molecule and the
oxygen atom of DMSO [d(N2~~011i) = 2.898(3) A,
L(NZ—HmOlli) = 170(2)°, symmetry operation:
i=—x+1,-y+1,—-z+1].

The CI12=03 (1.2173)A) and Cl1=NI
(1.267(3) A) bond distances are characteristic of a
double bond while the N1-N2 bond distance of
1.384(2) A is intermediate between a single and a
double bond (Dias et al. 2015). (See Supplementary
crystallographic data in the Supplementary Material).

Antimicrobial activity

Preliminary screening was performed by cultivating
microorganisms in the presence of the compounds in a
concentration of 250 pg mL ™. Determination of ICs
was only performed for those compounds that dis-
played 80-100% inhibition growth of the microor-
ganism at the screening concentration. The
hydrazones and complexes (1) and (2) proved to be
inactive against several Gram-positive and Gram-
negative bacterial strains (data not shown).

Table 3 reports the ICs( values for the hydrazones
(HL1-HL2) and complexes (1-2) against the studied
Candida strains. The hydrazones were inactive against
all Candida strains. Upon coordination to silver(I) an-
tifungal activity significantly improved for complex
(1) against Candida parapsilosis, Candida dublinien-
sis and Candida tropicalis and for complex (2) against

no inhibition of fungal growth above 80% at 250 pmol/L

Candida parapsilosis. Complexes (1-2) revealed to be
more active than the reference drug nystatin against
Candida parapsilosis, being more active than silver
nitrate and silver sulfadiazine. The antimicrobial
activity could be attributed to an effect of the complex
per se. However, since the hydrazones were inactive,
the ligands might act as carriers of the metal into the
cell.

Cytotoxic activity

The cytotoxic activities of hydrazones (HL1-HL2)
and their silver(I) complexes (1-2) were evaluated in
comparison with cisplatin on BI16F10 (metastatic
melanoma) and Melan-a (non-tumorigenic melano-
cyte) cells by the MTT colorimetric assay. The
hydrazones showed low cytotoxicity against B16F10
cells, reducing only about 20% of cell viability at the
concentration of 10 uM. Upon coordination to sil-
ver(I) the cytotoxic effect did not appreciably change
in complex (1) while complex (2) proved to be as
cytotoxic as cisplatin and much more cytotoxic than
both the free ligand and silver nitrate at 1pM (see
Fig. 3).

Interestingly, both complexes (1) and (2) were less
active than cisplatin on non-malignant Melan-a cells,
indicating that these compounds might promote less
damage on normal cells, which is an important
characteristic of new anticancer drug candidates (see
Fig. 4).
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Fig. 3 Cytotoxic activity of hydrazones (HL1-HL2), their
silver(I) complexes (1-2), AgNO; and cisplatin on B16F10
(metastatic murine melanoma) cells. Cells were treated with
increasing concentrations of the compounds (0.01-10 pM) for
72 h and cell viability was determined by the MTT colorimetric

Fluorescence quenching of BSA by complex (2)

Fluorescence spectroscopy is an important method to
probe the structure and dynamics of biomacro-
molecules (Li et al. 2013). The interaction of complex
(2) with BSA was studied by following tryptophan
fluorescence quenching in the presence of the com-
plex. Fluorescence spectra of BSA in the presence of
increasing amounts of complex (2) are shown in
Fig. 5A.

A significant decrease of the fluorescence intensity
at 342 nm was observed upon addition of increasing
concentrations of complex (2) to the BSA solution,
indicating the formation of a complex (2)-BSA
system, which could cause changes in the tryptophan
environment (Li et al. 2015; Bhat et al. 2011).

Fluorescence quenching can be analyzed by using
the Stern—Volmer Eq. (1):
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i:Concentration] (pM)I

L ]
[IConcentration] (p‘\ll)I

assay. Values are expressed as the mean £ SD (n = 6) of
percentage of cell viability compared to control (RPMI 1640
plus 10% FBS and DMSO 1%). *p < 0.05; ***p < 0.0001,
ANOVA, Student—-Newman—Keulspost test

Io/T=1+Kw[Ql = 1 +kq70[Q] (1)

where I and I represent the fluorescence intensities of
BSA in the absence and in the presence of the
quencher, respectively, K, is the Stern—Volmer
quenching constant (M), kq is the bimolecular
quenching rate constant M~ s, 1 is the emission
lifetime of the fluorescent biomolecule in the absence
of quencher (ty = 1078 s) (Lakowicz and Webber
1973) and [Q] is the concentration of the quencher
[Q] = [complex (2)]. According to Eq. (1), the rela-
tion between Ky, and kg is:

Ky = kq 70

The Stern—Volmer quenching constant (K,) is
obtained as the slope of the linear plot of Ip/I vs
[Q] ([Q] = [complex (2)] in Fig. 5B). The determined
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Fig. 4 Cytotoxic activity of hydrazones (HL1-HL2), their
silver(I) complexes (1-2), AgNO3 and cisplatin on Melan-a
(non-tumorigenic murine melanocyte) cells. Cells were treated
with increasing concentrations of the compounds (0.01-10 uM)
for 72 h and cell viability was determined by the MTT
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(n = 6) of percentage of cell viability compared to control
(RPMI 1640 plus 10% FBS and DMSO 1%). *p < 0.05;
**p < 0.01; ***p < 0.0001, ANOVA, Student—-Newman—
Keulspost test
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Fig. 5 A The emission spectrum of BSA (2.0 uM, Tris—HCI,
pH 7.2, T = 25 °C) in the presence of 0 to 0.75 uM of complex
(2). The arrow shows the fluorescence quenching upon

value of K, for complex (2)-BSA interaction was
7.5 x 10* M, indicating good protein-binding abil-
ity (Saha et al. 2017).

The bimolecular quenching rate constant kg
depends upon the probability of collision between

[Complex (2)] (uM)

-1.0 T
-1.1-1.0-0.9-0.8 -0.7-0.6-0.5-0.4-0.3-0.2-0.1
log [Complex (2)]

increasing the concentration of the complex. B Stern—Volmer
plots (Io/I vs [complex (2)]). C Scatchard plots (log [(Iy — 1)/
IJvs log[complex (2)]). Aexe = 285 nm; Aoy, = 342 nm

fluorophore and quencher. The obtained value of kq =
7.5 x 102 M~ ! s for complex (2) is higher than the
maximum ky value for dynamic quenching [k, = 2.0 x
10" M~" 57", indicating the occurrence of a static
quenching mechanism (Lakowicz 2006; Dewey 1991).
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Fig. 6 A Emission spectra of EB bound to DNA in the absence
and presence of complex (2); the arrow shows the changes in
intensity at increasing concentrations of complex (2). B Stern—

Analysis of binding sites with BSA

The binding constant (K}) and the number of binding
sites (n) can be determined using the Scatchard Eq. (2):

log[(Tp — I)/1} = log Ky + nlog[Q] (2)

where K, is the binding constant of the quencher with
BSA, n is the number of binding sites, Iy and I are the
fluorescence intensity in the absence and the presence
of the quencher. The plot of log [l — I/I] vs
log[Q] gives n and K, as the slope and the intercept,
respectively ([Q] = [complex (2)] in Fig. 5C). The
obtained values of Ky = 1.2 x 10%°and n = 1 suggest
strong binding of complex (2) to BSA with formation
of a 1:1 2-BSA system (Li et al. 2015).

Competitive binding between ethidium bromide (EB)
and complex (2) for CT-DNA

The fluorescence spectral titration method was used to
investigate the interaction between complex (2) and
CT-DNA. The competitive study with ethidium bro-
mide (EB) is based on the decrease of EB fluorescence
band at 595 nm resulting from the competitive
displacement of EB from the DNA groove by a
compound that competes for the same site. Upon
addition of complex (2) the band in the emission
spectra of EB bound to CT-DNA showed a decrease in
fluorescence intensity, indicating that the EB mole-
cules were displaced from their DNA binding sites and
replaced by the complex under investigation (Fig. 6).

The apparent binding constant (K,,,) of complex
(2) was calculated from Eq. (3) (Kumar et al. 2011)
where Kgg = 1.0 x 10’ M™!, [EB] = 107° M, and
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Volmer plot (Io/I vs [complex (2)]). Conditions: [CT-DNA-
EB] = 10 uM, Tris—HCl buffer, pH 7.20, T = 25 °C

[Q] is the quencher concentration when the fluores-
cence intensity of EB is 50%. K, is obtained from the
plot Io/T vs [Q] when Iy/I = 2, in which I; is the
fluorescence intensity in the absence of quencher and I
is the fluorescence intensity in the presence of the
quencher.

Kgg[EB] = Kqpp[Q] (3)

The quenching Stern—Volmer constant (Kg,) was
calculated using the classical Stern—Volmer Eq. (4)
(Mistri et al. 2016).

I()/I =1+ st [Q] (4)

where Iy and I are the emission intensity in absence
and in presence of complex (2), K, is the Stern—
Volmer constant, and [Q] is the concentration of the
quencher ([Q] = [complex (2)]). The obtained values
Ko = 5.6 x 10’ and K,,, = 2.6 x 10° M~ indicate
that complex (2) binds to DNA most probably by an
intercalative mode (Despaigne et al. 2014; Garcia-
Giménez et al. 2013). In fact, the presence of the
chromone moiety in the hydrazone ligand scaffold
should favor intercalation of complex (2) into the
DNA molecule.

Conclusions

The foregoing results suggest that upon coordination
to silver(I) the antifungal activity of 3-formyl-6-
methylchromone-phenyl hydrazone (HL1) and 3-for-
myl-6-methylchromone-para-chlorophenyl  hydra-
zone (HL2) strongly increases. Coordination to
silver(I) also resulted on enhancement of the cytotoxic
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effect against BI6F10 (metastatic melanoma) cells in
complex (2), which proved to be as cytotoxic as
cisplatin. Complex (2) was less active than cisplatin on
non-malignant Melan-a cells, indicating that it might
promote less damage on normal cells, which is an
important characteristic of new anticancer drug can-
didates. In addition, complex (2) binds to BSA, the
most extensively studied serum albumin due to its
structural homology with human serum albumin
(HSA). Hence, complex (2) might be transported by
albumin proteins. The preliminary study on the
biological targets of complex (2) indicated that it
interacts with DNA by an intercalative mode, probably
favored by the presence of the planar chromone group
in the hydrazone ligand backbone.

Considering that the cytotoxic effects of sil-
ver(I) complexes against tumor cells are so far poorly
investigated, the present work constitutes important
contribution to the understanding of their pharmaco-
logical profile. Moreover, the selectivity of complex
(2) for malignant cells suggests that further studies on
silver(I) complexes with hydrazones as anticancer
drug candidates are of relevance.

Supplementary crystallographic data

CCDC reference number 1536725 contains the sup-
plementary crystallographic data for HL2a. These
data can be obtained free of charge from the
Cambridge Crystallographic Data Centre via www.
ccdc.cam.ac.uk/structures.
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