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Resumo

Sinteses e estudos biologicos de novos complexos de prata(I) de hidrazonas
e de acidos N,R-sulfonilaminobenzdicos

Treze novos complexos de prata(I) com hidrazonas derivadas de 5-nitro-2-furaldeido e
de 4cidos N,R-sulfonilaminobenzoicos foram sintetizados objetivando-se uma séric de
candidatos a metalofirmacos com a¢do antimicrobiana, citotoxica e tripanocida. Os complexos
[Ag(MeH)2INO3 (1), [Ag(PhH):2NO3] (2), [Ag(pNO2)2]NO3 (3) [Ag(pHCIRINOs @) e
[Ag(oHCI)>:NO3] (8) foram obtidos com as hidrazonas  N’-((5-nitrofuran-2-
imetileno )acetoidrazida [MeH], N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzoidrazida [PhH], 4-
nitro- N’-((5-nitro furan-2-il)metileno)-benzoidrazida  [pNO;], 4-cloro-N’-((5-nitrofuran-2-
i)metileno)-benzoidrazida [pHCI] e 2-cloro-N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzoidrazida
[oHCI]. Os complexos [AgMH1] (6), [AgMH2] (7), [AgMH3] (8), [AgMH4] (9), [AgMHS5]
(10), [AgMH6] (11), [AgMH7] (12) e [AgMHS8] (13) foram obtidos com os &acidos 4-((3-
nitrofenil)sulfonamida)benzdico [MH1], 4-((4-nitrofenil)sulfonamida)benzdico [MH2], 3-((2-
nitrofenil)sulfonamida)benzdéico [MH3], 3-((3-nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MH4], 2-
((2-ntrofenil)sulfonamida)benzdéico [MHS], 2-((3-nitrofenil)sulfonamida)benzdico [MH6],
2-((4-nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MH7] e acido 3-((4-clorofenil)sulfonamida)benzodico
[MHS].

As hidrazonas MeH, pNO:z e pHCI cristalizaram-se na conformacdo E em relagdo a
ligacdo C3-N2 e seus complexos (1), (2) e (5) apresentaram arranjo octaédrico distorcido,
geometria piramidal quadratica levemente distorcida e geometria octaédrica distorcida,
respectivamente. A difragdo de raios X de pd revelou que o arranjo estrutural no p6 ¢ o mesmo
do cristal. Nos complexos contendo os acidos N,R-sulfonilaminobenzdicos (6-12) o grupo
carboxilato encontra-se coordenado a prata(I) de modo anisobidentado e, no complexo (13),
de modo bidentado, sugerindo um sistema polimérico para todos os complexos. As andlises
cristalograficas mostraram que a geometria do complexo (12) ¢ tetraédrica distorcida,
resultando em um sistema polimérico OOOCAg:--AgOOOC. A anilise de difragdo de raios X
de po para MH7 e (12) indicou que os sistemas do ligante e do complexo no poé sdo diferentes
daqueles observados no monocristal.

As hidrazonas e seus complexos de prata(l) apresentaram significativa a¢do antifiingica,
sendo mais ativos frente as espécies de Candida tropicalis, Candida lusitaniae ¢ Candida

parapsilosis do que o nitrato de prata, a sulfadiazina de prata, o nitrato de miconazol e a



nistatina, que sdo os farmacos de referéncia. Esses compostos apresentaram atividade citotoxica
frente as células tumorais B16F10 (melanoma metastatico de camundongos) e 4TI (células do
adenocarcinoma mamario metastatico de camundongos), no entanto, foram tdxicos também as
células sadias BHK-21 (células normais de rim de camundongo). As hidrazonas e seus
complexos de prata(I) foram ativos contra as formas intracelulares do Trypanosoma cruzi,
sendo mais potentes do que o fairmaco de referéncia, benznidazol. Dentre os compostos
testados, MeH, oHC], (1) e (2) foram os mais promissores devido aos elevados valores obtidos
para os indices de seletividade (IS, IS > 88). Esses compostos ndo apresentaram atividade
antibacteriana satisfatoria.

Estudos por espectroscopia de fluorescéncia e por Calorimetria de Titulagdo Isotérmica
(ITC) mostraram que a albumina sérica humana (HSA) interage com os complexos de prata(l)
derivados de hidrazonas (complexos 1-5)e de 4acidos N,R-sulfonilaminobenzdicos (complexos
8, 10-13). O mecanismo de supressdo da fluorescéncia foi estdtico com for¢a de ligacdo
moderada, o que sugere que os compostos poderiam ser transportados pela HSA na corrente
sanguinea até o seu alvo. Os parametros termodindmicos de ligagdo indicaram estabilidade
termodindmica e espontaneidade da ligagdo. Além disso, de acordo com a espectroscopia de
fluorescéncia, as interagdes entre a HSA e os complexos (1) e (2) tiveram maior predominio de
ligacdes de hidrogénio e for¢as de van der Waals. Os dados de ITC mostraram que o MeH e
PhH se ligam fracamente com a albumina. No entanto, as interacdes dos complexos (1) e (2)
com HSA mostraram que ha pelo menos trés sitios de ligacdes ocorrendo para cada composto
com HSA, com for¢a moderada. O sistema complexo (1)/HSA teve predominio de interagdes
eletrostaticas e hidrofobicas. Da mesma forma, para o sistema complexo (2)/HSA, com
predomindncia das forgas hidrofobicas e de van der Waals juntamente com ligagdo de
hidrogénio entre os hidrogénios do anel fenil e os residuos de aminoidcidos da HSA.

Os resultados biologicos obtidos no presente trabalho mostraram que os compostos de

prata(l) de hidrazonas sdo promissores e mereceriam ser investigados em estudos in vivo.

Palavras-chave: hidrazonas, 4cidos N,R-sulfonilaminobenzoicos, complexos de prata(l),

atividade biologica, mteragdo com albumina sérica humana.



Abstract

Synthesis and biological studies of new silver(I) complexes of hydrazones
and N,R-sulfonylaminobenzoic acids

Thirteen new silver(I) complexes with hydrazones derived from S5-nitro-2-furaldehyde
and N,R-sulfonylaminobenzoic acids were synthesized i order to obtain a series of
antimicrobial, cytotoxic and trypanocidal metallopharmaceutical candidates. [Ag(MeH)2]NO3
(1), [Ag(PhH)2NO3] (2), [Ag(pNO2)2]NO3 (3) [Ag(pHCID)2]NO3 (4) and [Ag(oHCI)2NO3] (5)
were obtained with the hydrazones N'-((5-nitrofuran-2-yl) methylene)acetohydrazide [MeH],
N'-((5-nitrofuran-2-yl)methylene)-benzohydrazide [PhH], 4-nitro- N'-((5-nitrofuran- 2 -
yl)methylene)-benzohydrazide [pPNO;], 4-chloro- N'-((5-nitrofuran-2-yl)methylene )-
benzohydrazide [pHCI] and 2-chloro-N'-((5-nitrofuran-2-yl)methylene)-benzohydrazide
[oHCI]. [AgMHI] (6), [AgMH2] (7), [AgMH3] (8), [AgMH4] (9), [AgMHS5] (10), [AgMH6]
(11), [AgMH7] (12) and [AgMHS8] (13) complexes were obtaned with 4-((3-
nitrophenyl)sulfonamide)benzoic acid [MH1], 4-((4-nitrophenyl)sulfonamide)benzoic acid
[MH2], 3-((2-nitrophenyl)sulfonamide)benzoic acid [MH3], 3-((3-nitrophenyl)sulfonamide)
benzoic acid [MH4], 2-((2-nitrophenyl)sulfonamide)benzoic acid [MHS5], 2-((3-
nitrophenyl)sulfonamide)benzoic acid [MHG6], 2-((4-nitrophenyl)sulfonamide)benzoic acid
[MH7] and 3-((4-chlorophenyl)sulfonamide)benzoic acid [MHS8].

Hydrazones MeH, pNO:z and pHCI crystallized in conformation E in relation to the C3-
N2 bond and their complexes (1), (2) and (5) presented distorted octahedral arrangement,
slightly distorted quadratic pyramidal geometry and distorted octahedral geometry,
respectively. X-ray powder diffraction revealed that the structural arrangement in the powder
is the same as that of the crystal The complexes containing N,R-sulfonylaminobenzoic acids
(6-12) the carboxylate group is coordinated to silver(I) in an anisobident mode and complex
(13) in a bidentate mode, suggesting a polymeric system for all complexes. Crystallographic
analysis showed that the geometry of complex (12) is distorted tetrahedral, resulting in an
OOOCAg ‘- AgOOOC environment in the polymeric complex. X-ray powder diffraction
analysis for MH7 and (12) indicated that the ligands and complex systems in the powder are
different from those observed in the single crystal

Hydrazones and their silver(I) complexes showed significant antifungal action, being
more active against Candida tropicalis, Candida lusitaniae and Candida parapsilosis species
than silver nitrate, silver sulfadiazine, miconazole nitrate and nystatin, which are the reference

drugs. These compounds showed cytotoxic activity against tumor cells B16F10 (mouse



metastatic melanoma) and 4T1 (mouse metastatic mammary adenocarcinoma cells), however,
they were also toxic to healthy BHK-21 (normal kidney cells) cells. Hydrazones and their
sitver(I) complexes were active against mtracellular forms of Trypanosoma cruzi and were
more potent than the reference drug benznidazole. Among the tested compounds, MeH, oHCI,
(1) and (2) were the most promising ones due to the high values obtained for the selectivity
mdices (IS, IS> 88). These compounds did not show satisfactory antibacterial activity.

Fluorescence spectroscopy and Isothermal Titration Calorimetry (ITC) studies have
shown that human serum albumin (HSA) iteracts with silver(I) complexes derived from
hydrazones (complexes 1-5)and N,R-sulfonylaminobenzoic acids ( complexes 8, 10-13). The
fluorescence suppression mechanism was static with moderate binding force, suggesting that
the compounds could be transported by HSA in the bloodstream to their target. Thermodynamic
binding parameters indicated thermodynamic stability and spontaneity of binding. In addition,
according to fluorescence spectroscopy, interactions between HSA and complexes (1) and (2)
had a higher predominance of hydrogen bonds and van der Waals forces. ITC data showed that
MeH and PhH weakly bind albumin. However, interactions of complexes (1) and (2) with HSA
showed that there are at least three binding sites occurring for each compound with HSA, with
moderate strength. The complex (1)/HSA system had a predominance of electrostatic and
hydrophobic mteractions. Similarly, for the complex (2)/HSA system, with predominance of
hydrophobic and van der Waals forces and with hydrogen bonding between the phenyl ring
hydrogens and the amino acid residues of the HSA.

The biological results obtamed mn the present work showed that silver(I) hydrazone

compounds are promising and should be investigated in in vivo studies.

Keywords: hydrazones, N,R-sulfonylaminobenzoic acids, silver(I) complexes, biological

activity, interaction with human serum albumin.
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Capitulo 1 Introducdo

1.1 Quimica Inorgdnica Medicinal

Nahistoria da humanidade os metais sempre estiveram presentes para o tratamento € cura
de doengas. O cobre era utilizado para esterilizar dgua ha mais de 3000 anos a.C. [1]. Ha
aproximadamente 3500 anos a.C. o ouro era empregado na fabricacdo de medicamentos na
Arabia e China, por ser considerado um metal nobre, acreditava-se que esse metal traria
beneficios as pessoas [1]. Vérios medicamentos a base de ferro foram utilizados pelos egipcios
ha 1500 anos a. C., a0 mesmo tempo em que o zinco era utilizado para o tratamento de feridas
[1].

Muitos metais tém um importante papel no sistema biologico dos seres vivos. O corpo
humano, por exemplo, cont¢ém pelo menos 60 elementos quimicos detectaveis, no entanto,
considera-se que somente 25 desses elementos participam do funcionamento saudavel do corpo
[2]. A evolugdo natural mcorporou muitos ions metalicos para as fungdes biologicas essenciais.
Entre todos os elementos, ions metalicos de transicdo, tais como o cobre, zinco e ferro sao
mcorporados a proteinas cataliticas, as chamadas metaloenzimas, que participam de varias
reagdes quimicas necessarias a vida [1].

Somente no micio do século XX, a Quimica Inorganica Medicmnal foi utiizada de forma
racional com o trabalho de Paul Ehrlich, prémio Nobel em Medicina e Fisiologia em 1908.
Ehrlich se dedicou ao desenvolvimento do composto mnorganico salvarsan (Figura 1.1), baseado
em arsénio, para o tratamento efetivo contra a sifilis [1,3]. Este medicamento se tornou o
farmaco mais prescrito no mundo e continuou sendo mais eficaz contra a sifilis até ser
substituido pela penicilina na década de 1940 [4].

Paul Ehrlich foi o fundador da quimioterapia e precursor da ideia de que ¢é possivel
combater doengas infecciosas por meio da busca sistemitica de medicamentos que matam
microrganismos invasores sem prejudicar o hospedeiro [4].

No final da década de 1960, com a descoberta das propriedades antitumorais do composto
cisplatina  (cis-[PtCh(NH3)2]), pelo fisico Barnett Rosenberg [5,6] a Quimica Inorginica
Medicinal foi considerada uma 4area de pesquisa importante para as ciéncias médicas [7].
Medicamentos a base de platina como cisplatina e os farmacos de segunda geragdo como
carboplatina e oxaliplatina sdo agentes quimioterdpicos amplamente empregados para o

tratamento do cancer [7,8]. A cisplatina ¢ altamente eficaz contra cancer de testiculo, ovario,
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cabeca, pescoco, bexiga e esdfago. No tratamento do cancer de testiculos, quando descoberto
precocemente, a taxa de cura do cancer com a utilizagdo da cisplatina pode chegar de 90 a 100
% [9]. Desta forma, o sucesso da cisplatina despertou grande interesse no desenvolvimento de
novos complexos metalicos para o diagnéstico e/ou tratamento de doengas como o cancer,

diabetes ¢ Alzheimer [7,10].
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Figura 1.1 Espécies ciclicas como modelo do Salvarsan [3].

Os fairmacos a base de metais também sdo utilizados na clinica para o tratamento e
diagnostico de diversos tipos de doengas. Radiofirmacos como o [??™Tc-(sestamibi)]” € o
citrato de galio (°’Ga) sdo utilizados para diagnéstico pormeio de imagens [11]; 0 [Gd(DOTA)]-
¢ utilizado em exames de ressondncia magnética de imagem [4]; merlasoprol (a base de arsénio)
¢ empregado para o tratamento da segunda etapa da tripanossomiase africana; antimoniato de
meglumina ¢ o firmaco de primeira escolha para o tratamento de leishmaniose [12,13]; citrato
de bismuto ranitidina ¢ empregado no tratamento de ulceras pépticas frequentemente associadas
a Helicobacter pylori [14]; trbromofenato de bismuto a 3 % (Xeroform) ¢ um antimicrobiano
utilizado em curativos para tratamentos de queimaduras superficiais de espessura parcial [4,15].
A sulfadiazina de prata também ¢ utlizada no tratamento tdpico de feridas, infeccdes e
queimaduras de segundo e terceiro grau [16,17]. Compostos a base de ouro(I) como a
auranofina e miocriosina sdo empregados na clinica para o tratamento de artrite; e nitrato de
galio utilizado para o tratamento de tumores [18—20]. Na Figura 1.2 sdo apresentadas as
estruturas de alguns dos farmacos aqui citados.

A area de Quimica Inorganica Medicinal cresceu muito nos ultimos 50 anos, contudo, ¢
ainda um campo de pesquisa menos desenvolvido quando comparado as areas de quimica
medicinal tradicionais de compostos organicos ou biologicos. Apesar de haver varios
metalofairmacos disponiveis no mercado, alguns com muitos anos na clinica, sdo ainda
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necessarias opcdes de tratamento avangadas com menos efeitos adversos e maior efeito

terapéutico [4].
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Figura 1.2 Exemplos selecionados de farmacos terapéuticos e diagndstico [4].

1.2 Hidrazonas

Hidrazonas sdo uma classe de compostos orginicos da familia das bases de Schiff, com
estrutura geral RiRoC=N-NR3Rs4 (Figura 1.3) [21-23]. As hidrazonas geralmente sdo
sintetizadas por meio da reagdo entre a hidrazina apropriada com aldeidos ou cetonas em

diversos solventes organicos (etanol, metanol ou butanol) em meio acido [23].
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——N
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Figura 1.3 Representagiao do esqueleto basico das hidrazonas, onde R, R,, R; ¢ Ry=H, alquila ou arila.

As hidrazonas possuem diversas atividades biologicas, entre as quais destacam-se:

antimicrobiana [24,25], anticonvulsivante [22], analgésica [22,26], anti-inflamatéria [21],
3



antiplaquetaria [22], antiviral [27], antitubercular [27], antiprotozoaria [28] e antitumoral
[24,29].

As hidrazonas contendo o grupo nitrofurano sao importantes classes de compostos com
atividade biologica [30]. O nifurtimox (Figura 1.4), alkm de ser um dos medicamentos para o
tratamento da Tripanossomiase americana (doenga de Chagas), esta incluido na “Lista de
Medicamentos Essenciais da OMS” (Organizacdo Mundial de Satde) e ¢ recomendado como
tratamento de primeira escolha para a forma Trypanosoma brucei gambiense, principalmente
em paises da Africa central e ocidental [12,13].

As hidrazonas contendo o grupo nitrofurano como nitrofurazona, nitrofurantoina e
furazolidona (Figura 1.4) sdo utilizadas para a prevencdo ou tratamento de infecgcdes
bacterianas, feridas superficiais, queimaduras e ulceras cutaneas. Entretanto, esses
medicamentos foram suspensos ou tem uso controlado pela FDA (Food and Drug
Administration) e pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), devido aos seus

efeitos adversos, com excecdo do medicamento a base de nitrofurantoina, que ainda ¢ utilizado

na clinica [23,30-34].
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Figura 1.4 Estruturas quimicas da nitrofurazona, nifurtimox, nitrofurantoina e furazolidona [23].

Varios grupos de pesquisa tem sintetizado novas hidrazonas com diversas aplicagdes
biologicas [29,35-37]. Além disso, a complexacdo de hidrazonas com metais representa um
campo de pesquisa importante para o design de novos compostos prototipos a fairmacos [38,39],
sendo que uma grande variedade de complexos contendo hidrazonas tém sido sintetizados e

avaliados quanto as suas propriedades biologicas [40]. Desta forma, combinar um metal e
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ligante que tenham propriedades bioldgicas semelhantes constitui uma estratégia para formular

novos agentes terapéuticos que sejam mais potentes € menos toxicos as células de mamiferos.

1.3 Sulfonamidas

As sulfonamidas foram os primeiros antimicrobianos smtéticos a serem utilizados na
clinica [41]. Apesar de serem utillizadas desde os meados do século XX, esta classe de
compostos ainda contmua sendo importante com ampla aplicagdo na medicina humana e
veterindria [42]. As sulfonamidas apresentam o grupo SO2NH na sua estrutura e sdo derivadas
de amidas. O primeiro farmaco do grupo das sulfonamidas foi o prontosil, identificado em 1932
[43]. Nos anos seguintes varios farmacos foram sintetizados a partir deste grupo, tais como
sulfadiazina, sulfametoxazol, sulfafurazol, sulfabenzamida e sulfadimetoxina [44] (Figura 1.5).

As sulfonamidas, além de antimicrobianos bacteriostiticos de amplo espectro, sdo
também utilizadas para tratar infecgdes causadas por protozodrios e fungos [45]. A agdo
antibacteriana do grupo das sulfonamidas ¢ devida ao bloqueio da sintese do acido folico, por
competicdo de mecanismos com o acido p-aminobenzoico, do qual ¢ um andlogo estrutural,
mibindo o crescimento bacteriano [46]. A sintese do acido folico € essencial para as bactérias.

As células humanas ndo sdo afetadas, pois ndo sintetizam &cido folico [44].
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Figura 1.5 Estruturas de algumas sulfonamidas utilizadas na clinica [44].

As sulfonamidas possuem varias propriedades biologicas, como antibacterianos [45,47],
anticancerigenos [45,48], anticoagulante [45], antivirais [48] e antidiabéticos [49]. Os farmacos
sulfonamidas utilizados como antibidticos tem em sua estrutura o grupo amino livre na posi¢ao

para do grupo sulfonil do anel benzénico e os farmacos da sulfonamida utilizados com outras



aplicagdes, o grupo amino pode estar ausente ou ter sido substituido por aminas secundarias ou
terciarias [44].

A resisténcia de alguns microrganismos as sulfonamidas ¢ fator preocupante. Tem sido
relatado desde a Segunda Guerra Mundial que espécies de Streptococcus sdo resistentes a esses
farmacos. Além disso, Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) também sdo
resistentes ao tratamento com sulfonamidas [47].

Sulfametoxazol ¢ um dos antimicrobianos do grupo das sulfonamidas, amplamente
utilizado no ser humano no tratamento de infecgdes do trato urinirio, bronquite e prostatite,
sendo eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas [50]. O sulfametoxazol foi
identificado como o firmaco do grupo das sulfonamidas mais eficaz que possui atividade
sinergistica com diferentes antifingicos do grupo dos azdlicos podendo superar a resisténcia
dos farmacos azolicos frente a C. auris [51]. As sulfonamidas podem provocar diversos efeitos
adversos, como nausea, porfiria, diarreia, anorexia e reagdes de hipersensibilidade [47,52].

Sulfonamidas sdo ligantes com propriedades bioldogicas importantes para a complexa¢do
com ions metalicos, uma vez que este grupo possui elétrons doadores para a coordenacao do
metal aos atomos de nitrogénio, oxigénio e enxofre. Compostos inorgdnicos que possuem
grupos com propriedades bioldgicas sdo utilizados para o desenvolvimento de farmacos como
alternativa para o tratamento de doengas resistentes aos medicamentos atuais. Entre os metais
utilizados para o desenvolvimento de novos firmacos, pode-se citar a prata, ouro e cobre

[46,53,54].

1.4 A prata e a quimica medicinal

A prata localiza-se no bloco d da tabela periddica, grupo 11, quinto periodo, apresentando
configuragdo eletronica 4d'%5s!. O estado de oxidagdo mais comum para os compostos de prata
¢ +1, mas estados de oxidagdo +2 e +3 também sdo conhecidos [55]. No entanto, somente
compostos de prata(l) sdo suficientemente estdveis para terem relevancia terapéutica, sendo que
a prata na sua forma metdlica € nerte e ndo exibe nenhuma acgdo biocida [56].

Os compostos de prata t€m sido explorados por suas propriedades medicinais durante
séculos. Foram medicamentos populares no século XVIII contra tlceras na pele e estomacais,
fraturas complexas, contra tétano e reumatismo no século XIX e para resfriados e gonorreia no
século XX [57-59]. Alkm disso, a partir de 1881, solugdo de nitrato de prata a 2% foi utilizada

como antisséptico contra a conjuntivite neonatal por meio do método de Credé. No Brasil esse



método ¢ recomendado pelo Ministério da Saude e foi regulamentado em 1977 com o uso de
solugdes a 1% de nitrato de prata [60,61].

A atividade antimicrobiana da prata foi identificada pela primeira vez no século XIX e a
prata coloidal foi aceita pela FDA na década de 1920 como tratamento eficaz de feridas [62].
Até 1940 foram langados pelo menos 50 produtos de prata nos Estados Unidos [57]. No entanto,
o interesse pela prata dimmnuiu drasticamente apds a Segunda Guerra Mundial com o advento
dos antibidticos, 0s quais tornaram-se tratamento padrdo para infeccdes bacterianas [58,62].
Somente em 1965 com o trabalho de Moyer et al. [63], solucdes a 0,5 % de nitrato de prata
foram popularizadas e introduzidas para o uso em feridas de queimaduras e os mesmos autores
foram responsaveis pelos avancos dos tratamentos de queimaduras. Simultaneamente, em 1968,
Fox et al. [17] desenvolveram o creme sulfadiazina de prata (Silvadene, Flamazine), que
tornou-se uma terapia antimicrobiana topica fundamental, devido ao sucesso no controle de
mfeccdo e efeito secundario minimo [64]. Até hoje, a sulfadiazina de prata continua sendo o
farmaco mais utilizado em queimaduras de segundo e terceiro grau, devido ao seu baixo custo
e alta disponibilidade [65]. No entanto, a sulfadiazina de prata tem apresentado alguns efeitos
adversos, como alergias, reagdes gastrointestinais e retardamento de cicatrizagdo das feridas
[66,67].

Atualmente, varios produtos médicos da prata foram desenvolvidos e sdo utilizados contra
varios agentes patogénicos como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli, sendo compostos de prata(I) um tratamento aceito para queimaduras, feridas
abertas e tlceras cronicas [68,69]. Além disso, destaca-se também a utilizacdo da prata metalica
em revestinento de cateteres, curativos de feridas (Silverlon, Actisorb Silver e Acticoat) e
purificadores de agua [69—72]. Mais recentemente, a FDA também aprovou um tubo de
respiracao com um revestimento fino de prata, depois de se estabelecer que reduziu o risco de
pneumonia associada ao ventilador [73].

O numero de trabalhos relacionados aos complexos de prata com ligantes bioativos
aumentou significativamente [74—76] e sdo relatadas diversas atividades biologicas, além da
acdo antibacteriana, entre as quais destacam-se a anticancer, antifingica, antiparasitaria,
antimalarica e anti-inflamatoria [77-79]. A atividade bioloégica de complexos de prata(l)
contendo ligantes com atomos doadores de nitrogénio, oxigénio e enxofre, tais como
aminodcidos, 4cidos carboxilicos, piridinas, imidazol demonstra um amplo espectro de
atividade antimicrobiana e anticancer [67,80,81]. No entanto, deve-se destacar que complexos
de prata(I) podem perder parte ou toda a sua atividade bioldgica in vivo por meio da formagao

do AgCl (insoluvel) ou aligacdo da Ag"aenzimas e proteinas [79]. A Figura 1.6 mostra alguns



exemplos de complexos de prata(I) que tém sido preparados para aplicagdo terapéutica nos
ultimos anos, com ligantes contendo piridinas, N-acetilcisteina e carbenos N-heterociclicos

[79,82-84].
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Figura 1.6 Exemplos de estruturas de alguns complexos de prata(I) com proposta terapéutica [79,82—

84].

Embora os complexos de prata tenham atividade anticancer, maior do que a cisplatina em
alguns casos, com relativa baixa toxicidade as células humanas, esta area de pesquisa ainda ¢
muito pouco estudada em comparacao a complexos de outros metais de transicao [67]. A baixa
toxicidade da prata aos humanos estimula estudos com esses compostos como novos candidatos
a agentes anticancer e antibacterianos. Deve-se destacar que apesar dos bons resultados obtidos
para complexos de prata(l) in vitro, sdo raros os estudos em animais € em seres humanos, o que
demonstra a necessidade de desenvolver compostos promissores ¢ ativos para aumentar
principalmente o interesse de indUstrias farmacéuticas [82].

Os mecanismos pelos quais os complexos de prata(I) exercem sua agdo antifingica,
antibacteriana, antiprotozodria e antitumoral comecgaram a serem estudados apenas nas Ultimas
décadas [79,82]. Os estudos indicam que a acdo dos complexos de prata ¢ sempre devido a sua
espécie catidnica Ag" e dependerdo do tipo de complexo de prata ¢ do seu alvo celular [79]. Os
mecanismos citotoxicos dos fons de prata sdo devido aos varios danos causados pelos ions Ag*

as células bacterianas ou cancerigenas [79]: (1) O ion Ag" inibe atroca idnica dos ions fosfatos,




e causam efluxo do fosfato acumulado, o que leva a morte celular [85]; (2) Os ions Ag"” podem
formar fortes ligagdes com o DNA e RNA, impedindo a replicacdo [82,86], em alguns casos os
ions Ag" causaram a morte de células cancerigenas por apoptose (morte celular programada)
[87]; (3) Os ions Ag" formam ligagdes com peptideos e proteinas, formando ligagdes com os
grupos tiois, fosfatos, entre outros, alterando a estrutura da proteina ou enzima e
comprometimento da sua funcdo [85,88]; (4) A interagdo entre os ions de Ag" e as paredes
celulares podem causar desestabilizacdo da membrana plasmatica [89]; (5) Compostos
derivados de prata(I) também apresentaram iibicdo in vitro frente a enzima de tioredoxina
redutase em concentragdes nanomolares [90]; (6) Bactérias mortas pelos ions Ag" podem
induzir a morte de bactérias vivas por meio dos ions Ag" internalizados nas bactérias mortas,

esta acdo foi chamada de “efeito zumbi” [91].

1.5 Doencgas causadas por fungos

As infecgdes adquiridas em hospitais causadas por microrganismos tornaram-se um
problema de saude publica global que emergiu nas Ultimas décadas [92]. A mortalidade por
infecgdes flingicas ¢ maior do que a da malaria e o cancer de mama e ¢ equivalente a da
tuberculose e do HIV [93]. No entanto, o efeito que as infecgdes fingicas tem sobre a satde
humana ndo ¢ amplamente reconhecido e as mortes causadas por essas infec¢cdes sao
negligenciadas [94].

Fungos e bactérias patogénicos sobrevivem por longos periodos na superficie da pele
humana, mucosa ou superficies ambientais e foram responsaveis por surtos infecciosos em
hospitais e instalagdes médicas em muitos paises [92]. As infecgdes fingicas se dividem em
micoses supetficiais e sistémicas, causadas por diferentes espécies de fungos. As micoses
superficiais e subcutineas afetam a pele, os tecidos queratinosos e as superficies de mucosa. As
micoses sistémicas sdo responsaveis pelas infeccdes da corrente sanguinea e de orgdos
principais [95]. A mncidéncia de cada tipo de infeccdo pode variar de acordo com as condigdes
socioeconOmicas, aregido geografica e os habitos culturais [94].

As infecgdes fungicas mvasivas ou infecgdes oportunistas, aquelas em que os fungos
mvadem e danificam os Orgdos internos, acometem principalmente pessoas com sistema
munologico comprometido, tais como soropositivos e recém transplantados [93,95]. Essas
mfecgdes fingicas estdo associadas a pelo menos 1,5 mihdes de mortes a cada ano no mundo

[96]. O crescente uso de agentes antineoplasicos, antibidticos de amplo espectro e



imunossupressores resultou na melhora de individuos com doengas como cancer e doengas
autoimunes, no entanto, tem aumentado o risco de infeccdes fiingicas oportunistas [95,97].

A maioria das infecgdes letais invasivas em hospedeiros imunocomprometidos sao
infeccdes oportunistas causadas por fungos, principalmente espécies de Candida, Criptococos,
Aspergillus € Pneumocystis [96,98,99]. As espécies de Candida, em particular C. albicans, sdo
a quarta causa mais comum de infeccdes hospitalares da corrente sanguinea e a segunda
principal causa de morte relacionada a infeccdes em bebés prematuros [98].

Candida spp. sdo fungos oportunistas polimérficos que tém capacidade de causar
mfeccdes superficiais e sist€émicas, principalmente em individuos hospitalizados. A viruléncia
da Candida spp. esta relacionada a sua capacidade de crescer como leveduras ou hifas, sendo
ambas as formas importantes para a sua patogenicidade. Além disso, a Candida spp. € capaz de
formar biofilmes, sendo responsavel pela sua resisténcia aos antimicrobianos [99].

Infeccdes mucosas orais e genitais sdo muito comuns, especialmente candidiase
vulvovaginal. Pelo menos 75% das mulheres em idade fértl adqurem uma vez na vida
candidiase vulvovaginal e 5 a 4% das mulheres tem pelo menos quatro episdédios recorrentes
por ano [94,100]. As principais espécies responsaveis pelo aumento de casos de candidiase sao
C. glabrata, C. parapsilosis, C. krusei e C. tropicalis [101-103].

E importante ressaltar que firmacos antifingicos sdo dificeis de desenvolver devido a
natureza eucaridtica das células dos fungos [104]. O mimero de agentes antifingicos
disponiveis atualmente para tratar as diversas doencas fungicas estdo limitadas a menos de 15.
Esses agentes pertencem a quatro classes quimicas: polienos, azdis, andlogos de pirimidina e
equinocandinas [99,105]. Além disso, a resisténcia e reagdes adversas lmitam o arsenal
antifingico disponiveis [104].

A anfotericina B e suas novas formulagdes sdo antifingicos de amplo espectro da classe
dos poliénicos, que possuem como alvo a membrana plasmatica dos fungos. Sao indicadas para
tratar infeccOes graves causadas por espécies de Candida, Cryptococcus e Zygomycota [96].
Casos de resisténcia a esse antifingico tem sido relatados para as espécies C. lusitaniae ¢ C.
guilliermondii [105]. Vérios efeitos adversos sdo descritos para a anfotericina B, como
nefrotoxicidade, vOmitos e nduseas [105]. A nistatina € um antifingico descoberto em 1950, e
ainda ¢ utilizado como um tratamento tdpico eficaz para a candidiase orofaringea [106].
Antifiungicos do grupo dos azois, tais como fluconazol e itraconazol sdo utilizados na prevengao
e tratamento de candidiase da mucosa e invasiva e no tratamento da aspergilose. Comumente

sdo relatados casos de resisténcia as espécies de Candida e Cryptococcus [99,101,102].
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neoformans [105,107,108]. A Figura 1.7 mostra as estrururas de alguns antifingicos
disponiveis no mercado, tais como anfotericina B, itraconazol e voriconazol.

O surgimento de resisténcia antifingica, intrinseca ou adquirida, éum problema atual que
pode ser influenciado pelo uso prolongado dos medicamentos, uso frequente e nadequado e
que tem aumentado os casos de mortalidade [109—111]. Espécies que sdo resistentes a todas as
classes de antifingicos, como a Candida auris tem sido cada vez mais reportadas [107]. Além
disso, a capacidade de varias espécies de fungos, tais como as espécies de Candida,
Pneumocystis, Aspergillus e Cryptococcus formarem biofilmes tem elevado a taxa de
resisténcia aos antifingicos [112]. Sendo assim, a busca por novos compostos com agao

antifingica com diferentes mecanismos de ag@o ¢ de grande interesse em Quimica Medicinal.

1.6 Doencas causadas por bactérias

Bactérias sdo classificadas como Gram-positivas ou Gram-negativas com base nas
caracteristicas de sua parede celular, sendo que as duas classes diferem nas suas
susceptibilidades aos antibacterianos [113]. Diferentemente das bactérias Gram-positivas, as
bactérias Gram-negativas contém uma membrana externa, que atua como uma barreira seletiva,
bloqueando a acao dos antibacterianos [114].

Infeccdes do trato urindrio sdo as infecgdes bacterianas mais comuns em mulheres
gravidas e sdo causadas principalmente por Escherichia coli (70 % - 82 %). Outros patdgenos
podem incluir bactérias Gram-negativas como Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, Proteus,
Pseudomonas e Gram-positivas como Streptococcus € Enterococcus spp. [115].

Assim como para as doengas fingicas, as infeccdes bacterianas t€m sido crescentes em
individuos imunossuprimidos, recém transplantados e em terapia com quimioterapicos [113].
Estima-se que 80% das doencas mfecciosas sdo transmitidas por contato. As infeccdes mais
comuns nos hospitais sdo causadas por: Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA),
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Clostridium difficile e espécies de Candida [98,116].
Esses microrganismos podem causar infecgdes do trato urinario (25%), via aérea inferior (23%),
mfecgdes das feridas cirurgicas (11%), mfecgdes cutdneas (10%), e distarbios do fluxo
sanguineo (6%) [116].

Bactérias Gram-negativas resistentes aos antibacterianos, incluindo Enterobacteriaceae,
Acinetobacter baumannii ¢ Pseudomonas aeruginosa foram identificados pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) como prioridades criticas para o desenvolvimento de novas opgdes
de tratamentos [117].
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A mtroducdo da penicilina na década de 1940 tornou-se uma revolugdo na medicina
terapéutica, o que causou uma grande queda da mortalidade causada por nfecgoes [114]. A
sintese da penicilina resultou no desenvolvimento de penicilinas da proxima geragdo e levou a
descoberta de diferentes classes de antibioticos, que teve um grande impacto na sociedade
[114]. Os primeiros casos de resisténcia aos antibioticos ocorreram logo apds a introdugdo da
penicilina. Em 1942, foram documentadas cepas de S. aureus resistentes a a¢do da penicilina,
e durantes os anos segumtes a propor¢ao de cepas de S. aureus resistentes subiu drasticamente,
e até no final da década de 1960, mais de 80% de cepas de S. aureus eram resistentes a penicilina
[114]. Assim, a medida que o uso de antbidticos de amplo espectro aumentou, houve uma
aparente resisténcia a quase todos medicamentos antimicrobianos comercialmente disponiveis
[92,118]. Somente em 2015, na Unido Europeia, 33.110 mortes foram causadas por infecgdes
com bactérias resistentes aos antibidticos [119]. Varios estudos demonstraram a associagao
entre 0 uso de antibidticos com o surgimento de resisténcia [114]. Isto foi bastante evidente
para Streptococcus pneumoniae, em que foram encontradas altas taxas de resisténcia aos
antibidticos em paises do sul e Europa Oriental [114]. A facilidade de acesso aos antibidticos e
o tratamento convencional, no qual consiste na admmistragdo de antibacterianos tdpicos e
sistémicos e antifiingicos por longos periodos de tempo, podem ser responsaveis pelo aumento
de cepas microbianas resistentes aos medicamentos disponiveis [114,120]. A Figura 1.7 mostra
as estrururas de alguns antibacterianos disponiveis no mercado, como a levofloxacina,

penicilina G da primeira geracao e ampicilina da 3* geragao.
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Figura 1.7 Exemplos de alguns agentes antifingicos e antibacterianos [99,115].
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Os chamados patogenos ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella ~ pneumoniae,  Acinetobacter — baumanii, — Pseudomonas  aeruginosa €
enterobacteriaceae) apresentam a capacidade de "escapar" de tratamentos antbacterianos
comuns [122,123]. Am disso, as infecgdes causadas por microrganismos resistentes a
multiplos farmacos sdo uma das razdes mais graves para a mortalidade dos pacientes com lesdes
traumaticas e em estagio pds-operatdrio [120].

O tratamento das infeccOes bacterianas estd se tornando mais dificil devido o
desenvolvimento da resisténcia aos antibidticos e a taxa lenta de desenvolvimento de novos
medicamentos [118,120,124]. O mercado norte-americano de antibacterianos ¢ dommado por
seis antibacterianos que fazem parte de trés classes estruturais, as P-lactamas (Rocephin®,
Augmentin®), macrdlidos (Zithromax®, Biaxin®) e fluoroquinolonas (Cipro®, Levoquin®)
[124]. Esse nimero limitado de medicamentos, em combinagdo com o uso inadequado, estd no
cerne da crise da "era da resisténcia" [124]. Depois de diminuir em mais de 93 % entre 1983 ¢
2012, o numero de antibacterianos aprovados pela FDA (Food and Drug Administration)
triplicou nos ultimos 6 anos. Somente em 2019, foram identificados 42 antibacterianos em
desenvolvimento clinico e pré-clinico, sendo que em 2004 apenas 6 estavam em estudo clinico.
Os novos agentes visam ser ativos contra bactérias Gram-negativas extremamente resistentes
[125]. Desta forma, a "era da resisténcia" tem incentivado pesquisadores e industrias
farmacéuticas a desenvolverem novos agentes antimicrobianos que sejam associados a alta

eficacia, baixa toxicidade ao homem e baixa resisténcia.

1.7 Cancer

O cancer ¢ um conjunto de mais de 100 tipos diferentes de doencas, caracterizado pelo
crescimento descontrolado de células anormais que podem dividir-se e espalhar para varias
partes do corpo, um processo conhecido como metastase, que ¢ a principal causa de morte de
mndividuos acometidos por essas doencas [126—128]. Uma vez que o cancer se espalhe para
outros 6Orgdos do corpo, pode ser dificil de controlar. A grande maioria dos canceres
metastiticos ndo tem cura, mas existem tratamentos que podem retardar o crescimento do
cancer ou aliviar os sintomas causados por estas doencas [129]. Os canceres sdo causados
principalmente por fatores como mutacdes genéticas espontineas, hereditdrias ou induzidas
pelo ambiente [128]. Os canceres que mais levam a mortalidade sdo de pulmido, figado,
colorretal, estomago e de mama, e somente em 2018, 9,6 milhdes de pessoas morreram em

razao destas doengas [130].
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O cancer de mama ¢ a doenga maligna mais comum entre as mulheres no mundo. No
Brasil, as estimativas de incidéncia de cancer de mama para o ano de 2019 sdo de 59.700 novos
casos, o que representa 29,5 % dos canceres em mulheres, excetuando-se o cancer de pele nao
melanoma [131]. Dados atuais mostram que o cancer de mama causou 627 mil mortes no
mundo em 2018 [132]. Como a detec¢do e o tratamento precoce tem melhorado, as taxas de
sobrevivéncia aumentaram, e 89 % dos pacientes sobrevivem cinco anos apds o diagndstico
[133]. Os fatores de risco conhecidos estdo fortemente associados ao envelhecimento, historico
reprodutivo, exposicdo hormonal exodgena e historico familiar [134].

O tratamento quimioterapico utilizado ha mais de 30 anos para o cancer de mama
metastatico ¢ a utilizacdo de ciclofosfamida, metotrexato ¢ 5-fluorouracil. A maioria dos
pacientes com cancer de mama metastdtico ¢ tratado com antraciclina e taxano (taxol e
docetaxel) como uma opg¢do terapéutica de primeira linha [135]. Os efeitos adversos mais
comuns para esses medicamentos sdo diminuigdo de globulos brancos e inflamag¢des da mucosa
oral [136]. A disponibilidade de vérios agentes terapéuticos permite uma sobrevida mediana
aumentada para individuos com cancer de mama metastatico [135].

Outro tipo de cancer ¢ o melanoma cutdneo, que ¢ um tipo de cancer de pele que tem
origem nos melandcitos (células produtoras de melanina). Embora represente apenas 5% dos
canceres de pele, € responsavel por cerca de 90 % de mortes relacionadas ao cancer de pele
[137—139]. O cancer de pele ¢ o mais frequente no Brasil e corresponde a 30 % de todos os
tumores malignos registrados no pais, embora o melanoma corresponda a apenas 3 % das
neoplasias malignas do 6rgdo [137]. Somente em 2015 no Brasil houve 1.794 mortes causadas
por cancer de pele melanoma [140].

As principais causas do cancer de pele sdo a exposicdo a radiagdes ultravioleta, virus do
papioma humano, consumo de tabaco, produtos quimicos mutagénicos e susceptibilidade
genética [141]. O melanoma maligno ¢ a forma mais agressiva de cancer de pele [139].
Pacientes com melanoma metastatico had 10 anos eram tratados apenas com um Unico
quimioterapico (darcabazmna, aprovado pelo FDA em 1975) [142]. A doenga ¢ considerada
mcuravel e os pacientes diagnosticados com melanoma metastatico t€ém uma sobrevida nao
superior acinco anos [141]. O tratamento de melanoma foi mal sucedido até¢ 2010, uma vez que
as quimioterapias citotoxicas tradicionais apresentavam niveis muito baixos de eficacia [143].
Somente com a compreensdo da biologia do melanoma ¢ que se tem proposto novos tratamentos
para essa doenca [142]. A farmacoterapia tOpica ¢ considerada como uma abordagem efetiva
para varios tipos de cancer de pele [141]. Alguns agentes quimioterapicos usados para tratar

estagio avancado do melanoma incluem dacarbazna, temozolamida, carboplatina, cisplatina,
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vincristina, vinblastina, carmustina, fotemustina, paclitaxel e docetaxel [144]. No entanto,
apesar dos recentes avangos em quimioterapia e imunoterapias antimelanoma, os medicamentos
disponiveis sdo relativamente toxicos e tratam apenas a um subconjunto limitado de lesdes
[141].

Existem varios tipos de terapias para o cancer, sendo as mais comuns atualmente a
cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia [145]. Outras terapias incluem imunoterapia,
transplantes de medula-dssea, terapia hormonal e terapia alvo, que fazem parte da nova geracao
de terapias no tratamento do cancer, sendo que normalmente o tratamento ¢ feito por meio da
terapia combinada, onde ¢ utilizado mais de um tipo de abordagem terapéutica [126,146].

O primeiro agente quimioterapico utilizado foi a mostarda nitrogenada, introduzido por
Giman em 1943. Nos anos seguintes, agentes alquilantes como a ciclofosfamida e o
clorambucil foram utilizados para combater o cancer [145]. Agentes alquilantes sdo aqueles
que interagem quimicamente com o DNA [126]. Na década de 1960, com a descoberta das
propriedades antitumorais da cisplatina e andlogos da segunda geragdo, tais como carboplatina
e oxaliplatina, como agentes antitumorais houve um grande avanco na terapia antineoplasica
[147]. A cisplatina ¢ utilizada no tratamento dos canceres de bexiga, ovario e testiculo
metastatico e também pode ser utilizada no tratamento dos canceres de cabega e pescogo e
esofago [126,148]. Contudo, o tratamento com a cisplatina ¢ limitado, pois, verificou-se que a
cisplatina induz efeitos adversos graves como toxicidade renal, neurotoxicidade, nauseas,
vomitos, O que restringiu sua aplicacdo terapéutica [8,149], além de ndo ser oralmente
biodisponivel [150]. Além disso, sdo descritas resisténcias de alguns tipos de tumores a
cisplatina, como ¢ o caso de tumores colorretais e de tumores avangados de pulmio, enquanto
que o cancer de ovario e tumor de pulmido em fase micial tem adquirido facilmente resisténcia
[8,149]. Outro aspecto de agentes antincoplasicos ¢ a falta de especificidade na diferenciacado
de células normais e de células cancerigenas, causando efeitos adversos graves, podendo levar
o paciente a morte [151]. Estas desvantagens estimulam pesquisas por novos complexos
morganicos com atividade antitumoral com propriedades farmacologicas melhoradas [150].
Neste sentido, a Quimica Inorganica Medicinal tem contribuido no planejamento de compostos
com propriedades citotoxicas que sejam mais seletivos aos alvos e com menor toxicidade em
células saudéveis [77,80,150,152,153]. A Figura 1.8 mostra as estruturas de alguns agentes

antineoplasicos disponiveis.
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Figura 1.8 Estruturas de alguns agentes antineoplasicos [121].

1.8 Doenca de Chagas

A doenga de Chagas, ou tripanossomiase americana, ¢ uma doenga parasitaria causada
pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. E uma doenga tropical negligenciada, sendo
endémica em 21 paises das Américas, persistindo nas populagdes mais pobres e marginalizadas
[154]. A doenca de Chagas era exclusivamente confinada na regido da Américas, contudo se
espalhou pelo mundo devido a migracdo internacional [155]. Estima-se que 7 a 8§ milhdes de
pessoas estejam infectadas com o 7. cruzi no mundo [156]. A doenca de Chagas tem uma
mcidéncia de 28.000 casos anuais, ¢ causa a morte de 12.000 pessoas anualmente [154].

A doenga de Chagas ¢ transmitida para humanos e outros mamiferos por um inseto vetor,
da subfamilia Triatominae. Outras formas alternativas de transmissao s3o por vias orais por
alimentos contaminados, transfusdo de sangue infectado, transmissdo congénita, ingestdo de
carne malcozida de animais infectados, transplantes de orgdos e acidentes laboratoriais [157].
Os triatomineos colonizam casas mal construidas em areas rurais, suburbanas e urbanas [158].
O parasita possui quatro estdgios de desenvolvimento: epimastigota e tripomastigota
metaciclico no inseto vetor; tripomastigota e amastigota da corrente sanguinea no hospedeiro
vertebrado. O ciclo de vida do 7. cruzi no vetor comeca quando o inseto ingere tripomastigotas
do sangue de um mamifero infectado. Apods a ingestdo, os tripomastigotas transformam-se em
epimastigotas, no intestino médio do vetor e depois migram para o itestino posterior e se
diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos infecciosos. Os tripomastigotas metaciclicos
sdo excretados pelas fezes e urina quando o vetor pica o hospedeiro vertebrado, invadindo
qualquer tipo de célula e se transformando em amastigotas que se multiplicam até que a célula

seja lisada e o parasita seja liberado na corrente sanguinea. Neste ponto, os tripomastigotas da
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corrente sanguinea podem ser ingeridos por um vetor para reiniciar o ciclo (Figura 1.9) [159—

161].
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Figura 1.9 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi[162].

Atualmente existem somente dois farmacos para o tratamento da doenca de Chagas, o
nifirtimox (Bayer) e o benznidazol (Roche), introduzidos no mercado em 1960 e 1970,
respectivamente (Figura 1.10) [163]. O nifurtimox, atualmente ndo ¢ aprovado pelo FDA, mas
esta disponivel sob protocolos de investigacdo do CDC (Centro de Controle e Prevencao de
Doengas dos EUA). Os efeitos adversos s3o bastante comuns em ambos os medicamentos, tais
como dermatite alérgica, neuropatia periférica, anorexia, insOnia, niausea e vomito [164,165].
O nifurtimox e o benznidazol requerem tratamento prolongado (60 dias) e seus efeitos adversos
podem levar & descontinuagdo do tratamento. Além disso, ambas as drogas sdo genotoxicas, o
que impede o tratamento durante a gravidez [165]. A doenga de Chagas causa danos
irreparaveis ao coragdo, sendo que em 20 a 30 % dos individuos infectados surgem problemas
cardiacos. Os problemas cardiacos podem causar o aumento da rigidez miocardica, disfuncao
sistolica e diastdlica e cardiomiopatia grave, com potencial risco de morte e acidente vascular

encefalico [166].
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Figura 1.10 Estruturas dos farmacos benznidazol e nifurtimox.
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Sao conhecidas altas taxas de falhas nos tratamentos com o benznnidazol e nifurtimox.
Sanchez-Valdéz et al. [167], mostraram que uma pequena propor¢do dos parasitas 7. cruzi
mterrompe a replicacdo apds a mvasdo da c€lula hospedera e se mantém em um estado
dormente no corpo, resistindo ao tratamento com os farmacos e desta forma, podem replicar-se
em outros momentos. Os parasitas amastigotas que contmuam se multiplicando sdo mortos
pelos farmacos, enquanto os que permanecem latentes podem resistir ao tratamento e sobreviver
por at¢ 30 dias. Assim, os amastigotas que sobrevivem ao tratamento podem retomar a
multiplicagdo e ocasionar uma nova infeccdo. Isto implica em estratégias para o
desenvolvimento de novos compostos, incluindo farmacos que possam ser utilizados por um
maior periodo, sem muitos efeitos adversos. Além disso, tratamentos que sejam eficazes contra
os amastigotas latentes também sdo necessarios, de modo a evitar a progressao da doenga e
prevenir as mortes relacionadas a cardiomiopatia, em individuos com infecgdes persistentes de

T. cruzi [162,167].

1.9 Albumina sérica humana (HSA)

Nas tltimas décadas, as investigacdes sobre a interacdo de complexos metdlicos com
albumina sérica humana (HSA) em condicdes fisiologicas sdo de grande mteresse dos
pesquisadores para o design de novos metalofirmacos [168,169].

Sabe-se que a proteina mais abundante no plasma sanguineo humano ¢ a albumina sérica
humana (HSA), representando cerca de 52 % da quantidade total de proteina [170,171]. A HSA,
possui uma conformagdo globular no formato de um coragdo e ¢ constituida por 585 residuos
de ammoacidos organizados em trés subdomiios similares (I, II e III), cada um com dois
subdominios (IA, IB, IIA, 1IB, IIIA, IIIB) possuindo varios locais potenciais de ligacao (Figura
1.11) [172,173]. A HSA contém um residuo de triptofano (triptofano-214) com potencial de
ligacdo a varios tipos de compostos [174]. Os locais de ligacdo estdo localizados em cavidades
hidrofobicas em subdominios IIA (dominio I) e IIIA (domiio II), as quais mostraram

mteragdes significativas com compostos heterociclicos e aromaticos [171,173,174].
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Figura 1.11 Estrutura cristalina da HSA (PDB ID: 1E78). A ilustracao foi gerada usando PyMOL.

A HSA executa uma infinidade de fungdes fisiologicas cruciais, tais como transporte,
metabolismo, regulagdo da pressao osmotica, distribuicdo de compostos bioldogicos importantes
e ¢ responsavel por regular o pH do sangue[171,173,175]. Esta proteina também aumenta a
solubilidade de medicamentos hidrofébicos no plasma, dimmnui a toxicidade e protege contra a
oxidagdo [176]. Além disso, ¢ conhecido que a HSA acumula em tumores, sendo absorvida por
células tumorais em maiores niveis quando comparados a células normais, servindo como um
transportador de medicamentos anticancerigenos [177]. Estas propriedades de absorgao,
metabolismo, distrbuicdo e eliminagdo de compostos tém sido bastante estudados por
pesquisadores como um sistema modelo, a fim de utilizd-la para entrega do farmaco ao alvo
especifico [169,170,178]. Além disso, o estudo sobre a ligagdo as proteinas plasmaticas ¢ agora
uma exigéncia da FDA na selecdo de potenciais agentes terapéuticos. Portanto, a compreensao
e caracterizacdo das interacdes dos compostos com albumina de soro humano (HSA) sdo
importantes para o planejamento de candidatos a farmacos [127]. A eficicia do composto
depende da sua capacidade de ligagdo com albuminas, por isso ¢ importante estudar as
mteragdes entre os metalofirmacos e a HSA [176]. Este estudo pode fornecer informagdes
termodindmicas de ligagdo dos compostos a albumina sérica e se tornar uma pesquisa utill em

farmacocinética, administragdo de drogas e medicina clinica [176].

1.10 Objetivos do presente trabalho

Considerando-se que hidrazonas apresentam um amplo espectro de atividade biologica
[23,24] e que derivados do grupo S5-nitro-2-furaldeido tém aplicagdes na medicina como
antibacterianos e antiparasitarios [30,34], e sabendo-se que complexos de prata também
apresentam varias aplicagdes médicas [82], o presente trabalho teve como objetivos o estudo
de complexos de prata(I) com hidrazonas derivadas de 5-nitro-2-furaldeido, e a avaliagdo de
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seu perfil farmacolégico, através da investigagdo de suas atividades antimicrobianas,
antitripanossoma € antitumorais.

Uma vez que a sulfonamida é um grupo com propriedades antibacterianas e existem
atualmente varios derivados em uso clinico [44], constituiu igualmente um objetivo do presente
trabalho a obtencdo de complexos de prata(I) de ligantes derivados dos &cidos N,R-
sulfonilaminobenzoicos.

O desenvolvimento de novos compostos com propriedades biologicas necessita de
estudos sobre os mecanismos de agdo dessas moléculas em nivel celular. A albumina sérica
humana ¢ uma proteina presente no plasma sanguineo humano e executa mnfinidades de fungdes
fisiologicas, como metabolismo, transporte e distribuicdo de moléculas biologicas importantes
[170]. Desse modo, foi também um objetivo do presente trabalho a realizagdo de estudos de

mteracdo dos compostos com a albumina sérica humana (HSA).

1.11 Objetivos especificos

1. Sintetizar e caracterizar hidrazonas derivadas do 5-nitro-2-furaldeido e seus complexos de
prata(I);

2. Analise estrutural de trés hidrazonas e de trés complexos de prata(I) de hidrazonas derivadas
de 5-nitro-2-furaldeido;

3. Sintetizar e caracterizar complexos de prata com ligantes derivados de acidos N,R-
sulfonilaminobenzdicos;

4. Andlise estrutural da coordenagdo do complexo de prata(I) derivado do acido 2-(4-
nitrofenilsulfonamida)benzoico;

5. Investigar a atividade antifingica e antibacteriana dos ligantes e complexos de prata
derivados do 5-nitro-2-furaldeido;

6. Investigar a atividade citotoxica e calcular osindices de seletividade dos ligantes e complexos
de prata(I) derivadas de hidrazonas de 5-nitro-2-furaldeido frente as células de melanoma
metastatico (B16F10) e células do adenocarcinoma mamario metastatico (4T1);

7. Investigar a atividade tripanocida e calcular os indices de seletividade dos ligantes e
complexos de prata(I) derivados de hidrazonas derivadas de 5-nitro-2-furaldeido contra as
formas intracelulares tripomastigotas do Trypanosoma cruzi;

8. Investigar as interagdes dos complexos de prata(l) com a albumina sérica humana (HSA) por

meio da espectroscopia de fluorescéncia e calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC).
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Caprtulo 2 Parte Fxpertmental

2.1 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados foram de alto grau de pureza e ndo submetidos a tratamento
prévio. Os reagentes foram das seguintes procedéncias: 5-nitro-2-furaldeido (98%), 4-
nitrobenzoilidrazida (99%), fenilacetilidrazida (98%), benzoilidrazida (98%), acetilidra zida
(90%), 2-clorobenzoilidrazida (98%), 4-clorobenzoilidrazida (98%), cloretos de sulfonila
(98%), 4cidos R-ammobenzoicos (98%), TRIS-HC], albumina sérica humana (HSA) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich. Nitrato de prata(I) (99,8%) foi adquirido da Omega, DMSO
deuterado foi de procedéncia CIL (Cambridge Isotope Laboratories, Inc). Os solventes
utilizados nas reagdes foram etanol absoluto e metanol absoluto de procedéncia Neon (99,8%),
éter etilico (98%) e acido acético glacial (99,7%) foram adquiridos da Synth. Os solventes
DMSO (99,9%) e DMF (99,9) foram de procedéncia Neon.

2.2 Equipamentos e metodologias

2.2.1 Temperatura de fusdo

Determmou-se as temperaturas de fusdo dos compostos em um equipamento digital
Micro-Quimica Equipamentos LTDA modelo MQAPF302 pertencente ao laboratorio

supervisionado pela Prof*. Lucienir Pains Duarte no Departamento de Quimica da UFMG.
2.2.2 Analise elementar (CHN)

As andlises elementares de CHN foram realizadas no Departamento de Quimica da
UFMG e na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP).
Utilizou-se o equipamento Perkin Elmer, modelo CHN-2400 Elemental Analyser.

2.2.3. Condutimetria

As medidas de condutividade dos complexos foram realizadas em solugdo de DMF (N,N-

dimetilformamida) e DMSO (dimetilsulfoxido) com concentra¢do de 1 x 10-3 mol L-!. Utilizo u-
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se um condutivimetro marca Digimed, modelo DM3, com célula condutimétrica de constante
0,92 cnr! do mesmo fabricante pertencente ao laboratorio supervisionado pela Proff. Cynthia
Peres Demicheli, localizado no Departamento de Quimica da UFMG. Os resultados foram

analisados de acordo com a atribuigao sugerida por Velho (2006) [1] apresentada na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 Atribuigdo do tipo de eletrdlito para solugdes em DMSO na concentragdo de 1,0 mmol L.

Solvente Am (' cm? mol!) Tipo de eletrolito
20-63 1:1
DMSO 54-110 2:1

2.2.4 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (IV)

Os espectros no infravermelho (IV) foram determinados na regido de 400-4000 cn!
empregando pastilhas de brometo de potassio (KBr) como suporte. As amostras foram
maceradas e misturadas com KBr em almofariz de agata e prensados em forma de disco
transparente. Os espectros foram obtidos em um espectrometro Perkin Elmer FT-IR System-

Spectrum GX, pertencente ao Departamento de Quimica da UFMG.

2.2.5 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear

Os espectros de RMN de 'H, 3C{'H}, DEPT 135 (Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer) e mapas de contorno COSY (Homonuclear Correlation Spectroscopy),
HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation), HSQC (2D Heteronuclear Single
Quantum Correlation) e HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) foram obtidos nos
espectrometros Brucker DPX-200 (200 MHz) e Brucker DRX-400 AVANCE (400 MHz) a
temperatura ambiente. Os equipamentos estdo localizados no Laboratério de Ressonancia
Magnética (LAREMAR) do Departamento de Quimica da UFMG. As solugdes foram
preparadas em tubos de 5 mm de didmetro externo, utilizando-se DMSO-ds como solvente e

tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.

2.2.6 Espectroscopia de ultravioleta-visivel

Os espectros de Ultravioleta (UV-Vis) foram registrados utilizando-se cubetas de quartzo
de 1 cm de caminho Optico € solugdes de concentragdo na ordem de 107> a 107 mol L', no

equipamento Shimadzu, modelo 2401 PC e no equipamento Hitachi, modelo U-2010.
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2.2.7 Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos no espectrofotometro CARY Eclipse-
(FL1006m016)-VARIAN (Agilent Technologies) utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de
caminho Optico, acoplado a um banho termostatizado. Os pardmetros instrumentais para a
nteracdo com a albumina sérica humana (HSA), foram: Aemissio:305-560 nm, Aexcitagio: 295 nm,

velocidade de scan (scan rate): 600 nm min’!

, tempo de aquisicdo (averaging time): 0,1 s,
mtervalo dos dados (data interval): 1 nm, abertura das fendas de excitacdo e emissao (s/it widht

excitation / emission): 10/10 nm ou 5/10 nm.

2.2.8 Difragdo de raios X por monocristal

Os refinamentos foram feitos utilizando o SHELXL. Todos os atomos, com exce¢do dos
atomos de hidrogénio, foram refinados anisotropicamente. Os atomos de hidrogénio foram
adicionados em posicdes geometricamente idealizadas e refinadas, usando o SHELXL como
modelo rigido. Os programas ORTEP-3 [4] e Mercury (versao 3.10) [5] foram utilizados na
preparagdo das figuras.

As estruturas cristalograficas dos compostos obtidos foram medidas no difratobmetro
Oxford Gemini A Ultra (Departamento de Fisica-UFMG) e Agilent SuperNova (Departamento
de Quimica-UFJF) utilizando radiagio Ko/Mo (A = 0.7107 A) na temperatura ambiente
(complexo 2, 5 e 12 e ligantes MeH, pNO2 e pHCI) e a 150 K (complexo 1). As medidas foram
feitas pelo Professor Dr. Bernardo Lages Rodrigues e pela Professora Dra. Renata Diniz. A
coleta de dados e o aperfeigoamento da célula foram realizados pelo CrysAli RED. As
estruturas dos compostos foram resolvidas a partir do programa SHELXS-2014 [2,3].

2.2.9 Difragdo de raios X por p6 (DRXP)

Os dados de difragdo de raios X por p6 foram coletados em um Shimadzu XRD-7000
com 40 kV, 30 mA, usando CuKa (A = 1,54056 A) acoplado a uma unidade policapilar,
monocromador de grafite, escaneado em uma faixa angular de 5 - 60 (20) ou de 5 - 80 (260) com
um tamanho de passo igual a 0,02 (20) e uma constante de tempo de 0,5 °/min. O laboratorio
de difracdo de raios X por po estd localizado no Departamento de Quimica da UFMG.
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2.2.10 Mapas da superficie de Hirshfeld e graficos de impressdo digital

As superficies de Hirshfeld e os célculos das superficies de impressdes digitais foram
gerados utilizando o software de CrystalExplorer versao 17.5 [6]. Nessas andlises, a estrutura
de cada cristal foi importada do respectivo arquivo de informagdo cristalografica (CIF).
Superficies de dnorm 3D foram mapeadas em uma escala de cores fixa de -0.600 (vermelho) a
+1.200 (azul). Os graficos de impressoes digitais 2D foram exibidos usando a faixa traduzida
de 0,4 a 3,0 A incluindo contatos reciprocos. Os mapas da superficie de Hirshfeld foram

construidas pelo Dr. Lucius F. O. Bomfim Filho.

2.3 Sintese de ligantes e complexos

2.3.1 Sintese das hidrazonas derivadas de 5-nitro-2-furaldeido

Foram obtidas cinco hidrazonas a partir de reagdes de condensagdo, misturando
quantidades equimolares de 5-nitro-2-furaldeido com a hidrazida desejada, em etanol,
adicionando trés gotas de 4cido acético glacial como catalisador. A mistura reacional foi
deixada sob refluxo durante 4 horas e areacdo continuou sob agitagdo magnética a temperatura
ambiente por 24 h. Apds esse periodo de tempo, a reacdo foi filtrada e lavada com etanol e éter
etilico. Os compostos foram secos a pressao reduzida. As sinteses foram feitas de acordo com
o procedimento descrito na literatura [7]. Os compostos sintetizados foram: N’-((5-nitrofuran-
2-i)metileno)acetoidrazida [MeH], N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzoidrazida [PhH], 4-
nitro- N’-((5-nitro furan-2-il)metileno)-benzoidrazida  [pNO:z], 4-cloro-N’-((5-nitrofuran-2-
i)metileno)-benzoidrazida [pHCI], 2-cloro-N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzoidrazida
[oHCI]. Monocristais das hidrazonas (MeH, pNO:z e pHCI) adequados para a difragdo de raios
X foram obtidos por evaporagdo lenta da dgua mae a temperatura ambiente. Os compostos
foram caracterizados por temperaturas de fusdo, anilise elementar (CHN) e por seus espectros
de absor¢do na regido do infravermelho, RMN de 'H, 13C ¢ DEPT 135. Na Tabela 2.2 sdo
apresentados a cor, rendimento, férmula molecular e massa molecular das hidrazonas obtidas.
Os compostos estdo descritos na literatura [8—10], contudo as estruturas cristalograficas das
hidrazonas sdo inéditas. Na Figura 2.1 ¢ apresentado o esquema da reacdo de obtencdo das

hidrazonas.
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Figura 2.1 Esquema de sintese das hidrazonas derivados do 5-nitro-2 furaldeido.

Tabela 2.2 Cor, rendimento, formula molecular ¢ massa molar (MM) para os ligantes hidrazonas.

Composto Cor Rendimento Formula mole cular MM
(%) (g mol)
MeH amarelo 56,0 C,H-N;O, 197,15
PhH amarelo 91,0 C,HoN;O, 259,22
pNO, amarelo 93,0 C,,HgN,O¢ 304,22
pHCI amarelo 99,0 C,,H;CIN;0, 293,66
oHCl amarelo 81,0 C,,HsCIN; 0O, 293,66

2.3.2 Sintese de acidos N,R-sulfonilaminobenzoicos

As sinteses de acidos N,R-sulfonilaminobenzdicos foram realizadas de acordo com o
procedimento descrito na literatura [11-13]. Em um baldo de duas vias, adaptado com pHmetro,
adicionaram-se quantidade equimolar dos precursores dcido R-ammnobenzodico e cloreto de R-
benzenosulfonila em 50 mL de dgua destilada sob agitacdo constante. Utilizou-se uma solugao
saturada de Na>COs3 paramanter o pH na faixa de 8,02 9,0. Apds o total consumo dos reagentes,
a solucdo foi acidificada até pH 2,0 com uma solu¢cdo concentrada de acido cloridrico (Figura
2.2). O s6lido branco formado foi fitrado, lavado com dgua para remover o excesso de acido
cloridrico, e deixado em estufa e depois seco sob pressao reduzida. Foram obtidos os seguintes
ligantes: acido 4-((3-nitrofenil)sulfonamida)benzdico [MHI1], 4-((4-
nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MH2], 3-((2-nitrofenil)sulfonamida)benzoéico [MH3], 3-((3-
nitrofenil)sulfonamida)benzdico [MH4], 2-((2-nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MHS5], 2-((3-
nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MH6], 2-((4-nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MH7], e
acido 3-((4-clorofenil)sulfonamida)benzdéico [MHS8]. Na Tabela 2.3 s3o apresentados a cor,
rendimento, formula molecular e massa molecular de acidos N,R-sulfonilaminobenzoicos
obtidos.
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Figura 2.2 Esquema de sintese de dcidos N,R-sulfonilaminobenzdicos.

Tabela 2.3 Cor, rendimento, formula molecular ¢ massa molar (MM) para os acidos N,R-

sulfonilaminobenzoicos.
Composto Cor Rendimento Férmula mole cular MM
(%) (g mol")
MHI1 branco 91,0 Ci3Hi10N206S 322,29
MH2 branco 78,0 Ci13H10N206S 322,29
MH3 branco 77,0 C13H10N206S 322,29
MH4 branco 80,0 Ci3H10N206S 322,29
MHS5 branco 84,0 Ci13H10N206S 322,29
MH6 branco 80,0 Ci13H10N206S 322,29
MH7 branco 81,0 Ci13H10N206S 322,29
MHS branco 76,0 Ci3H10CINO4S 311,74

2.3.3 Sintese dos complexos de prata(l) de hidrazonas derivadas do 5-nitro-2 furaldeido

Os complexos foram obtidos a partir da reagdo de 1:1 metal-ligante, de acordo com o
procedimento descrito na literatura [14]. Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram
adicionados 100 mg da hidrazona desejada dissolvida em 30 mL de metanol. Posteriormente
foi adicionado a mistura reacional o nitrato de prata(l) (AgNO3) dissolvido em &agua destilada.
O baldo foi coberto com papel aluminio para evitar a fotodecomposicdo da prata. A reacdo foi
mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante aproximadamente 48 h. Apds
o tempo de reacdo, foi observado a formagdo de um precipitado. A mistura reacional foi entdo
filtrada e lavada com metanol quente e éter etilico. Os complexos foram secos a pressdo
reduzida. Foram obtidos os complexos de prata(I) derivados das seguntes hidrazonas: N’-((5-
nitrofuran-2-il)metileno)acetoidrazida [Ag(MeH)2]NO3 (1), N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno )-
benzoidrazida [Ag(PhH):NOs3] (2), 4-nitro-N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzoidrazida
[Ag(pNO2)2]NOs3 (3), 4-cloro-N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzoidrazida [Ag(pHCI)2NO3]

(4), 2-cloro-N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzoidrazida [Ag(oHCl2NOs3] (5). Monocristais
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dos complexos (1), (2) e (5) adequados para difragdo de raios X foram obtidos a partir da dgua
mde sob evaporacao lenta do solvente a temperatura ambiente. Os complexos foram
caracterizados por temperatura de fusdo, andlise elementar, espectroscopia na regido do
mfravermelho e espectroscopia de RMN. Na Tabela 2.4 sdo apresentados a cor, rendimento,
formula molecular e massa molecular dos complexos obtidos. Na Figura 2.3 sdo mostradas as

estruturas dos complexos de prata(I) derivados do 5-nitro-2 furaldeido obtidos.

NO, |
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Figura 2.3 Estruturas dos complexos de prata(I) derivados de hidrazonas no estado em po.

Tabela 2.4 Cor, rendimento, formula molecular e massa molar (MM) para os complexos de prata(I)

contendo ligantes hidrazonas.

Composto Cor Rendimento Férmula mole cular MM
(%) (g mol')
[Ag(MeH),]NO; (1) verde 56 Ci4sH14AgN,0Oy, 564,17
[Ag(PhH),NO;] (2) marrom 75 CosH sAgN;0Oy, 688,31
[Ag(pNO,),]NO; (3) amarelo 90 CosHi16AgNyO; s 778,30
[Ag(pHCI),]NO; (4) marrom 93 CyHsAgCLN,;Oy, 757,20
[Ag(oHCI),NO;] (5) amarelo 79 CyHisAgCLN,0O 757,20

2.3.4 Sintese dos complexos de prata(l) derivados dos dacidos N,R-sulfonilaminobenzoicos

Em um baldo de fundo redondo de duas vias, adaptado com pHmetro, foi adicionado 1
mmol do 4cido N,R-sulfonilaminobenzdico desejado, dissolvido em 30 mL de etanol sob
agitacdo constante a temperatura ambiente. Posteriormente foi adicionado uma solugdo aquosa

de NaOH (1:1), formando uma solugdo alaranjada. Apds a estabilizagdo do pH da mistura
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reacional, aproximadamente apds uma hora de agitacdo, adicionou-se uma solugdo aquosa de
AgNOs3 (1 mmol). A reacdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente e protegida da luz
(para evitar fotodecomposicdo) por 24 h. O solido precipitado foi filtrado e lavado com agua
destilada, etanol e éter etilico (Figura 2.4). Os compostos foram secos a pressao reduzida e
armazenados em frascos ambar. Foram obtidos os seguintes complexos de prata(l): [AgMH1]
(6), [AgMH2] (7), [AgMH3] (8), [AgMH4] (9), [AgMH5] (10), [AgMH6] (11), [AgMH7] (12)
e [AgMH8] (13) derivados de acido 4-((3-nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MHI1], 4-((4-
nitrofenil)sulfonamida)benzdico [MH2], 3-((2-nitrofenil)sulfonamida)benzdéico [MH3], 3-((3-
nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MH4], 2-((2-nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MHS], 2-((3-
nitrofenil)sulfonamida)benzdéico [MH6], 2-((4-nitrofenil)sulfonamida)benzéico [MH7], e
acido 3-((4-clorofenil)sulfonamida)benzdico [MHS8 ]. Na Tabela 2.5 sdo apresentados a cor,

rendimento, formula molecular e massa molecular dos complexos obtidos.

o o)
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OH O/
QA HN O\ HN

\% N/

\\O 1. NaOH, pH 7.8 - 9,6 N\

> 0

2. AgNO3, pH 5,0 - 6,4
R K a
R= 0, m, pNO,, pCl

Figura 2.4 Esquema de sitese dos complexos de prata(I) derivados de &cidos N,R-

sulfonilaminobenzdicos.

Tabela 2.5 Cor, rendimento, formula molecular, massa molar (MM) para os complexos de prata(l)

derivados dos acidos N,R-sulfonilaminobenzoicos.

Composto Cor Rendimento Formula mole cular MM
(%) (g mol")

AMHI (6) marron claro 86 Ci3H 0AgN,O6S 429,15
AgMH2 (7) marron 84 Ci3H 0AgN,O4S 429,15
AgMH3.NaOH (8) marrom claro 65 Ci3Hi0AgN,NaO,S 469,15
AgMH4.NaOH (9) bege 42 Ci3H0AgN,NaO;S 469,15
AgMHS5 (10) branco 88 Ci3Hi0AgN,O4S 429,15
AgMH6.0,5 NaOH (11) bege 84 Ci3HosAgN,Nay506.5S 449,15
AgMH7 (12) branco 87 Ci3H0AgN,O4S 429,15
AgMHS8.NaOH (13) lilas 69 Ci3H1pAgN,NaO,S 458,59
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2.4 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada através do método da microdilui¢ao
[15]. A atividade antimicrobiana dos compostos foi avaliada em concentragcdes variando de
250,00 ug mL ' a 0,03 yg mL!, na qual a concentragdo inicial dependeu da solubilidade dos
compostos em dimetilsulfoxido (DMSO).

2.4.1 Equipamentos utilizados

e Osensaios bioldgicos ea manipulagdo dos microrganismos foram realizados em capela
de fluxo lammar (Capela VECO Modelo CGC, série 46.255.972/0001-28).

e Todos os materiais utillizados nos ensaios foram esterilizados em autoclave vertical
Fanen, modelo 415/3, série J03610.

e Realizou-se as leituras de transmitdncia dos moculos dos microrganismos em um
espectrofotometro modelo SP-22, marca BIOSPECTRO.

e Os microrganismos foram incubados em estufa Quimis Q-316.12, série 807.131.

e As leituras das absorbancias dos ensaios biologicos foram realizadas em leitoras de

microplacas (Thermoplate, modelo: TR-READER).

2.4.2 Colegdo dos microrganismos

Para a avaliagdo da atividade antibacteriana e antifingica dos complexos e ligantes foram
empregadas cepas da cole¢do ATCC (American Type Culture Collection (USA)), pertencente
ao LABB (Laboratorio de Biotecnologia e Bioensaios) supervisionado pela prof®. Jacqueline
Aparecida Takahashi, Departamento de Quimica — UFMG:

Fungos leveduriformes: Candida lusitaniae (CBS 6936), Candida albicans (ATCC 18804),
Candida tropicalis (ATCC 750), Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida glabrata
(ATCC 90030).

Bactérias Gram-positivas: Bacillus cereus (ATCC 11778), Streptococcus sanguinis (ATCC
49456), Staphylococcus aureus (ATCC 29212) e Listeria monocytogenes (ATCC 15313).
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Bactérias Gram-negativas: Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Citrobacter freundii
(ATCC 8090), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Salmonella entérica (ATCC 1028) e
Escherichia coli (ATCC 25922).

2.4.3 Meios de cultura e preparo do inoculo

O meio de cultura utilizado para o cultivo das bactérias foi o caldo BHI (Brain Heart
Infusion) e para os fungos foi o caldo SBD (Sabouraud Dextrose Broth). O meio de cultura e
os materiais do teste foram autoclavados a 121°C durante 15 minutos. O mndculo dos
microrganismos foi ajustado em 74-75 % de transmitincia em comprimento de onda de 600

nm. A concentragdo final do indculo no teste foi de 1-2 x 108 UFC mL"!.

2.4.4 Triagem

Foi realizada uma triagem em concentragdes de 250 ou 125 pg mL!, os compostos que
apresentaram mibicdo de 100 % frente aos microrganismos foram selecionados para fazer o
teste da microdiluicdo, ou seja, a determinacdo do ICso. O pardmetro ICso ¢ definido como a
concentragdo de um agente antimicrobiano capaz de mbir 50 % o crescimento de um

determinado microrganismo [16].

2.4.5 Determinacdo do ICsg

Os testes foram realizados em microplacas de 96 pogos, estéreis, nas quais foram testadas
concentracdes decrescentes dos compostos em estudo.

e Foram preparadas solugcdes estoques dos compostos em concentragdes variando de 12,5
mg mL! a6,25 mgmL-! em DMSO;

e Assolucdes de trabalho dos compostos foram preparadas com 40 uL. da solugdo estoque
dos compostos e 960 L. meio de cultura apropriado.

e Pipetou-se 200 pL da solugdo trabalho na primeira coluna da placa. Em seguida,
pipetou-se 100 L do meio de cultura no restante dos pogos. Posteriormente, diluigdes
sucessivas foram feitas, realizando uma homogeneizagdo das solugdes nos pogos, e
repassando 100 pL. da solugdo da primeira coluna para a coluna seguinte. Na 12* coluna
da placa, os 100 pL retirados sdo descartados. Logo em seguida, 100 uL. da solugao do
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néculo dos microrganismos padronizados sdo acrescentados em todos os pogos. O
experimento foi realizado em triplicata.

e Foram preparadas também controles dos compostos e dos farmacos. Para isso,
pipetaram-se 200 pL das solu¢des de trabalho na primeira coluna das placas e 100 pL
de meio de cultura nos pogos restantes. Depois, foram feitas diluigdes sucessivas,
homogeneizando e retirando 100 pl da primeira coluna e repassando para a coluna
segunte at¢ a ultima coluna, na qual os 100 pL sdo descartados. Em seguida, 100 pL
de 4gua estéril sdo acrescentados em todos os pocos da placa.

e Para os controles dos microrganismos foram pipetados 100 L. de meio de cultura e 100
uL da solugdo do microrganismo padronizado.

e Também foi feito controle do meio de cultura, na qual pipetaram-se 100 pL. de meio de
cultura e 100 pL de dgua estéril em todos os pogos.

Ap0s o procedimento relatado acima, as placas foram embrulhadas com papel filme e
incubadas a 37 °C durante 24 horas. As leituras de absorbancia foram feitas em leitora de
microplacas no comprimento de onda fixo de 490 nm. O calculo da percentagem de mibi¢ao

foi feito utilizando a segumte relagdo:

(Ac-Aco) x100

% Inibicdo do crescimento do microrganismo: 100- crom

(Equacgao 2.1)
Na qual, Ac= absorbancia dos complexos avaliados; Aco= absorbancia do controle do
composto; Cf= absorbancia do controle de crescimento do microrganismo e Cm € a absorbancia

do controle de meio de cultura.

2.5 Ensaio Citotoxico

A atividade citotoxica foi investigada contra duas linhagens de células tumorais, a 4TI -
células do adenocarcinoma mamario metastatico de camundongos, B16-F10- melanoma de pele
metastatico de camundongos, e uma linhagem de célula ndo tumoral BHK-21. Todas as
linhagens de células foram cultivadas no meio de cultura RPMI (Roosevelt Park Memorial
Institute) pH 7.4, suplementado com 10 % de Soro de Bovino Fetal (FBS) inativado por calor,
Hepes (4,0 mmol L 1), NaHCO3 (14,0 mmol L-!), e os antibidticos ampicilina (0,27 mmol L-)
e estreptomicina (0,06 mmol L1).

As células foram colhidas por tripsinizacdio e semeadas em placas de 96 pogos (100
uL/pogo), em densidade definida (1 x 103 células vidveis/pogo) e incubadas a 37 °C em
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atmosfera umidificada contendo 5% CO2 por 24 horas. Solugdes estoques dos compostos testes
em DMSO foram diluidas em série no meio de cultura das células (< 1% DMSO). Apods a
exposicao do composto por 72 horas a 37 °C e 5 % COg, células foram incubadas com MTT
{brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]} (0,01 mol L' em solucdo
aquosa-10 pL/poco) por 4 horas a 37 °C e 5 % CO2. O MTT ¢ metabolizado por células vidveis
resultando em um produto de coloragdo violeta (Formazan) [17], nsolivel em agua que, apds
ter sido solubilizado em 100 uL de DMSO, pode ser quantificado por meio do método
colorimétrico (absorbancia a 570 nm).

O controle negativo (valor de viabilidade de 100 %) foi obtido com a exposi¢do de cé€lulas
em meio RPMI 1640 suplementado com 10 % de FBS. A cisplatina foi usada como controle
positivo contra as lnhagens celulares.

Os dados brutos foram normalizados para as células de controle ndo tratadas e definidos
em relagdo a atividade metabolica das células tratadas viaveis.

Os testes de atividade citotoxica foram realizados pela Prof. Dr®. Heveline Silva, no
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.

2.6 Testes de atividade anti-T.cruzi

Compostos: solugdes estoques dos compostos foram preparadas em dimetilsulfo xido
(DMSO), com concentragdo final nunca superior a 0,6 % para experimentos in vitro, evitando
toxicidade para as células [18]. O benznidazol (N-benzl-2-nitroimidazol-1-acetamida;
sintetizado no Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco [LAFEPE], Brasil) foi
utilizado como medicamento de referéncia.

Células hospedeiras de mamiferos: cultivaram-se fibroblastos 1929 de camundongos
(4000 células / pogo) em microplacas de 96 pogos a 37 °C em meio RPMI 1640 (pH 7,2 a 7,4)
sem vermelho de fenol (Gibco BRL) suplementado com 10 % de soro bovino fetal e 2 glitamina
mmol L' (RPMI), conforme relatado [18].

Ensaio de atividade contra formas intracelulares: A forma tripomastigota da estirpe
de Tulahuen que expressa o gene Escherichia coli f-galactosidase foi obtida do sobrenadante
de culturas de células 1929 previamente infectadas utilizando uma razio de 10:1 célula do
hospedeiro : parasita. A incubacao com os compostos testados foi realizada durante 96 h até 10
umol L-! (sete concentragdes diluidas em série) como estabelecido e, em seguida, os valores de
LCso (toxicidade de células 1929 de mamiferos) foram determinados, bem como o indice de

seletividade (IS). O IS ¢ determinado com base na relagdo do ICso (atividade tripanocida)
42



dividido pelo valor de LCso (toxicidade de células 1929 de mamiferos). Apenas aqueles
compostos que atingem um valor IS maior que 50 serdo considerados para a triagem seguinte
[19].

Osensaios de atividade tripanocida foram feitos por Patricia Bernardino da Silva e Dra.
Maria de Nazaré C. Soeiro, do Laboratério de Biologia Celular do Instituto Oswaldo Cruz,

Fiocruz —RJ.
2.7 Interagdo com a albumina sérica humana (HSA) por espectroscopia de fluorescéncia

As mteragdes dos compostos de prata(l) com a albumina sérica humana (HSA) foram
feitas por meio da espectroscopia de fluorescéncia. Os compostos foram dissolvidos em DMSO
na concentragdo de 1,0 x 1073 mol L-! (solugdo estoque). Em seguida, solugdes de trabalho dos
complexos foram preparadas diluindo as solu¢des estoques em tampao tris-HCI ([tris-HCI]= 5
mM, [NaCI]=50 mM, pH=7,2) na concentragdo de 2,0 x 103 mol L-!. As solugdes da albumina
foram preparadas dissolvendo a HSA em tampao tris-HCI e sua concentragdo foi determinada
pela sua absorbancia no UV em 280 nm (¢= 35.700 L mol! cmr!) [20] ou com base na massa
molar da HSA de 66 kDa [21]. A soluigdo de HSA utilizada nos experimentos estava na
concentragdo de aproximadamente 2,0 x 1076 mol L-!.

Nos experimentos, solugdes de 3 mL da HSA foram colocadas sob constante agitacao
magnética em cubetas de quartzo. Aliquotas de 100 ou 50 puL da solugdo de trabalho dos
compostos em estudos foram tituladas de cinco em cinco minutos. Apds o periodo de incubagao,
leituras da intensidade de fluorescéncia foram registradas na faixa de 305 a 560 nm, com
excitagdo em 295 nm. A HSA apresenta uma forte emissdo de fluorescéncia com um pico em
aproximadamente 342 nm, enquanto que os complexos ndo possuem fluorescéncia intrinseca
nas mesmas condicdes experimentais. Os estudos de interagdo com a HSA foram feitos em 3
temperaturas (25, 30 e 37°C) para os complexos (1) e (2). As constantes de supressao foram
calculadas de acordo com a Equagdo 2.3 de Stern-Volmer [22,23], descrita a seguir:

FO/F =1+ K, 1y = 1+ Kgy [Q] (Equagdo 2.3)

Onde:
Fo=mtensidade de fluorescéncia na auséncia do supressor,
F= mtensidade de fluorescéncia na presenga do supressor,

[Q]= concentragdo do agente supressor,

43



Ksv=constante de supressao linear de Stern-Volmer,
Kq=constante de taxa de supressao bimolecular,
T0=tempo de vida 0t média da biomolécula na auséncia do supressor.
A equacdo 2.3 foi aplicada para determmar Ksv pela regressdo linear de um grafico Fo/F
versus [Q].

A constante Ksvpode ser escrita como:
Kq = k., /To (Equagdo 2.4)

No caso de supressdo estatica, a constante de ligacdo e o nimero de sitios de ligacdo da

HSA foram calculadas pela seguinte equagdo [24,25]:

log(F,.F) /E = log k, + 1 1og[Ql(Equagdo 2.5)

onde,
K= constante de ligacao,
1= nimero de sitios de ligagdo.

Kbven podem ser calculados como respectivamente a funcdo antilogaritmica do intercepto

e o coeficiente angular da regressdo linear do grafico de log(Fo. F)/F versus log[Q].

A corre¢do da intensidade da fluorescéncia, devido a influéncia do efeito de filtro

mterno, foi estimada utilizando a equacdo [26]:
cor — Fobs.antﬂog[(Aem + Aex). 1/2] (Equa(;éio 26)

sendo Fcor € Fobs, as intensidades de fluorescéncia corrigida e florescéncia observada,
respectivamente; Aem € Aex, as absorvancias da amostra nos comprimentos de onda de emissao
(340 nm) e excitagdo (295 nm), respectivamente, e [ ¢ o caminho Optico da cubeta de quartzo
(em cm). As concentragcdes devem ser escolhidas de tal forma que a absorvancia do composto
adicionado deve ser menor que 0,1 no comprimento de onda de excitagdo e emissdo [26].

Os parametros termodindmicos AH, AS e AG foram obtidos ap6s o estudo dos complexos
(1) e (2) a diferentes temperaturas. Estes dados foram calculados de acordo com a equagdo de

van’t Hoff [24,25]:
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InK, = 'AH/RT + AS/R (Equagéo 2.7)
AG = -InKy RT (Equagdo 2.8)

Os parametros termodindmicos AH e AS foram determmnados pela relacdo linear entre

InKy, versus 1/T [24,25]:

onde,

Kv= constante de ligagdo a temperatura correspondente,
R=constante dos gases,

T=temperatura em K,

AH= mudangas de entalpia,

AS=mudangas de entropia.

2.8 Interacoes das hidrazonas e seus complexos de prata(l) com HSA usando

calorimetria de titulacdo isotéermica (ITC)

Titulagdes calorimétricas foram realizadas em duplicatas usando um microcalorimetro
VP-ITC da Microcal a 25 °C. O mstrumento ITC foi calibrado eletricamente e quimicamente
antes do uso. Os complexos (1) e (2) e seus respectivos ligantes foram dissolvidos em agua
(concentragdo 2,5 mmol L-!) utilizando ultrassom de ponta. Cada experimento de titulagdo
consistiu em 51 injegdes automaticas sucessivas de 5 pl. dos ligantes e seus complexos de prata
em solucdo aquosa, que foram adicionados acélula de reacdo carregada com 1,5 mL da solugdo
aquosa de HSA (0,2 mm L") em intervalos de tempo de 300 s e velocidade de agitagdo de 150
rpm. A primeira e a segunda injecdo de 1,0 pLL de titulante foram ignoradas, de modo a eliminar
os efeitos de difusdo da seringa na célula calorimétrica. Os dados obtidos foram posteriormente
analisados utilizando o software Microcal (Microcal Origin 7.0 para ITC) apds a subtragdo dos
dados em branco (diluicdo do titulante em agua).

Os experimentos de titulagdo calorimétrica foram realizados pelo professor Dr. Angelo
Denadai, no Departamento de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora, Campus

Governador Valadares.
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Capitulo 3

Complexos de prata(I) contendo hidrazonas derivadas de 5-

nitro-2-furaldeido

Neste capitulo sdo apresentados os estudos de caracterizagdo de cinco novos complexos
de prata(I) de ligantes derivados de 5-nitro-2-furaldeido. Foram obtidos os seguintes complexos
de prata(I): [Ag(MeH)2]NO3 (1), [Ag(PhH)2NO3] (2), [Ag(pNO2)2]NO3 (3) [Ag(pHCI2]NO3
(4) e [Ag(oHCI)2NO3] (5), com N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno)acetoidrazida [MeH], N’-((5-
nitrofuran-2-il)metileno)-benzoidrazida [PhH],  4-nitro-N’-((5-nitro furan-2-il)metileno )-
benzoidrazida [pNOz2], 4-cloro-N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzoidrazida [pHCI] e 2-
cloro-N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzoidrazida [oHCI]. As hidrazonas utilizadas neste
trabalho ja foram descritas na literatura [1,2]. Os complexos e os ligantes foram caracterizados
por temperatura de fusdo, andlise elementar, espectroscopia de infravermelho, ressondncia
magnética nuclear de 'H, COSY, 13C, DEPT, HMBC, HSQC e medidas de condutividade para
os complexos. Os ligantes foram caracterizados e os dados foram comparados com os da
literatura [1,2]. Foram obtidos monocristais de MeH, pNOze pHCI e dos complexos 1,2 e 5,

os quais foram analisados por difragdo de raios X por monocristal.
3.1 Caracterizagdo dos compostos

Os complexos sdo solidos de coloracdo marrom e amarelo. Os mesmos sao soliveis em
solventes como DMSO e DMF e insoliveis em etanol, metanol, &4gua, cloroformio e
diclorometano. Os solidos sdo estaveis na presenca da luz. Contudo, solugcdes dos complexos
em DMSO ou tampdo Tris-HCI sdo estaveis somente na auséncia de luz.

As reagoes de obtengdao dos complexos de prata(I) foram realizadas em propor¢ao equimo lar
(1:1), entretanto, os resultados de andlise elementar indicam a formagdo de complexos com
estequiometria 12 do tipo [Ag(HL)2NO3] e [Ag(HL)2]NO3. Os valores de condutividade molar
sugerem a formagdo de quatro complexos eletroliticos (1- 4) e um complexo ndo-eletrolitico
(5) em solugdo, nos quais a hidrazona estd coordenada como ligante neutro. Os valores de
condutividade foram inferiores ao nivel de condutividade geralmente associado a eletrolitos 1:1
em solugdo de DMSO no entanto, sdo valores elevados para compostos neutros [3], sugerindo

liberacdo dos ion nitrato em solugdo, como observado para outros complexos de prata(l) com
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hidrazonas [4,5], com excecdo do complexo (5) que € neutro. As faixas de fusdo, os resultados
de analise elementar e as condutividades molares para os complexos de prata(l) sdo

apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Temperatura de decomposi¢do e faixa de fusdo?, analise elementar® e condutividade molar®

para os complexos de prata(I) contendo ligantes hidrazonas.

Composto Faixa de Fusao Analise Elementar AMm
°C % C % H % N DMSO

[Ag(MeH)2]NOs3 (1) 139,8(dec) 30,02 2,44 16,76 40,6
230,7-231,9 (29,80) (2,50) (17,38)

MeH 228,5 (dec)
245,8-246,2

[Ag(PhH)2NOs] (2) 205,4 (dec) 41,90 2,64 14,11 40,2
214,1-214,6 (41,88) (2,64) (14,24)

PhH 210,0 (dec)
226,4-227,5

[Ag(pPNO2)2]NO3 (3) 211,1 4 (dec) 37,24 2,04 15,61 443
227,7-228,2 (37,04) (2,07) (16,20)

PNO; 135,0 (dec)
234,9-236,0

[Ag(pHCD2]NO3.H20 205,3 (dec) 37,20 2,33 12,15 40,13

“) 220,6-221,0 (37,18) (2,34) (12,65)

pHCI 178,6 (dec)
229,0-230,1

[Ag(oHCD)2NO3] (5) 160,7-162,2 38,19 2,13 12,89 12,9

(38,07)  (2,13) (12,95)
oHCl 198,1-200,8

¢ dec: decomposicio; © Valores calculados entre parénteses; © Am (Q! cm? mol!) concentracio 1 x 103 mol L1,

3.2 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear

Os espectros de RMN de todos os complexos e ligantes foram obtidos em DMSO-ds. As
atribuicoes foram feitas de acordo com o deslocamento quimico, integracao dos sinais,

multiplicidade nos espectros de RMN de 'H e as constantes de acoplamentos. As atribui¢des
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dos carbonos e hidrogénios foram feitas a partr dos experimentos de correlagdo 2D
heteronuclear (HSQC) utilizando valores correspondentes a 'J(C,H).

Os sinais do N(H6) em todos os espectros de RMN de 'H dos complexos indicam que as
hidrazonas encontram-se coordenadas ao metal na sua forma protonada [6]. Foi identificada a
presenca de dois isomeros, E e Z, em solugdo para os ligantes MeH e oHCI e para seus
complexos [Ag(MeH)2]NOs (1) e [Ag(oHCI)2NO3] (5). Na Figura 3.1 s@o representados os

isomeros E e Z da hidrazona MeH.

2
2
1
OzN 1/ 3 02N / /3
0 /4 H O : H
5] |
~ /N
6 NH HN 6
7 7
O 8CH3 O gCH;
E VA
MeH

Figura 3.1 Representacdo dos isomeros configuracionais E e Z de N’-((5-nitrofuran-2-

i)metileno)acetohidrazida (MeH).

Observam-se nos espectros de RMN de 'He 13C sinais duplicados para os complexos (1)
e (5). Para exemplificar, na Figura 3.2 ¢ apresentado o espectro de 'H do complexo
[Ag(MeH)2]NO3 (1). Podem-se observar sinais duplicados para N(H6) em 0 11,76 e 11,62,
atribuidos aos isdmeros Z e E, respectivamente. Assim como os sinais em o 2,19 e 1,99,
referentes aos hidrogénios da metila, que foram atribuidos para E ¢ Z, nesta ordem. O sinal de
N(H6) no isémero Z ¢ mais afastado do TMS, devido a ligacdo intramolecular de H com o
oxigénio do anel nitrofurano [7]. No espectro de RMN de '3C do complexo [Ag(MeH)2]NO3
(Figura 3.3) notam-se dois sinais de C(7)=0 em o0 172,29 e 166,17, atribuidos aos isomeros £
e Z,nesta ordem. As proporgoes dos isdmeros E:Z foram 6:4 para o complexo [Ag(MeH)2]NO3
(1) e 7:3 para o complexo [Ag(oHCI)2NO3] (5). Na Figura 3.4 observa-se o mapa de contornos
HSQC indicando as correlagdes 'Jentre os atomos de carbono e hidrogénio do complexo (1).

Considerando nos espectros de 'H e de '3C de todos os complexos, ha uma pequena
variacdo do deslocamento quimico comparado aos ligantes livres, devido a coordenacdo das
hidrazonas na sua forma neutra e também porque a prata(I) possui configuragio eletronica d!'°.
Desta forma, com energia de estabilizacdo do campo cristalino igual azero, a prata(I) contribui

com que ocorra pouca variagdo nos deslocamentos quimicos. Um padrao semelhante foi
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observado para varios complexos de prata(I), conforme descrito na literatura [8—13]. Os dados
de atribuigdes dos sinais de 'H e '3C, bem como a variagdo de deslocamentos quimicos dos
ligantes livres com os deslocamentos quimicos dos complexos sdo relatados nas Tabelas 3.2 e
3.3.

Os complexos [Ag(PhH):NO3] (2), [Ag(pNO2)22]NO3 (3) ¢ [Ag(pHCI:2]NO3 (4),
apresentam apenas um sinal para o N(H6) e demais atomos de hidrogénio e carbono, indicando
que o ligante apresenta configuracdo majoritaria E em solugdo.

Os complexos [Ag(PhH)2NO3] (2) e [Ag(pHCI)2]NO3 (4) ndo apresentaram no espectro
de 3C o sinal referente a carbonila mesmo com o experimento em overnight, o que pode ser
explicado pela baixa solubilidade dos compostos em DMSO-ds. Contudo, para o complexo
[Ag(PhH)>NO3] (2) e [Ag(pHCI2]NO3 (4) pode-se observar nos espectros bidimensionais
HMBC, a correlacdo referente a interacdo a distdncia da carbonila C(7)=0O com o hidrogénio
do N(H6) em ¢ 164,21 ¢ 12,23 ppm e em 0 161,33 ¢ 12,23 ppm para os complexos (2) e (4),
respectivamente (Figura 3.5), indicando a presenca da carbonila. Os demais espectros de RMN

dos ligantes e dos complexos encontram-se no Anexo.
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Figura 3.2 Espectro de RMN de 'H (400 MHz) do complexo [Ag(MeH),]NO; (1) em DMSO-d.
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Figura 3.3 Espectro de RMN de '3C (100 MHz) do complexo [Ag(MeH),]NO; (1) em DMSO-ds.

52




_ - {2.18,20.35
T 3 4 5 H 8 - %4@ 20
~7 SN RN CHs {1.99,22.20% [
R )¢ NO, S [
1 O/ Ag:-c-)___ N073 ® F40
O, N | N 0T\ r
2 )\ /N\ S 50
H,C~ N —
H 60
B - ~70 =
[Ag(MeH),]NO; (1) (o &
90
100
| {7.75,114.63} F110
— @ L
X 120
. {7.92,131.01} '
J— # 130
{8.12,134.04} - 140
8‘.5 8‘.0 7‘.5 7‘.0 6‘.5 f;.O S‘.sz ( 5;.0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘.0 2‘.5 2‘.0
ppm

Figura 3.4 Expansdo do mapa de contornos HSQC (400 MHz) do complexo [Ag(MeH),]NO; (1) em
DMSO-ds.
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Figura 3.5 Expansdo do mapa de contornos HMBC (400 MHz) do complexo [Ag(PhH),]NOs (2) em
DMSO-d.
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Tabela 3.2 Atribui¢des, deslocamentos quimicos (d/ppm) dos sinais de 'H, 1*C, DEPT 135, constante de acoplamento H-H (J/Hz) ¢ deslocamento quimico induzido pelo metal
(6/ppm (Hz))? para as hidrazonas MeH, PhH ¢ pNO, ¢ seus complexos de prata em solucdo de DMSO-d.

Atribuicdes 'H MeH (€)] AdcL PhH 2) Adc.L pPNO2 AdcL
H2 7,76 (d, °J=3,8, 1H) 7,75 (d, °/=3,9, 1H) -0,01 7,80 (d, >/=3,5, 1H) 7,80 (d,%/=3,8, 1H) 0,00 7,80 (d, °J=3,7, 1H) 7,79 (d,°/=3.4, 1H)  -0,01
H3 7,18 (1H) * 7,20-7,17 (m, 1H) - 7,28 (d, */=3,5, 1H) 7,28 (d, /=38, 1H) 0,00 7,32 (d, *J=3,7, 1H) 7,32(d,*/=3,4, 1H) 0,00
H5 8,12/7,92 (s, 1H) 8,13/7,92 (s, 1H) 0,01/0,00 8,41 (s, 1H) 8,41 (s, 1H) 0,00 8,41 (s, 2H) 8,42 (s, 1H) 0,01
NH(6) 11,76/11,65 (s, 1H) 11,76/11,62 (s, 1H) 0,00/-0,03 12,25 (s, 1H) 12,25 (s, 1H) 0,00 12,50 (s, 1H) 12,49 (s, 1H) -0,01
H8 2,19/1,98 (s, 1H) 2,19/1,99 (s, 1H) 0,0/0,01 - - - - -
H9 - - - 7,92 (d, *J=7,0, 2H) 7,92 (d, *J=6,9, 2H) 0,00 8,15 (d, °J=8,5, 2H) 8,15(d,*/=8,4,2H) 0,00
H10 - - - 7,66-7,51 (m, 3H) 7,67-7,51 (m, 3H) - 8,36 (1 H) * 8,38 (d, "=8.4,2H) 0,02
Hll - - - 7,66-7,51 (m, 3H) 7,67-7,51 (m, 3H) - - -
H12 - - - 7,66-7,51 (m, 3H) 7,67-7,51 (m, 3H) - 8,41 (s, 2 H) 8,38 (d, /=8,4,2H)  -0,03
H13 - - - 7,92 (d, *=7,0, 2H) 7,92 (d, *J=6,9, 2H) 0,00 8,15 (d, *J=8,5, 2H) 8,15(d,°/~8,4,2H) 0,00
Atribui¢des °C Cl1 C2 C3 C4 C5 C7 C8 C9 C10 Cl11 C12 Cl13
MeH 151,76 114,84 {1} 114,34 {1} 151,34 133,64 {1} 172,25 21,67 {1} = = = = =
114,75 {1} 114,57{1} 130,64 {1} 166,24 20,00 {1}
8} 151,67 114,89 {1} 114,59 {1} 151,76 133,69 {1} 172,29 21,64 {1} - - - - -
114,66 {1} 114,34 {1} 130,68 {1} 166,17 19,99 {1}
Adc.L -0,07 0,05/-0,09 0,25/-0,23 -0,08 0,05/0,04 0,04/-0,07 -0,03/-0,01 - - - - -
PhH 151,74 115,22{1} 114,61 {1} 151,88 135,52 {1} NO® 132,79 127,77 {1} 128,53 {1} 132,13 {1} 128,53 {1} 127,774}
) 151,67 115,15 {1} 114,50 {1} 151,87 135,50 {1} NO 132,83 12775413 128,59 {1} 132,08 {1} 128,59 {1} 127N
Adc.L -0,07 -0,07 0,11 0,01 -0,02 - 0,04 -0,02 0,06 -0,05 0,06 -0,02
PNO, 151,36 115,87 {1} 114,53 {1} 152,02 136,62 {1} 161,88 138,39 129,32 {1} 123,72 {1} 149,48 123,72 {1} 129,32 {1}
3 151,25 115,85 {1} 114,45 {1} 152,00 136,68 {1} 161,87 138,33 129,20 {1} 123,61 {1} 149,40 123,61 {1} 129,20 {1}
AdcL 0,11 -0,02 -0,08 -0,02 0,06 0,01 -0,06 -0,12 0,11 0,08 0,11 0,12
10 r 10 NO*Jr
9 2
3o A §7éH i R 2 H79 ; \45 57 .
~ X\~ 3 P -
2 N\GT %NO WNI‘\’I\ v i) N
\ O\ ) ~ 1 g \ QIS \ )
1 AgO O,N O O,N - _
0 . NO; O, ASL Ne 2 _Ag NO
0N )‘\ \ \ TN \‘O 0 \ 3
B NN | \ 0-_NO, [ 0-_NO,
H N/N\/&J/ NN ]
H | ON i ]

[Ag(MeH),]NO; (1)

[Ag(PhH),NO;] (2)

[Ag(pNO,),INO; (3)

* ASc.1 (ppm) sdo obtidos subtraindo os deslocamentos quimicos do complexo pelo deslocamento quimico do ligante; ® NO= auséncia do sinal no experimento.Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto;
m = multipleto; {1}=DEPT 135. *= nio foi possivel distinguir a multiplicidade do sinal. A caracterizagdo dos ligantes foi comparada a literatura [1-2].
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Tabela 3.3 Atribuigcdes, deslocamentos quimicos (d/ppm) dos sinais de 'H, *C, DEPT 135, constante de acoplamento H-H (J/Hz) e deslocamento quimico induzido
pelo metal (6/ppm (Hz))? para as hidrazonas pHCl e oHCl ¢ seus complexos de prata em solugdo de DMSO-d.

Atribuigdes 'H pHCI @) AdcL oHClI 5) AdcL
H2 7,79 (d, °J=3,5, 1H) 7,80 (d, °J=3,8, 1H) 0,01 7,79/7,67 (d, *J=3,6 ¢ 2,6, 1H) 7,79/7,66 (d,°J=3.9 ¢ 3,8, 1H) 0,00/-0,01
H3 727 (d, *J=3,5, 1H) 7,28 (d, *J=3,8, 1H) 0,01 7,28/6,99 (d, *J=3,6 € 2,6, IH)  7,28/6,98 (d, >J=3,9 ¢ 3,8, 1H) 0,00/-0,01
H5 8,40 (s, 1H) 8,41 (s, 1H) 0,01 8,24/8,02 (s, 1H) 8,24/8,02 (s, 1H) 0,00/0,00
NH(6) 12,25 (s, 1H) 12,26 (s, 1H) 0,01 12,30 (s, 1H) 12,32/12,29 (s, 1H) -0,01
H9 7,91 (d, *J=7,0, 2H) 7,91 (d, *J=7,0, 2H) 0,00 - - .
H10 7,66-7,57 (m, 2H) 7,67-7,51 (m, 2H) - 7,61-7,45 (m, 4H) 7,60-7,43 (m, 4H) -
H11 - - - 7,61-7,45 (m, 4H) 7,60-7,43 (m, 4H) -
H12 7,66-7,57 (m, 2H) 7,67-7,51 (m, 2H) - 7,61-7,45 (m, 4H) 7,60-7,43 (m, 4H) -
HI3 7,91 (d, *J=7,0, 2H) 7,91 (d, *J=7,0, 2H) 0,00 7,61-7,45 (m, 4H) 7,60-7,43 (m, 4H) -
Atribuicdes °C Cl C2 C3 C4 C5 C7 C8 c9 C10 Cl1 Cl12 C13
pHCI 151,76 115,17 {1} 114,59 {1} 151,85 132,76 {1} NO 132,09 128,54 {1} 127,70 {1} 135,45 127,70 {1} 128,54 {1}
@) 151,56 11529 {1} 114,59 {1} 151,89 132,80 {1} NO 132.20 128,55{1} 127,77 {1} 135,58 127,77 {1} 128,55{1}
Adc-L -0,20 0,12 0,00 0,04 0,04 - 0,11 0,01 0,07 0,13 0,07 0,01
oHCl 151,46 115,70 {1} 114,95 {1} 152,02 13591 {1} 168,97 130,94 135,13 129,88 {1} 132,70 {1} 127,40 {1} 129,35 {1}
151,19 114,55 {1} 151,74 131,82 {1} 162,89 130,45 134,61 129,13 {1} 126,96 {1} 128,97 {1}
5) 151,37 115,69 {1} 114,50 {1} 151,96 135,87 {1} 168,87 130,87 134,97 1298241} 1316 4qy 1273541} 129201}
151,10 114,95 {1} 114,46 {1} 151,69 132,62 {1} 162,80 130,36 134,56 129,06 {1} ’ 126,90 {1} 128,90 {1}
AdcL -0,09 0.01 -0,45 -0,06 -0,04 -0,1 -0,07 -0,16 -0,06 0.94 -0,05 0,16
-0,09 - -0,09 -0,05 0,80 -0,09 -0,09 -0,05 -0,07 - -0,06 -0,07
— 12
13 1
5 H
ﬂ O N 7 8 10
OZN’l@/\ ) ON A\ \ Cl
Ag
NO
o \ o} 3 ? \ \ /\N§
N\ \ O (0]
NN O\ NO,
af T

[Ag(pHCI),INO; (4)

[Ag(oHCI),NO5] (5)

2 ASc. (ppm) sdo obtidos subtraindo os deslocamentos quimicos do complexo pelo deslocamento quimico do ligante; ® NO= auséncia do sinal no experimento.

Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; m =multipleto; {1}= DEPT 135. A caracterizagdo dos ligantes foi comparada a literatura [1-2].
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3.3 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho

Os principais modos vibracionais observados para os ligantes e complexos de prata(l)
podem ser encontrados na Tabela 3.4. As absor¢des atribuidas ao v(NH) na regido de 3136 a
3222 cnr! para as hidrazonas livres deslocam-se nos complexos para a regido de maiores
nimeros de onda (3187 a 3227 cm'!), indicando a complexa¢do da hidrazona neutra [11]. As
absor¢des na regido de 1543 a 1590 cm!, atribuidas ao v(C=N) das hidrazonas livres se
deslocam para 1557 a 1568 cm!, sugerindo que ocorre a coordena¢do da prata(I) pelo
nitrogénio azometinico [14,15].

Pavia et al. (2015) [16] descrevem os estiramentos da carbonila em amidas, nas quais
aparecem uma banda de intensidade forte na regido de 1680 a 1630 cnr!. Estes valores estdo
condizentes com as absor¢des da carbonila nas hidrazonas livres, que apresentam bandas na
regido de 1646 a 1686 cmr!. Essas bandas deslocam-se para 1646 a 1676 cnr! nos complexos,
corroborando com a complexacdo pelo oxigénio carbonilico [15].

De acordo com Barbosa (2007) [17] os estiramentos assimétrico e simétrico do grupo
NO2 apresentam uma banda de intensidade forte na regido de 1550-1510 cnr! e de 1380-1340
cmr!, respectivamente. Conforme Pavia et al. (2015) [16], o grupo NO2 (conjugado) apresenta
estiramento assimétrico e simétrico com intensidade forte na regido de 1550-1490 e 1355-1315
cmr!, nesta ordem. Estes valores estdo em concordancia com os dados obtidos para o grupo NO2
nos ligantes e complexos de prata.

Segundo Barbosa (2007) [17], o grupo NOs3™ apresenta uma banda larga na regido de
1410-1340 cnr!. Nakamoto (1986) [18] relata que o fon nitrato pode coordenar-se ao metal de
modo monodentado, bidentado simétrico e assimétrico e bidentado em ponte [10]. Os
estiramentos do ion NOs~ aparecem na regido de 1420 cm! a 1476 cmr!, mas pode haver
variacdo de acordo com o seu modo de ligagdo [19,20]. Dessa forma, novas absor¢des foram
observadas nos espectros de infravermelho dos complexos na regido de 1348 a 1395 cm’!,
indicando a presenca do nitrato. Na Figura 3.6 sdo apresentados os espectros de infraverme lho
obtidos para a hidrazona pHCI e o complexo de [Ag(pHCI)2]NO3 (4). Os demais espectros de

mfravermelho dos ligantes e dos complexos encontram-se no Anexo.
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Tabela 3.4 Atribuigdo das principais absor¢des na regido do infravermelho (cm™) para as hidrazonas e
seus complexos de prata(I) em pastilhas de KBr (4000-400 cm!).

Composto v(NH) v(C=N) v(C=0) vis(NOy)  vi(NOy) v(NO3)
MeH 3136 m 1590 m 1686 F 1474 F 1351 F -
[Ag(MeH)2]NO3 (1) 3187 m 1557 F 1658 F 1479 F 1375 F 1348 F
PhH 3218 f 1543 m 1646 F 1508 F 1353 F -
[Ag(PhH)>NO3] (2) 3226 f 1568 m 1646 F 1522 F 1353 F 1394 F
pNO2 3207 f 1563 m 1673 F 1524 F 1350 F -
[Ag(pNO2)2]NOs3 (3) 3210 m 1566 m 1676 F 1520 F 1278 F 1352 F
pHCI 3227 f 1543 m 1647 F 1509 F 1354 F -
[Ag(pHCI)2INO3 (4) 3227 f 1568 m 1646 F 1523 F 1350 F 1395 F
oHCI 3199 m 1567 F 1679 F 1480 F 1350 F -

[Ag(oHCD)2NO3] (5) 3196 m 1562 F 1676 F 1472 F 1292 F 1350 F
Intensidades das bandas: (F) = forte; (m) =média; (f)= fraca.

[Ag(pHCI)2]NO3
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Figura 3.6 Espectros no infravermelho do complexo [Ag(pHCI),]NO; (4) (vermelho) e o ligante pHCI
(preto).

3.4 Analise estrutural de difracdo de raios X por monocristal

Monocristais adequados para andlise de difragdo de raios X dos ligantes MeH, pNOz e
pHCIl e dos complexos [Ag(MeH)2]NOs3 (1), [Ag(PhH)2NO3] (2) e [Ag(oHCI)2NO3] (5) foram
obtidos em temperatura ambiente a partir da evaporagdo da dgua maie procedente das sinteses.

Apesar dos ligantes estarem descritos na literatura, as estruturas cristalograficas sdo néditas. A
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discussdo das analises estruturais dos ligantes serd inicialmente apresentada, seguida pelos

complexos.

3.4.1 Analise estrutural de difragdo de raios X por monocristal das hidrazonas

As hidrazonas MeH, pNO:z e pHCl cristalizaram-se no sistema monoclinico apresentando
grupo espacial P2i/c. A hidrazona MeH cristalizou-se com uma molécula do composto na
unidade assimétrica. O ligante pNO: cristalizou-se com uma molécula do composto, uma
molécula de DMSO euma molécula de 4gua e o ligante pHCI cristalizou-se com uma molécula
do composto e uma molécula de agua na unidade assimétrica (Figura 3.7). A célula unitaria
possui quatro féormulas moleculares (Z = 4) para todas as hidrazonas. Nas Figuras 3.8, 3.9 e
3.10 estao mostradas as projecdes da célula unitaria nos eixos cristalograficos a, b e c. Os dados

da coleta e refinamento das estruturas estdo resumidos na Tabela 3.5.

)

A/\ c; _\u, (MeH)

& 7
(pHC))

Figura 3.7 Representacdo ORTEP das unidades assimétricas dos compostos MeH, pNO, e pHCl com
elipsoides representando 50% de probabilidade.
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Tabela 3.5 Dados relacionados a coleta, resolucdo e refinamento dos compostos dos ligantes.

Composto MeH pNO, pHCI
Férmula quimica C,H,;N;0, C,H(N;05Cl1 C,H,(N;0;5Cl
Massa molecular / g mol! 197,16 311,68 311,68
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P2,/c P2,/c P2,/c
a/A 13,585(1) 10,8939(7) 10,8939(7)
b/A 7,8364(5) 11,7375(4) 11,7375(4)
c/A 8,3201(7) 11,6194(8) 11,6194(8)
a=y/° 90,000 90,000 90,000
B/° 102,760(8) 113,559(8) 113,559(8)
V/A3 863.,9(1) 1361,90(16) 1361,90(16)
Temperatura / K 293(2) 293(2) 293(2)

Z 4 4 4
Deac / g cm® 1,516 1,520 1,520
Tamanho do cristal / mm 0,11 x 0,25 x 0,26 0,16 x 0,33 x 0,71 0,16 x 0,33 x 0,71
WMo Ka) / cm'! 0,127 0,153 0,153
Reflex6es medidas / 21709 / 2326 35206 / 3681 35206 / 3681
Rin 0,0306 0,0372 0,0372
Reflexdes observadas 1624 2844 2844
[F,2>20(F,2)]

Parametros refinados 127 190 190
Rops [Fo>20(F,)] 0,0550 0,0439 0,0439
Ray 0,0830 0,0609 0,0609
WR b [Fo>>20(F, )?] 0,1460 0,1030 0,1030
wR 0,1628 0,1106 0,1106

S 1,057 1,070 1,070
RMS /e A3 0,049 0,037 0,037

Todas as hidrazonas cristalizaram-se na conformagdo E em relagdo a ligagdo C3-N2

(MeH), C5-N2 (pNO2) e C8-N2 (pHCI), a qual ¢ observada para as hidrazonas derivadas de

aldeidos [7,21,22]. A estabilidade de MeH ocorre principalmente devido a ligacdo de
hidrogénio intramolecular C1-H1A---N2 (d[C1--"N2] =2,7680(2) A). As distancias de ligacdo
04-C6-N3-N2-C5 sugerem deslocalizacdo de elétrons (Tabela 3.6). A molécula possui alta

planaridade de acordo com o angulo igual a 1,6(2)° entre os planos de minimos quadrados

formados pelo anel de furano e pelo esqueleto de hidrazona.
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(a) (b) (©

Figura 3.8 Célula unitaria do cristal MeH ao longo a) do eixo a, b) do eixo b e ¢) do eixo c.

Figura 3.9 Célula unitaria do cristal pNO, ao longo a) do eixo a, b) do eixo b e ¢) do eixo c.

(@) (b) ©

Figura 3.10 Célula unitaria do cristal pHClao longo a) do eixo a, b) do eixo b e c¢) do eixo c.
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Tabela 3.6 Distincias e angulos de ligacdo selecionados para os ligantes MeH, pNO, e pHCL

Composto Distancia de ligacio / A
C2-01 1,226(2) N3-03 1,211(2)
MeH C2-N1 2,603(2) N3-04 1,228(2)
NI1-N2 1,361 (2)
N2-C3 1,273 (2)
C1-N1 1,425(6) N3-Co6 1,357(4)
N1-0O1 1,229(5) C6-04 1,218(4)
PNO: N1-02 1,211(5) C10-N4 1,472(5)
C5-N2 1,279(5) N4-05 1,211(5)
N2-N3 1,374(4) N4-06 1,216(4)
C12-N3 1,417(2) N2-N1 1,369(2)
pHCI N3-04 1,229(2) N1-C7 1,357(2)
N3-03 1,225(2) C7-01 1,219(2)
C8-N2 1,272(2) C1-Cl 1,738(2)
Composto Angulo de ligagio /°
Cl1-C2-01 107,36(5) N2-C3-C4 130,70(6)
MeH N1-C2-01 129,08(6) C7-N3-03 145,41(6)
C2-N1-N2 66,79(6) C7-N3-04 95,28(6)
N1-N2-C3 95,28(6) 03-N3-04 130,70(6)
CI-N1-01 116,0(5) C7-C6-04 121,8(3)
C1-N1-02 119,0(4) 05-N4-06 123,4(4)
PNO: OI1-N1-02 124.9(5) C10-N4-05 118,3(3)
C5-N2-N3 115,1(3) C10-N4-0O6 118,3(4)
N2-N3-C6 117,5(3) C4-C5-N2 1204(3)
N3-C6-04 122.4(3) C7-C6-N3 115,8(3)
C8-N2-N1 115,88(12) C12-N3-03 117,04(13)
N2-N1-C7 117,56(11) C12-N3-0O4 118,42(13)
pHCI N1-C7-0O1 121,60(13) C9-C8-N2 119,99(13)
C4-C7-01 121,53(13) C4-C7-N1 116,87(12)
03-N3-04 124,54(15)

A molécula de dgua presente na estrutura forma ligagdes de hidrogénio com o ligante e
com a molécula de DMSO da rede cristalina da hidrazona pNO2. As iteragdes de hidrogénio
formam uma rede unidimensional (Figura 3.11a) aolongo do eixo cristalografico b. Além dessa
mteracdo, o soOlido também ¢ estabilizado por interagdes de empacotamento w (Figura 3.11b)

entre os anéis aromaticos de moléculas do ligante ao longo do eixo cristalografico a, cuja
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distAncia centroide-centroide ¢é de 3,744 A. Interagdes mais fracas do tipo CH---O e NH:--O
entre as moléculas do ligante e CH:--O com as moléculas de DMSO e o ligante formam o

arranjo tridimensional do cristal (Figura 3.12).

v av S|

b)

Figura 3.11 a) Ligacdes de hidrogénio formando uma rede unidimensional no cristal pNO,. b) Interacao
de empacotamento 1 observada entre os anéis aromaticos do ligante.

Figura 3.12 Interagdes fracas do tipo CH---O e NH---O presentes no cristal pNO,.

Para a hidrazona pHCI, as distAncias de ligagio C7=01 e C8=N2 sio 1,219(2) A e

1,272(2) A, respectivamente, como esperado para ligagdes duplas. No entanto, as distAncias de
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ligagdes para N2-N1[1,369(2) A] e N1-C7[1,357(2) A] sdo intermedirias entre o carater de
ligacdo simples [N-N; 1,45 A e C-N; 1,47 A] e ligagdo dupla [N=N; 1,25 A e C=N; 1,28 A]
devido a deslocalizagdo de elétrons m ao longo da cadeia [23-25]. Estruturas cristalinas de
hidrazonas para substituidas mono-hidratadas sao relatadas na literatura [22]. A estrutura
molecular da hidrazona pHCI ¢ proxima a planar e a presenga de fortes e fracas ligagdes de
hidrogénio intermoleculares por intermédio da molécula de agua [d(N1---O5%) = 2,881(2) A e
ANI1-Hln:--05%) = 171°; d(05---01%) = 2,888(2) A e A(O5-H5a---O1%) = 144°; d(O5---N2%)
=3,034(2) A e A(O5-H5a---N27) = 143° ¢ d(05---027%) = 3,012(1) A° e A(O5-H5b---027) =
145°] (operagdo de simetria: i (x, 1,5 -y, -%2+ z) i (x, -1 +y, z)) (Tabela 3.7), justificam a
estabilizacdo da configuragdo E em relacdo a ligacdo C8=N2 (Figura 3.13).

Figura 3.13 Liga¢des de hidrogénio formando uma rede unidimensional no cristal pHCI.

Tabela 3.7 Geometria das ligacdes de hidrogénio nos ligantes MeH, pNO, ¢ pHCL

Composto D-H---A D-H/A H--A/A D---A/A D-H---A/°
N1-Hln:--O1l’ 0,900 1,970 2,853(2) 164,00
MeH Cl-Hla---N2 0,96 2,290 2,768(2) 110,00
C3-H3---01 0,95 2,470 3,230(2) 136,00
C5-H5---03" 0,93 2,530 3,439(3) 167,00
C6-H6---04'" 0,93 2,380 3,251(3) 156,00
N3-H3n:--07 0,81 2,060 2,865(4) 169,00
07-H7a---0¥ 0,73 2,220 2,916(5) 162,00
pNO, 07-H7b:--04" 0,91 2,010 2,895(4) 165,00
O7-H7b---N2" 091 2,580 3,158(4) 122,00
C5-H5a---07 0,98 2,510 3317(5) 139,00
C5-H5a---08' 0,98 2,430 3,308(5) 148,00
NI-Hln---O5' 0,86 2,030 2,881(2) 171,00
pHCI 05-H5a---01" 0,82 2,190 2,888(2) 144,00
05-H5a---N2" 0,82 2,340 3,034(2) 143,00
05-H5b---02" 0,77 2,350 3,012(1) 145,00

Cédigos de simetria: MeH=i (1 -x,- 2+ y,-%-2);ii (x,1 +y,2);iii(-x,%2+y, 2a-2); pNO2=i(l -x,1-y,1
-2), 00 (x, 1 +y,2); pHCl= i (x, 1,5 -y, V2 + 2); @i (x, -1 +y, 2).
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3.4.2 Analise estrutural de difracdo de raios X por monocristal dos complexos de prata

O ifon prata(I), com configuracdo eletronica d'°¢é um 4cido macio de Lewis, possui uma
esfera de coordenacgdo relativamente flexivel e pode exibir complexos com diversos tipos de
geometria de coordenacdo, tais como lnear, trigonal plano, tetraédrica, pirramidal quadratica e
octaédrica, com varios graus de distor¢des [26,27]. A prata(I) tem preferéncia geral para formar
ligagdes com atomos doadores de elétrons na ordem S>N>O [28]. Maiores numeros de
coordenacdo sdo bastante raros, e em geral complexos de prata(l) hexacoordenados estdo entre
0s mais raros na literatura [26,29]. O resumo dos dados coletados para os trés complexos, bem
como os refinamentos das estruturas estdo dispostos na Tabela 3.14.

No complexo [Ag(MeH)2]NO3 (1), o ion prata(I) encontra-se em um arranjo octaédrico
distorcido, ligado a duas hidrazonas neutras, pelo sistema N,O(iminico), € uma interagdo com
o oxigénio do furano, apresentando também na estrutura o NO3~ como contra ion (Figura 3.14).
O complexo [Ag(MeH)2]NO3 (1) cristalizou-se no sistema triclinico com grupo espacial P 1 ¢
Zigual a2, possuindo duas formulas moleculares por célula unitiria. Os dois ligantes adotaram
a conformacdo EFE em relagdo as ligagdes C12-N5 e C5-N2. A comparagdo das distancias de
ligacdo em MeH e no complexo (1) revelou que o esqueleto da hidrazona apresentou valores
semelhantes e manteve a caracteristica de deslocalizagdo eletronica apds a complexacao

(Tabela 3.8).

Figura 3.14 Diagrama Mendeley do complexo [Ag(MeH),]NO; (1) com elipsoides térmicas
representados a um nivel de probabilidade de 50 %. Interagdes Agl---O sdo mostradas usando a linha
verde.

O modo de coordenacdo permite a formacao de dois anéis quelantes de cinco membros,
nos quais os angulos quelatos N2-Agl-O4 e N5-Agl-O8 sdo 69,66(5)° e 69,71(5)°,
respectivamente. O complexo apresenta angulos trans N2-Agl-N5 e O4-Agl-O8 com valores
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de 142,02(5)° e 122,94(5)° e angulos cis N2-Agl-O8 e N5-Agl-04 130,53(5)° e 131,76(5)°.
Além disso, duas interagdes intramoleculares foram observadas entre os atomos de oxigénio de
furano e prata(I), com d[Ag---03] =2,9806(13) A e d[Ag--O7] =2,9805(14) A (Figura 3.14).
O metal também apresentou uma interagdo com o atomo C3 do anel furano de uma molécula
vizinha, com d[Agl---C3] =3,391 (2) A.

O complexo [Ag(MeH)2]NOs3 (1) apresenta as distincias de ligagdo Agl-O4 [2,378(7) A],
Agl-08 [2,406(1) A], Agl-N2 [2,313(1) A] e Agl-N5 [2,332(1) A], o que permite a formacio
de dois anéis quelantes de cinco membros similares aos relatados na literatura [30,31]. Essas
distancias também sdao menores que a soma dos raios de van der Waals dos atomos de Ag e O
(3,24 A) e dos atomos de Ag e N (3,27 A) indicando um forte carater covalente dessas ligagdes
[32]. As distancias de ligagdes Ag-O e Ag-N de [Ag(MeH)2]NOs3 (1) sdo menores que
encontradas para o complexo [Ag(oHCI)>NOs] (5), nas quais estdo entre 2,517(2) A e 2,383(2)
A, respectivamente, o que mostra que o complexo [Ag(MeH)2]NOs (1) apresenta ligacio Ag-
ligante com maior carater covalente. Além disso, as distincias de ligagio N5-C12[1,283(3) A],
N2-C5[1,283(3) A], C13-08 [1,229(2) A] e C6-04[1,229(2) A] indicam um forte carater de
ligacao dupla, mesmo apos a complexagdo do ligante com a prata(I). No entanto, as distdncias
de ligacio N6-C13[1,356(3) A], N3-C6[1,356(3) A], N2-N3[1,373(2) A] e N5-N6[1,373(2)
A] sdo intermediarias entre o carater de ligacio dupla (N=N; 1,25 A e C=N; 1,28 A) e simples
(N-N; 1,45 A e C-N; 1,47 A), justificado pela deslocalizagio de elétrons 7 ao longo da cadeia
da hidrazona [23,25].

Tabela 3.8 Distdncias ¢ angulos de ligacdo selecionados da esfera de coordenacdo do composto
[Ag(MeH),INO; (1).

Distancia de ligacdo / A
Agl-N2 2,313(1) Agl-04 2.378(7)
Agl-N5 2,332(1) Agl-08 2,406(1)
08-C13 1,229(2) N2-C5 1,283(3)
04-C6 1,229(2) N5-N6 1373(2)
N5-C12 1,283(3) C6-N3 1,356(3)
N2-N3 1373(2) C13-N6 1,356(3)
N1-01 1,220(2) N4-05 1,222(2)
Agl---03 2,9806(13) N1-02 1,228(2)
Agl---07 2,9805(14) N4-06 1,227(2)
Angulo de ligagdo / °

04-Agl-08 122,94(5) 04-Agl-N2 69,66(5)
04-Agl-N5 131,76(5) 08-Agl-N2 130,53(5)
08-Agl-N5 69,71(5) N5-Agl-N2 142,02(5)
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Na Figura 3.15 sdo apresentadas as ligagdes de hidrogénio do tipo N-H:--O para o
complexo [Ag(MeH):]NO3 (1). Pode-se observar que a conforma¢do do empacotamento
cristalino ¢ mantida pelas mteragdes mtermoleculares do tipo N-H:---O, envolvendo o oxigénio
do ion NO3 [d(N6---O11%)= 3,053 A e AIN6-H6---O11)= 161°], [d(N3---O111)=2,966 A e
AN3-H3---0111)=163°], o que permite explicar o efeito de distor¢do na estrutura do complexo
[Ag(MeH)2]NO3 (1) (Tabela 3.9) [30].

A

a
> ~N N A ~ ~
g @?\\" %«/\ ' %,(\ " '%;?‘“b

'\/\ NS - r{l\, ' ,{L\
o
N ‘ H12 > \ 4\ H
B B ~ 6N 011 N ~ 7 )/%
Figura 3.15 Ligacodes de hidrogénio intermolecular na estrutura do cristal do complexo (1).

Tabela3.9 Parametros para as ligagdes de hidrogénio classicas e nio classicas (A, °) do [Ag(MeH),]NO;
(@).

Distancia (A) Angulo (°)

D—H -4 D—H H A DA D—H - A
N6—H6: - - Ol 0.86 2.13 2.9660 (1) 161
N3—H6 - - - O11f 0,86 2,23 3,0531 (1) 163
CI10—HI0 - - - O4iii 093 2,57 3,0600 (1) 113
C5—H5---08"Y 093 2.57 30582 (1) 113

Operadores de simetria: (i) -x, -y, 1 -z (i) 1-x 1-y,1-7z (i) 1-% -y,2-7 (iv)1-% -y,1 -z

Na estrutura do complexo [Ag(PhH):NO3] (2) o ifon prata estd pentacoordenado,
apresentando geometria piramidal quadratica levemente distorcida. O centro metdlico estd
ligado a duas moléculas neutras de hidrazonas pelos dtomos de N2 (nitrogénio azometinico) e
O1 (oxigénio carbonilico) atuando como ligantes bidentados e um jon nitrato coordenado
monodentado a prata pelo atomo de oxigénio (Figura 3.16). Os dois ligantes no complexo
adotaram a conformacdo EFE associada a rotagdo na ligagdo C=N. O complexo [Ag(PhH)2NO3]
(2) cristalizou-se no sistema triclinico com grupo espacial P 1 ¢ Z igual a 2, possuindo duas
formulas moleculares na célula unitaria (Figura 3.17). E importante ressaltar que o complexo

apresenta estrutura no estado solido diferente do observado em solugdo. Isso pode ser
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corroborado pelos dados de condutividade molar, que sugerem a presenga de um composto
ibnico, com o nitrato como contra ion. Essas caracteristicas diferentes nos dois estados da
matéria podem ser explicadas pela interacdo observada entre o atomo de prata(I) e o oxigénio
do nitrato. A interagio Ag-O5 (d[Ag-O5] = 2,609 (2) A) foi maior do que a média da ligagio
Ag-0 (2,322 (2) A) no ligante quelato, o que pode explicar a formagdo de espécies idnicas em
solugdo devido & quebra da ligagdo Ag-O (Tabela 3.10).

um nivel de 50% de probabilidade.

As distancias de ligagdo Ag-N e Ag-O para o complexo [Ag(PhH):NOs3] (2): Ag-N2
[2,570(2) A], Ag-N6[2,561(2) A], Ag-O1 [2,321(2) A], Ag-08 [2,323(2) A], e Ag-O5 (NO3")
[2,609(2) A] sdo similares aos complexos com mesma geometria relatados na literatura [33—
35]. Além disso, as distancias de ligagdo N2-C8[1,279(3) A], N6-C20 [1,277(3) A], O1-C7
[1,227(3) A] e O8-C19[1,226(3) A] sugerem um forte carater de ligacio dupla. Ademais, as
distancias de ligacio N2-N1[1,365(3) A], N5-N6[1,369(3) A], N1-C7[1,348(3) A] e N5-C19
[1,352(3) A] sdo intermedidrias entre o cariter de ligacdo dupla [N=N; 1,25 A e C=N; 1,28 A]
e simples [N-N; 1,45 A e C-N; 1,47 A}, justificado pela deslocalizacdo de elétrons m ao longo
da cadeia da hidrazona [23,25].

Os angulos cis O1-Ag-O5 [88,82(8)°], O1-Ag-N2 [67,40(6)°], O1-Ag-N6 [113,87(6)°],
e os angulos trans O1-Ag-O8 [167,19(8)°], N2-Ag-N6 [177,05(6)°] indicam uma geometria

piramidal quadratica distorcida (Tabela 3.10). Complexos de prata(I) com mesma geometria
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sdo encontrados na literatura [33—35]. Na Figura 3.17 ¢ apresentada a célula unitiria do cristal

[Ag(PhH)2NO3] (2) ao longo dos eixos a, b c.

Tabela 3.10 Distancias e angulos de ligacdo da esfera de coordenacdo do ion Ag* no composto
[Ag(PhH),NO;] (2).

Distancia de ligacdo / A

Ag-Ol 232100) AgN2 257000)
Ag-05 2.609(2) Ag-N6 2561(2)
Ag-08 2323(2)
Angulo de ligagio /°
O1-Ag-05 83.82(8) 05-Ag-N6 7099(7)
01-Ag-08 167,19(8) 08-Ag-N2 83,75(6)
01-Ag-N2 67.40(6) 08-Ag-N6 66,69(6)
O1-Ag-N6 113,87(6) N2-Ag-N6 177,05(6)
05-Ag-08 103,07(7) 05-Ag-06 45,00(6)
05-Ag-N2 111,86(8) N4-05-Ag 104,73(6)
/ >
- Van
) v/
= \ /[
al i B
/_()J )
A I
\.“J Q
/ 7

Figura 3.17 Célula unitaria do complexo [Ag(PhH),NOs] (2) ao longo a) do eixo a, b) do eixo b e ¢) do
eixo c.

O composto [Ag(PhH)2NOs3] (2) ¢ estabilizado por ligacdes de hidrogénio entre o ion
nitrato e o atomo de prata formando uma rede unidimensional mostrada na Figura 3.18. A
conformacdo do empacotamento da rede cristalina ¢ mantida por interacdes intermoleculares
do tipo N-H---O: [d(N1---O6%)= 2,831(3) A e A(N1-Hln:--06%)= 160(3)°] e [d(N5---O5%)=
2,887(4) A e A(NS5S-H5n--O5%)= 155(3)°] (Tabela 3.11). Alkm disso, interacdes de
empacotamento 7+ m estdo presentes como mostrado na Figura 3.19, cuyjas distancias
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centroide-centroide sdo iguais a 3,756 ¢ 3,988 A, entre os anéis furano e fenil respectivamente,

auxiliando também na estabilizacdo da rede cristalina [10,36]. Esse tipo de interagdo

desempenha papel importante em sistemas biologicos,

como estabilizagdo de proteinas,

empacotamento dos pares de bases do DNA e interagdes farmaco-receptor [37].

Figura 3.18 Ligacoes de hidrogénio formando uma rede unidimensional no complexo [Ag(PhH),NO;]

).

Tabela 3.11 Geometria das ligacdes de hidrogénio no composto [Ag(PhH),NO;] (2).
D-H---A D-H/A H---A/A D---A/A D-H---A/°
NI1-Hln:--O6' 0,81(3) 2,06(3) 2,.831(3) 160(3)
N5-H5n:--05" 0,79(3) 2,15(3) 2,887(4) 155(3)

Codigos de simetria: i (1 -x,1-y,-2)ii(-x,2-y,-2)

Figura 3.19 (a) redes 1-D por ligagdes de hidrogénio e (b) interagcdes - -1 no complexo [Ag(PhH),NO;]
(2). Os atomos de hidrogénio em (b) foram removidos para clareza.

Na estrutura do complexo [Ag(oHCI)2NOs] (5), o ion prata estd hexacoordenado, ligado

a duas moléculas neutras de hidrazonas pelos dtomos de N2 (nitrogénio azometinico) e O1

(oxigénio carbonilico) e um ion nitrato coordenado pelos dois atomos de oxigénio, ambos
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atuando como ligantes bidentados (Figura 3.20). Os atomos doadores da hidrazona estdo
localizados numa configuragdo trans. Todos os angulos e distancias de ligacdes estdo em sua
faixa descrita na literatura [38] (Tabela 3.12). O complexo [Ag(oHCI)2NO3] (5) cristalizou-se
no sistema monoclinico com grupo espacial C2/c e Z igual a 4, possuindo quatro formulas
moleculares na célula wunitdria  (Figara 3.21). Além disso, as hidrazonas apresentam
configuragdo EE em relagdo a ligagdo C=N, corroborando com a RMN de 'H, o qual apresenta

configuracdo E majoritdria em solugao.

\/\

Figura 3.20 Representagio ORTEP do complexo [Ag(oHCI),NO;] (5) com elipsoides representadas
com um nivel de 50% de probabilidade. Codigo de simetria i(1-x, y, 2 -z).

O complexo apresenta distdncias de ligagdo Ag-Ol1 (L), Ag-N2 (L) e Ag-O5 (NO3")
diferentes entre si, cujos valores sio 2,517(2), 2,383(2) e 2,603(2) A, respectivamente. A
prata(l) estd hexacoordenada, com dois anéis quelatos de cinco membros com a hidrazona e um
anel quelato de quatro membros com o nitrato, similares aos relatados na literatura [38—40].
Essas distdncias sdo significativamente menores que a soma dos raios de van der Waals dos
dtomos de Ag e do O (3,24 A) e dos 4tomos de Ag e N (3,27 A), indicando um forte carater
covalente dessas ligagdes [32]. Comprimentos de ligacdo entre prata(I) e o 4tomo doador
maiores que 2,70-2,72 A sdo consideradas interagdes fracas [30].

Em um complexo octaédrico perfeito, o angulo entre os dtomos doadores cis devem ser
de 90°, enquanto o angulo entre os dois atomos doadores trans devem ser de 180°. Os angulos
01-Ag-N2[66,79(6)°], O1-Ag-N21[66,79(6)°] € O5-N4-O5[115,1(3)°] e os angulos trans N2-
Ag-N2i [145,41(6)°] e O1-Ag-O1' [118,91(5)°] indicam que o complexo ndo apresenta uma

geometria octaédrica regular. Esses dados indicam uma geometria intermedidria entre um
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octaédrico e um prisma trigonal ao redor do centro metdlico, em que o ligante hidrazona
representa a base do prisma trigonal distorcido e os dois 4&tomos de oxigénio do nitrato a parte
de cima da base. Complexo de prata(I) com estrutura semelhante ¢ descrito por Soliman et al.
(2017) [26].

Young e Hanton (2008) [30] mencionam um complexo de prata(I) hexacoordenado,
publicado por Nasielski et al. (1988) [41] em que esses ultimos autores atribuem a geometria
de coordenacdo quadratica plana altamente distorcida, atribuida ao ion nitrato, o responsavel
pelo desvio da coplanaridade. O complexo possui duas ligacdes longas e duas curtas a dois
ligantes cristalograficamente independentes [2.337(5)-2.570(4) A]. Nasielski et al. (1988) [41]
sugerem que as ligagdes Ag-O(NO3") [2,541(10) A] e [2,656(16) A] sdo muito longas para
serem consideradas covalentes e muito curtas para serem independentes. No entanto, Young e
Hanton (2008) [30] consideram que o complexo possui interacdo bastante significativa entre a
prata(I) e o ion nitrato e deve ser descrito como hexacoordenado e ndo pseudo-quadratico
planar. Essa abordagem corrobora com a estrutura do complexo relatado aqui, em que o
[Ag(oHCI)2NOs] (5) apresenta geometria entre um octaé¢drico e um prisma trigonal distorcido.

Nas Figuras 3.21 e 3.22 s3o mostradas a célula unitdria do cristal [Ag(oHCI)2NO3] (5) ao
longo dos eixos a, b e ¢ e a ligacdo de hidrogénio do tipo NH---O, nesta ordem. As interacdes
intermoleculares de hidrogénio [d(N1---O5%)= 2,795(3) A e A(N1-Hln---O5" )= 160(2)°]
(Tabela 3.13) envolvem o atomo de oxigénio do nitrato, o que permite manter a rede do
empacotamento cristalino (Figura 3.22). Interagdes intramoleculares também estdo presentes,
tais como [d(O5---04)= 3,018 A], [d(Cl---O1)= 2,877 A] e [d(O5---N1)= 2,795 A]. Ademais,
as distancias de ligagdo O1-(C=0) e de N2-C8 no complexo [Ag(oHCI2NO3] (5) sdo de
1,217(2) A e 1,278(3) A, indicando um forte carater de ligacio dupla [23].

Tabela 3.12 Distincias e angulos de ligacdo da esfera de coordenacdo do ion Ag" no composto
[Ag(oHCI)LNO;] (5).

Distancia de ligagdo / A

Ag-O1 2,517(2) Ag-N2 2,383(2)
Ag-05 2,603(2)
Angulo de ligacdo / °©

O1-Ag-O5 107,36(5) 05-Ag-N2' 130,70(6)
O1-Ag-05 129,08(6) N2-Ag-N2' 145,41(6)
O1-Ag-N2 66,79(6) N2-Ag-OT' 95,28(6)
O1-Ag-N2' 95,28(6) N2-Ag-O5' 130,70(6)
Ol1-Ag-Ol’ 118,91(5) Ol'-Ag-05 107,36(5)
05-Ag-Ol’ 129,08(6) Ol'-Ag-N2 66,79(6)
05-Ag-05 47.93(5) O5'-Ag-N2' 83,75(6)
05-Ag-N2 83,75(6)
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Tabela 3.13 Geometria da ligacdo de hidrogénio no composto [Ag(oHCI),NO;] (5).
D-H---A D-H/A H---A/A D---A/A D-H---A/°
N1-H1n---O5* 0,81 2,023 2,795(3) 160(2)

Codigo de simetria: ii (1 - x,-y, - z)

Figura 3.22 Ligacdo de hidrogénio do tipo NH:--O no complexo [Ag(oHCI),NOs] (5).
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Tabela 3.14 Dados cristalograficos dos complexos [Ag(MeH),]NO; (1), [Ag(PhH),NO;] (2) e

[Ag(oHCI),NO;] (5).
Cristal [Ag(MeH),]NO; [Ag(PhH),]NO; (2) [Ag(oHCI);NO;]
Formula quimica Ci4H 4AgN;Oy, CyuH7N;O1Ag  CyH 6N;O;,AgCl,
Massa molecular / g mol! 564,19 687,31 75721
Sistema cristalino Triclinico Triclinico Monoclinico
Grupo espacial P1 P1 C2/c
alA 94931 (3) 8,2579(4) 29.914(2)
b/A 10,3568 (4) 11,4431(5) 7,9485(4)
c/A 11,7364 (5) 14,9423(6) 13,3434(9)
o 102,956 (3) 85,264(4) 90,000
B/° 105,619 (3) 74,357(4) 121,288(10)
y/° 104,950 (3) 83,976(4) 90,00
V/A3 1018,0 (7) 1350,01(11) 2711,3(4)
Temperatura / K 150(2) 293(2) 293(2)
V4 2 2 4
D/ g cm® 1,839 1,691 1,855
Tamanho do cristal / mm 0.06 x 0.07 x 0.21 0,05 x 0,10 x 0,06 x 0,10 x 0,40
u(Mo Ka) / cm! 1,07 0,821 1,017
Reflexdes medidas / tnicas 13274 / 4944 17885 / 6543 28136 / 3611
Rint 0,033 0,0342 0,0799
Reflexdes observadas 4308 4603 2701
Parametros refinados 298 404 213
Rops [Fo>20(F,)] 0,027 0,0458 0,0335
WR s [Fo?>20(F,)?] 0,060 0,1159 0,0742
S 1,05 1,032 0,980

3.5 Andlises de superficies de Hirshfeld

As interagcOes intermoleculares nas estruturas cristalinas foram estudadas no MeH e nos

complexos [Ag(MeH)2]NOs3 (1) e [Ag(PhH)2]NO3 (2) por meio da superficie de Hirshfeld e dos

graficos de impressoes digitais 2D, obtidos usando o software CrystalExplorer 17.5.

As distdncias mais curtas que a soma dos raios de van der Waals sdo indicadas em

vermelho, os contatos com distdncias iguais a soma dos raios de van der Waals sdo indicados

em branco e os contatos com distAncias maiores que os raios de van der Waals sdo representados

em azul. Em MeH, a area vermelha mtensa proxima a H1 e O1 ¢ atribuida as ligagdes de

hidrogénio intermoleculares classicas N-H---O (Figura 3.23-a). Duas pequenas manchas

vermelho-claras proximas aos nitrogénios e os carbonos do anel furano conectam as moléculas

vizinhas através das mteragdes C-H:--O. Essas mteragdes sdao observadas como dois picos para

as interacdes H:--O /O---H no grafico de impressdo digital 2-D na Figura 3.24 (primeira linha).

No complexo (1), uma mancha vermelha mntensa e duas manchas vermelho-claras proximas ao
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esqueleto da hidrazona foram associadas as ligagdes de hidrogénio intermoleculares C-H---O e
N-H:--O entre o complexo e o0 oxigénio do nitrato O10e O11. Outra mancha vermelha préxima
ao carbono furano-C2 estava relacionada a interagdo C-H--*O com o oxigénio nitrato-O9
(Figura 3.23-b). No complexo (2), duas manchas vermelhas intensas foram observadas. Essas
interacdes foram associadas as ligagdes de hidrogénio classicas de N-H---O. Além disso, duas

manchas vermelho-escuras perto do carbono furano e o oxigénio nitro e outro proximo ao fenil

conectam complexos adjacentes através de interacdes C-H:--O (Figura 3.23-c).

Figura 3.23 Superficie de Hirshfeld para (a) MeH, (b) complexo (1) e (¢) complexo (2) mapeado sobre
dnorm -0.600 to +1.200 a.u.

Os contatos O-~*H / H:*O foram os mais predominantes em todas as trés superficies de
Hirshfeld com 50,9 % para MeH, 49,0 % para complexo (1) e 45,6 % para complexo (2) (Figura
3.24-TI). A segunda e terceira contribuicdes predominantes para a superficie total de Hirshfeld
foram as iteragoes H--H e C---H/H--C. No complexo (1), as mteracdes Ag-C/C--Ag
corresponderam a 2,5 %. A geometria da pirdmide quadrada distorcida e o grupo fenila
substituinte R2 no complexo (2) permitiram interacdes m---m entre os anéis furano-furano e os

an¢is fenila-fenila, que aumentaram as interagdes C--C (8,5 %) quando comparados com o
complexo (1) (1,0 %).
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Figura 3.24 Graficos de impressdo digital de MeH - primeira linha, complexo (1) - segunda linha e
complexo (2) - terceira linha: interagdes completas (I) e interacdes resolvidas O---H/H---O (II), H-~H
(IIT) e C---H/H---C (IV) mostrando as porcentagens que contribuiram para a superficie total de Hirshfeld.

3.6 Analise de difracdo de raios X de po

Para inferir sobre as estruturas no estado solido, medidas de difragdo de raios X em po
(PXRD) de MeH, pNO:2 e pHCl e dos complexos (1), (2) e (5) foram registrados. A difragdo de
raios X por po € uma técnica comparativa, desta forma, os padrdes experimentais e simulados
(gerado pelo programa Mercury v3.10.1 baseados em estruturas de cristal tUnico) foram
comparados e pdde-se verificar que os angulos dos picos combinam-se, revelando que o arranjo
estrutural no p6 € o mesmo que no cristal como observado na Figura 3.25. Esta nformacao
indica que os complexos e ligantes acima citados apresentam uma Unica espécie em po. Estes
dados foram mmportantes, pois todas as caracterizagdes e testes bioldgicos para esses compostos

utilizou-se o po.
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MeH pNO2

5 10 15 20 25 30 35 40 45 305 40 45 20 25 30 35 40 45 50 55
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pHCI [Ag(MeH)2]NOs3 (1)

ik

j ' 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

10 20 30 40 50
2-theta (°) 2-theta (%)
[Ag(PhH)2NOs] (2) [Ag(oHCD)2NO3] (5)
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 10 20 30 40 50 60
2-theta (©) 2-theta (°)

Figura 3.25 Difratogramas de raios X em p6 dos ligantes MeH, pNO, e pHCl e dos complexos (1), (2)
e (5) (preto: difratograma previsto; vermelho: difratograma experimental).
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4. Conclusoes parciais

Neste capitulo foram apresentados cinco novos complexos de prata(I) contendo
hidrazonas derivadas do 5-nitro-2-furaldeido. Foram obtidos monocristais adequados para a
difracdo de raios X para 3 complexos e 3 ligantes. Foi publicado um artigo na revista

Polyhedron proveniente de resultados parciais descritos neste capitulo [42].
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Capitulo 4

Complexos de prata(l) dervivados de dcidos N,R-
sulfonilaminobenzoicos

Neste capitulo sdo apresentados os estudos de caracterizacdo de oito novos complexos de
prata(I) derivados de 4cidos N,R-sulfonilaminobenzoicos. Os ligantes utilizados neste capitulo
foram provenientes da tese de doutorado de um membro do nosso grupo [1]. Foram obtidos os
seguntes complexos de prata(I): [AgMHI1] (6), [AgMH2] (7), [AgMH3] (8), [AgMH4] (9),
[AgMHS5] (10), [AgMH6] (11), [AgMH7] (12) e [AgMH8] (13) derivados de acido 4-((3-
nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MH1], 4-((4-nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MH2], 3-((2-
nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MH3], 3-((3-nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MH4], 2-((2-
nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MHS5], 2-((3-nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MH6], 2-((4-
nitrofenil)sulfonamida)benzdéico [MH7], e acido 3-((4-clorofenil)sulfonamida)benzdico
[MHS8]. Os complexos foram caracterizados por meio de suas temperaturas de fusdo, medidas
de condutividade, andlise elementar, espectroscopia de infravermelho, ressonancia magnética
nuclear de 'H, COSY, !3C, DEPT, HMBC e HSQC. Foram obtidos monocristais do complexo
AgMH7 (12), e sua estrutura foi determmada por difragdo de raios X.

4.1 Caracterizagdo dos complexos

Os complexos obtidos sdo solidos de coloragao bege, marrom ou branco, enquanto os
ligantes sdo solidos de cor branca. Todos os ligantes s3o soliveis em etanol, metanol,
acetonitrila, DMF e DMSO e foram msoliveis em cloroformio, diclorometano e agua. Os
complexos sdo soliveis em acetonitrila, DMSO e DMF e msoliveis em etanol, metanol,
cloroformio, diclorometano e 4dgua. Os solidos formados a partir das reagcdes sdo instaveis na
presenca da luz, por isso foram armazenados em frascos ambar. Os resultados de andlise
elementar indicam a formacdo de complexos com estequiometria 1:1 do tipo [Ag(L7)]n. Os
valores de condutividade molar sugerem a formag¢do de complexos neutros em solucdo de
DMSO. Alguns complexos apresentaram NaOH na sua composicdo, apesar de terem sido
lavados com é&gua destilada. Os dados de faixa de fusdo, andlise elementar e condutividade

molar para os complexos de prata(I) sao apresentados na (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1 Temperatura de decomposigdo e faixa de fusdo?, analise elementar® e condutividade molar®
para os complexos de prata(]) derivados dos acidos N,R-sulfonilaminobenzoicos.

Composto Faixa de Fusao Andlise Ele mentar Am
°C % C % H % N DMSO
AgMH1 (6) 177.8 (dec) 36,31 1,88 6,55 10,74
253,0-256,0 (36,38) (2,11) (6,53)
MHI1 235-236,8
AgMH2 (7) 183,7 (dec) 36,04 0,96 6,47 11,62
265,5-269,0 (36,38) (2,11) (6,53)
MH2 225,1-226,1
AgMH3. NaOH (8) 154,7 (dec) 33,04 2,14 5,82 10,58
162,7-163,5 (33,28) (2,15) (5,97)
MH3 172,7-174,4
AgMH4. NaOH (9) 185,0 (dec) 32,25 1,30 5,55 12,51
225,0-227.3 (33,28) (2,15) (5,97)
MH4 230,1-230,7
AgMHS5 (10) 172,0 (dec) 36,37 2,07 6,48 26,75
252,0-253,0 (36,38) (2,11) (6,53)
MH5 204,1-205,8
AgMH6. 0,5 NaOH 1614 (dec) 34,62 1,78 6,29 27,28
(11) 250,7-254,8 (34,76) (2,13) (6,24)
MH6 211,4-213,0
AgMH7 (12) 165,2 (dec) 36,36 1,80 6,58 25,00
2254-226,7 (36,38) (2,11) (6,53)
MH7 226,5-227,3
AgMHS. NaOH (13) 1689 (dec) 33,79 1,96 3,04 5,17
238,1-239.4 (34,05) (2,20) (3,05)
MHS 236,8-236,5

“ dec: decomposi¢io; * valores calculados entre parénteses; © Ay (Q' cm? mol') concentragdo 1 x 107
mol L.

4.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H dos complexos de prata(I) ndo apresentaram sinal referente
ao hidrogénio do 4cido carboxilico presente nos espectros dos ligantes, confrmando a
desprotonagdo pelo NaOH durante a rea¢do de obtengao.

Sabe-se que elementos com I>1/2 possuem distribuicdes de cargas elipsoidais e
consequentemente momento de quadrupolo. O nicleo de *N possui /= 1, e de acordo com a
formula 27 +1, deveria fazer com que o hidrogénio ligado ao nitrogénio (N-H) fosse separado
por trés sinais. Contudo, ha duas situagdes em que isso ndo ocorre: quando o hidrogénio ligado
ao nitrogénio sofre rdpidas transicdes entre os trés estados de spins do nitrogénio, assim

observa-se apenas um simpleto agudo para o hidrogénio (momento de quadrupolo elevado).
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Este ¢ o caso para as aminas aromaticas primarias ¢ aminas alifiticas. Se a velocidade de
transicdo entre os trés estados de spins do nitrogénio ¢ lenta, leva aum alargamento do sinal do
NH, em vez de separacdo (momento de quadrupolo moderado). Este é o caso para os pirrdis,
amidas primarias e secundarias e carbamatos [2,3]. Assim, o sinal referente ao hidrogénio
amidico (NH) para os ligantes ¢ observado com um alargamento devido ao momento de
quadrupolo do nitrogénio (Figura 4.1). Contudo, somente foi observado o sinal do NH para os
complexos AgMHI e AgMH2 com o grupo carboxila na posicdo para do anel benzénico
(Tabela 4.2). O sinal do NH para os complexos com os grupos carboxila na posicdo meta
(AgMH3, AgMH4 e AgMHS) sdo observados apenas com o aumento de mtensidade dos sinais.
No entanto, ndo se ¢ observado o sinal do NH para os complexos com os grupos carboxila na
posicao orto (AgMHS, AgMH6 ¢ AgMH7) (Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4). Isto pode estar associado a
ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o grupo amidico (NH) com um dos 4tomos de
oxigénio da carboxila. Como exemplo, pode-se observar nos espectros de 'H do ligante MH?7
(em que possui 0 sinal do NH) e do complexo AgMH7, onde ndo ¢ observado o sinal NH
(Figura 4.1).

A diferenga dos deslocamentos quimicos entre os complexos e os ligantes (AJd) foram
calculados e sdo listados nas Tabelas 4.2, 4.3 e 4.4. Somente para os sinais de hidrogénio
referentes a multipletos ndo foi possivel obter o Ad. Pode-se observar que nos espectros de 'H
e de 13C de todos os complexos hd uma variagio do deslocamento quimico comparado aos
ligantes livres, principalmente nos espectros de '3C devido a coordenagdo do ligante
desprotonado. Para exemplificar, pode-se observar o espectro de '3C do AgMH7 e do ligante
MH?7 na Figura 4.2. Os sinais dos hidrogénios do anel aromatico que possui o grupo nitro,
observados em ¢ 8,08 - 8,35 em MH7, sofrem deslocamentos para 6 7,99 - 8,29 ppm no
complexo. O espectro de RMN de 3C também mostra desvios dos sinais de carbono no
complexo em relagdo as suas posi¢oes no ligante livre. Em particular, o deslocamento dos sinais
C6-H6 de 0 7,17 e 124,07 no ligante livre para 0 6,88 e 120,93 apods a complexacdo. FEssa
mudanga ¢ explicada pela interagdo mono-hapto de prata(I) com o C6, como confirmado pela
analise daestrutura cristalina. NaFigura 4.3 ¢ mostrado o espectro HSQC do complexo AgMH?7
utilizado no auxilio da caracterizagdo dos atomos de C-H. Alguns sinais de carbono nos
espectros de '*C ndo foram observados para os complexos, mesmo deixando o experimento em
overnight. Contudo, apesar de alguns sinais ndo aparecerem no RMN de !'3C, podem ser
observados nos espectros bidimensionais como HSQC. Para exemplificar, o sinal de C3 do
complexo AgMHS nfo esta presente no espectro de '3C, contudo, pode ser observado no mapa

de contornos HSQC em 121,73 ppm (Figura 4.4).
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Em todos os espectros de 'H, as integragdes foram concordantes com a proporgdo de
hidrogénio esperada. As atribuicdes dos sinais de hidrogénios e carbonos foram feitas de acordo
com as analises dos espectros de RMN de 'H, '3C e DEPT-135 ¢ pelos mapas de contornos
COSY, HSQC ou HMQC e HMBC.

-1130

13

\
9
O,N11

M ——
2
13 \\S’E
12 85
6]
9
0N
13.0 12.5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0
f1 (ppm)

Figura 4.1 Expansdo do espectro de RMN de 'H do MH7 (preto) e do AgMH7 (vermelho) (400 MHz)
em DMSO-d;.
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Tabela 4.2 Atribuigcdes, deslocamentos quimicos (d/ppm) dos sinais de 'H, '*C, DEPT 135, constante de acoplamento H-H ("J/Hz) e deslocamento quimico induzido pelo metal
(Adc./ppm) para os acidos N,R-sulfonilaminobenzoicos e seus complexos em solucdo de DMSO-d.

Atribuigdes TH MHI AgMHI (6) Adc.L MH2 AgMH2 (7) Adc.L MH3 AgMH3 (8) Adc.L
COOH 12,79 (s, 1 H) - - 12,79 (s, 1H) - - 13,07 (s, 1H) - -
NH 11,06 (s, 1H) 12,17 1,11 11,10 (s, 1H) 12,17 1,07 10,93 (s, 1H) NO -
H3 7,89-7,82 (m, 3H) 7,65 (d, >J=8,7, 2H) - 7,83 (d, >/=8,4, 2H) 7,65 (d,>J=8,6, 2H) -0,18 7,73 (s, 1H) 7,68-7,63 (m, 3H) -
H4 7,23 (d, >J=8.,5, 2H) 7,13 (d, >J=8.,7, 2H) -0,10 7,22 (d, *J=8,4, 2H) 7,12 (d, >J=8,6, 2H) -0,10 - - -
H5 = = = = - - 7,43-7,36 (m, 2 H) 7,22-7,13 (m, 2H) -
H6 7,23 (d, °J=8,5, 2H) 7,13 (d, *J=8,7, 2H) -0,10 7,22 (d, *J=8,4, 2H) 7,12 (d, *J=8,6, 2H) -0,10 7,43-7,36 (m, 2 H) 7,22-7,13 (m, 2H) -
H7 7,89-7,82 (m, 3H) 7,65 (d, >J=8,7, 2H) = 7,83 (d, >J=8.,4, 2H) 7,65 (d,2J=8,6, 2H) -0,18 7,66 (d, =72, 1H) 7,38 (d,/=7,2, 1H) -0,28
H9 8,54 (s, 1H) 8,59 (s, 1H) 0,05 8,06 (d, >J=8,5, 2H) 8,11 (d,>/=8,7, 2H) 0,05 - - -
H10 - - - 8,38 (d, °/=8.5, 2H) 8,29 (d,*J=8,7, 2H) -0,09 7,97 (d,>/=8,5, 2H) 7,78-7,76 (m, 1H) -
HI11 8,45 (d, >J=8,2, 1H) 8,33-8,29 (m, 2H) - - - - 7,86-7,80 (m, 2H) 7,68-7,63 (m, 3H) -
HI12 7,89-7,82 (m, 3H) 7,77 (t,%J=8,0, 1H) - 8,38 (d, >J=8,5, 2H) 8,29 (d,>/=8,7, 2H) -0,09 7,86-7,80 (m, 2H) 7,68-7,63 (m, 3H) -
H13 8,21 (d, *J=7.8, 1H) 8,33-8,29 (m, 2H) - 8,06 (d, >J=8,5, 2H) 8,11 (d,>/=8,7, 2H) 0,05 7,97 (d, >J=8,5, 2H) 8,02-7,99 (m, 1H) -
Atribuigdes 3C Cl1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 9 C10 Cl11 C12 Cl13
MHI 166,66 126,44 130,90 {1} 118,97 {1} 141,14 118,97 {1} 130,90 {1} 140,77 121,46 {1} 148,01 127,89 {1} 131,56 {1} 132,58 {1}
AgMHI (6) 167,54 122,43 130,35 {1} 120,22 {1} 145,38 120,22 {1} 130,35 {1} NO 121,32 {1} 147,74 125,81 {1} 130,67 {1} 132,82 {1}
Adcr 0,98 -4,01 -0,55 1,25 4,24 1,25 -0,55 = -0,14 -0,27 -2,08 -0,89 0,24
MH2 166,66 126,34 130,86 {1} 118,79 {1} 141,15 118,79 {1} 130,86 {1} 144,56 128,29 {1} 124,81 {1} 150,02 124,81 {1} 128,29 {1}
AgMH2 (7) 167,53 122,36 130,31 {1} 120,19 {1} NO 120,19 {1} 130,31 {1} 148,77 128,18 {1} 124,06 {1} 149,46 124,06 {1} 128,18 {1}
AdcL 0,87 -3,98 -0,55 1,4 - 1,4 -0,55 421 -0,11 -0,75 -0,56 -0,75 -0,11
MH3 166,63 131,19 121,15 {1} 136,99 125,54 {1} 129,69 {1} 124,56 {1} 131,95 147,90 124,74 {1} 132,65 {1} 134,83 {1} 129,88 {1}
AgMH3 (8) 168,60 133,57 122,82 {1} 135,47 125,09 {1} 128,24 {1} 121,87 {1} NO 148,24 123,62 {1} 131,44 {1} 132,36 {1} 129,70 {1}
Adc1, 1,97 2,38 1,67 -1,52 -0,45 -1,45 -2,69 = 0,34 -1,12 -1,21 2,47 -0,18
(6]
A
4 3 O H _A 3 e
3 13 3
12 ! 8 S” 2 2 0 12 8 \8N\©2\(O 13 SO\\S’E 4 210
9 67 1 6 1 0 7
11 Yio O~ag 0,N11Y, O~ag 9
NO, n n 10 NO;
AgMH1 AgMH2 AgMH3

Adc.L (ppm) sdo obtidos subtraindo os deslocamentos quimicos do complexo pelo deslocamento quimico do ligante; NO= auséncia do sinal no experimento.
Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto;t = tripleto; m = multipleto; { }= DEPT 135.
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Tabela 4.3 Atribuigcdes, deslocamentos quimicos (d/ppm) dos sinais de 'H, '*C, DEPT 135, constante de acoplamento H-H ("J/Hz) e deslocamento quimico induzido pelo metal
(Adc./ppm) para os acidos N,R-sulfonilaminobenzoicos e seus complexos em solucdo de DMSO-d.

Atribuigdes TH MH4 AgMH4 (9) AdcL MHS5 AgMH5 (10) AdcL MH6 AgMHG6 (11) Adc.L
COOH 12,97 (s, 1H) - NO - - NO - -

NH 10,77 (s, 1H) NO - 11,64 (s, 1H) NO - 11,18 (s, 1H) NO -

H3 7,71 (s, 1H) 7,78-7,73 (m, 2H) -0,32 - - - - - -

H4 - - - 7,63-7,53 (m, 2H) 7,26-6,22 (m, 2H) - 7,49 (d,*/=7,6, 1H) 7,38 (d, /=77, IH) -0,11
H5 7,41-7,35 (m, 2H) 7,39 (d, °J=7.8, 1H) - 7,21-7,13 (m, 1H) 7,26-6,22 (m, 2H) - 7,18 (t,°)=7,6, 1H) 7,28 (t,>)=7,7, 1H) 0,10
H6 7,41-7,35 (m, 2H) 7,13 (t,° 7,8, 1H) - 7,63-7,53 (m, 2H) 6,85-6,82 (m, 1H) - 7,57 (t,°5=7,6, 1H) 6,87 (t,°J=7,7, 1H) -0,7
H7 7,66-7,63 (m, 1H) 8,30 (d, J=7.8, 1H) - 7,98-7,81 (m, 3H) 7,90 (d, */=7,5, 1H) - 7,89-7,83 (m, 2H) 7,87 (d, *=7,6, 1H) -

H9 8,50 (t,*/=1,8, 1H) 8,53 (s, 1H) 0,03 - - - 8,48-8,45 (m, 2H) 8,42 (s, 1H) -
HI10 = = - 8,21 (d, *J=7,4, 1H) 7,83-7,81 (m, 1H) - - - -
Hl11 8,43 (d, >J=8,0, 1H) 7,23-7,20 (m, 1H) - 7,98-7,81 (m, 3H) 7,72-7,70 (m, 2H) - 8,48-8,45 (m, 2H) 8,35 (d, >J=8,1, 1H) -
HI12 7,85 (t,3J=8,0, 1H) 7,78-7,73 (m, 2H) = 7,98-7,81 (m, 3H) 7,72-7,70 (m, 2H) - 7,89-7,83 (m, 2H) 7,79 (t,%J=8,0, 1H) -
H13 8,13 (d, >J=8,0, 1H) 8,24 (d, >J=7.8, 1H) 0,11 8,06 (d, *J=7,3, 1H) 7,98-7,95 (m, 1H) - 8,20 (d,>J=7,9, IH) 8,16 (d, *J=7,7, 1H) -0,04

Atribuigdes °C Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Cl10 Cl1 CI2 Cl13
MH4 166,60 131,96 121,32{1} 137,25 124,85 {1} 129,75 {1} 125,63 {1} 140,75 121,43 {1} 147,91 127,72 {1} 131,46 {1} 132,54 {1}
AgMH4 (9) 169,38 131,98 121,99{1} 135,19 122,89 {1} 128,17 {1} 125,59 {1} 145,67  121,19{1} 147,62 124,44 {1} 130,62 {1} 132,76 {1}
AdcL 2,78 0,02 0,67 2,06 -1,96 -1,58 -0,04 4,92 -0,24 -0,29 3,28 -0,84 0,22
MH5 169,47 116,74 138,80 117,53 {1} 134,63 {1} 123,51 {1} 131,68 {1} 130,56 147,55 125,47 {1} 133,03 {1} 135,41 {1} 130,91 {1}
AgMHS5 (10) 169,31 120,33 144,61 117,12 {1} 131,90 {1} 119,87 {1} 131,23 {1} 134,37 148,06 124,01 {1} 132,30 {1} 133,05 {1} 129,38 {1}
AdcL 0,16 3,59 5,81 -0,41 2,73 -3,64 0,45 3,81 0,51 -1,46 -0,73 22,36 -1,53
MH6 169,30 118,61 140,31 120,02 {1} 134,43 {1} 124,34 {1} 132,77 {1} 138,52 121,66 {1} 147,93 128,07 {1} 131,55 {1} 131,58 {1}
AgMH6 (11) 169,45 121,26 143,65 117,60 {1} 132,15{1} 120,72 {1} 131,28 {1} 143,39 120,85 {1} 147,68 126,52 {1} 131,09 {1} 132,32 {1}
AdcL 0,15 2,65 3,34 22,42 2,28 -3,62 -1,49 4,87 -0,81 -0,25 -1,55 -0,46 0,74
o u s 20 e 00 Ae 0=V Ag
13 g s-N-4 ! i3 QP i Q1 2
12©; % ) 7 12@“‘[3\6 ?bﬁ 12 LR ?bﬁ
" ) 1~ 9NOz ts “@Z b
NO, n n NO, n
AgMH4 AgMHS5 AgMHG6

Adc.L (ppm) sdo obtidos subtraindo os deslocamentos quimicos do complexo pelo deslocamento quimico do ligante; NO= auséncia do sinal no experimento.
Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; m = multipleto; { }= DEPT 135.
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Tabela 4.4 Atribuicdes, deslocamentos quimicos (d/ppm) dos sinais de 'H, '*C, DEPT 135, constante de

(Adc.,ppm) para os acidos N,R-sulfonilaminobenzodicos e seus complexos em solucdo de DMSO-ds.

acoplamento H-H ("J/Hz) e deslocamento quimico induzido pelo metal

Atribuigdes TH MH7 AgMH7(12) Adc.L MHS AgMHS (13) Adc.L
COOH NO = = 13,02 (s, 1H) = -
NH 11,30 (s, 1H) NO - 10,57 (s, 1H) NO -
H3 - = = 7,68 (t,%J=1,6, 1H) 7,71 (s, 1H) 0,03
H4 7,49 (d, *J=7,8, 1H) 7,38 (d, °J=7,7, 1H) 0,11 - - -
H5 7,57 (t,°J=1,8, 1H) 7,28 (t,%=17,7, 1H) 0,30 7,35-7,32 (m, 1H) 7,21-7,17 (m, 2H) -
H6 7,17 (t,%J=17.8, 1H) 6,88 (t,°=7,7, 1H) -0,29 7,38 (t,%J=7,7, 1H) 7,21-7,17 (m, 2H) -
H7 7,90 (d, 3/=7,8, 2H) 7,88 (d, >J=7,7, 1H) -0,02 7,65-7,61 (m, 3H) 7,42 (d,2=5,0, 1H) -
H9 8,35 (d, °J=8.8, 2H) 7,99 (d, /=88, 2H) 0,36 7,76-7,73 (m, 2H) 7,80 (d,*J=8,5, 2H) -
H10 8,08 (d, 3/=8,7, 2H) 8,29 (d, /=88, 2H) 0,21 7,65-7,61 (m, 3H) 7,54 (d,>J=8,5, 2H) -
HI12 8,08 (d, >J=8,7 2H) 8,29 (d, °J=8.8, 2H) 0,21 7,65-7,61 (m, 3H) 7,54 (d,2J=8,5, 2H) -
H13 8,35 (d, °/=8.8, 2H) 7,99 (d, *J=8.,8, 2H) -0,36 7,76-7,73 (m, 2H) 7,80 (d,*J=8,5, 2H) -
CH; - - - - - -
Atribuigdes °C Cl C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 Cl10 Cl1 C12 Cl13 CH;
MH?7 169,46 117,93 138,74 11925 {1} 13447 {1} 124,07 {1} 131,59 {1} 144,11  128,54{1} 124,75 {1} 150,14 124,75 {1} 128,54{1} -
AgMH7 (12) 169,59 121,39 142,88 117,54 {1} 132,09 {1} 120,93 {1} 131,34 {1} 14729  127,90{1} 124,36 {1} 149,24 124,36 {1} 127,90{1} -
Adc.L 0,13 3,46 3,18 -1,71 2,38 3,14 -0,25 4,14 -0,64 -0,39 -0,9 -0,39 -0,64 =
MHS 166,61 131,80 120,80{1} 137,93 12432 {1} 129,57 {1} 125,14 {1} 138,06 128,51 {1} 129,50 {1} 137,66 129,50 {1} 128,51 {1} -
AgMHS (13) 169,28 NO NO* 136,14 123,61 {1} 12823 {1} 122,30{1} NO 128,58 {1} 128,87 {1} 135,47 128,87 {1} 128,58{1} -
Adc-L 2,61 - - -1,79 -0,71 -1,34 -2,84 = 0,07 -0,63 2,19 -0,63 0,07 -
0 Ae
13 & _NH 20
1 S\\ 7
8 0
iy i )
L n L -Jn
AgMH7 AgMHS

Adc.L (ppm) sdo obtidos subtraindo os deslocamentos quimicos do complexo pelo deslocamento quimico do ligante.
NO= auséncia do sinal no experimento.
*Este carbono aparece no mapa de contorno HSQC em ~ & 121,73 ppm.
Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; m = multipleto; { }= DEPT 135.
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4.3 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho

Na Tabela 4.5 sdo apresentadas as principais bandas atribuidas para os complexos de
prata(I) e para os acidos N,R-sulfonilaminobenzoicos. Os acidos carboxilicos geralmente
encontram-se associados como dimeros, por meio de ligacdes de hidrogénio. Quando o grupo
O-H se encontra na sua forma associada, a banda é muito larga e ¢ observada na regido de 3300-
2500 cnr! [4]. A banda associada a vibragdo O-H pode ser observada para os ligantes nessa
regido, assim como para os complexos de prata que apresentam NaOH em sua composi¢do. Os
espectros no infravermelho para os ligantes e complexos estdo no Anexo.

A sulfonamida apresenta uma vibragdo v(N-H) ligada ao anel aromatico que absorve em
3300-3250 cnr!. Embora esta vibragdio absorva na mesma faixa que a vibragdo v(O-H), os
formatos das bandas sdo nitidamente diferentes. Bandas de v(N-H ) ndo associadas com ligacdes
de hidrogénio sdo mais fracas e mais agudas que as bandas de grupos de v(O-H) que sdo largas
[4]. Pode-se notar nos espectros no infravermelho dos ligantes e para alguns complexos os
estiramentos referentes a vibracdo v(N-H). Nao foi possivel atribuir a banda de estiramento do
grupo N-H para os complexos AgMH3, AgMH4, AgMH6 ¢ AgMHS, pois os espectros
apresentam bandas largas referentes a vibracdo v(O-H) proveniente do NaOH utilizado nas
reacoes, que se sobrepoe a banda de v(N-H). A vibragdo associada ao v(N-H) nos ligantes livres
(3270-3154 cnr'!) desloca-se para 3284-3102 cm! nos espectros dos complexos.

Os ligantes apresentam estiramentos referentes a carbonila na regido de 1688-1666 cm!,
menores do que aqueles relatados na literatura (1700-1680 cnr!). Em particular, compostos
que possuem a carbonila na posicdo orfo apresentam valores de absor¢do da carbonila 30 ¢!
menores devido a formagdo de ligacdo de hidrogénio mtramolecular [3,4]. Outra observagao
significativa ¢ a auséncia dessa banda nos espectros de infravermelho dos complexos e o
surgimento de uma nova banda na regido de 1616-1556 cm! nos espectros dos complexos de
prata. Isso evidencia a perda do atomo de hidrogénio do acido carboxilico do ligante e a
coordenac¢do da prata(l) pelo atomo de oxigénio do grupo carboxilato (COQO™), assim como
verificado para complexos de prata similares [5,6] (Figura 4.5). O grupo COO™ apresenta
bandas largas e fortes referentes ao estiramento assimétrico na regido de 1650-1550 cm! e
bandas fortes associadas ao estiramento simétrico na regido de 1440-1335 cmr! que geralmente
aparecem como duas ou trés bandas nessa regido.

De acordo com Deacon e Phillips [7], o grupo carboxilato pode coordenar-se de varias
formas ao centro metalico. O modo de coordenacdao pode ser determinado pormeio da diferenga

entre as energias de vibragdes referentes ao estiramento assimétrico e simétrico do grupo COO:
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Av=[vas(COO7)- vs(COO7)]. O modo de coordenagdo pode ser monodentado, bidentado ou
anisobidentado. De modo geral, quando 350>Av>200 cmr! o grupo carboxilato coordena-se de
modo anisobidentado (um estado intermediario entre monodentado e bidentado), ou seja, com
ligacdes metal-ligante assimétricas; se Av<200 cnr'! o carboxilato coordena de modo bidentado;
Av>350 cnr! o carboxilato coordena de modo monodentado. Para todos os complexos Av>200
cnr!, com excegdo do AgMHS em que Av=172 cnr! [8]. Segundo as informagdes apresentadas,
o grupo carboxilato encontra-se coordenado a prata(I) de modo anisobidentado e para o
complexo AgMHS8 o grupo carboxilato coordena-se a prata de modo bidentado, o que estad em
concordancia com a estrutura cristalografica determmada para o complexo AgMH?7.

O grupo NO:2 ligado ao anel aromatico apresenta duas vibragdes com intensidade forte
associadas ao estiramento assimétrico na regido de 1580-1490 cmr! e estiramento simétrico na
faixa de 1370-1320 cmr!. Além disso, o grupo SOz da sulfonamida apresenta duas vibragdes
associadas ao estiramento assimétrico na regido de 1380-1325 cmr! e ao estiramento simétrico
na faixa de 1170-1150 cmr!. Desta forma, as vibragdes relacionadas ao estiramento simétrico
do NO2podem se sobrepor ao estiramento assimétrico do grupo SOz, como verificado para os
ligantes e complexos (Tabela 4.5). Em todos os compostos essas bandas foram atribuidas com

valores dentro das faixas caracteristicas desses grupos apresentadas na literatura [3,4].
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Figura 4.5 Espectro do ligante MH7 (preto) e do seu complexo de prata AgMH?7 (vermelho) na regido
de infravermelho (cm!, pastilha de KBr).
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Tabela 4.5 Atribuicdo das principais absor¢des na regido do infravermelho (cm™) para os acidos N,R-sulfonilaminobenzoicos e seus complexos de prata(I)
em pastilhas de KBr (4000-400 cm!).

Composto v(NH) v(C=0) vas(CO2Y) vs(CO2") Av Vas(NO2) vs(NO>) Vas(SO2) vs(SO2)
MH1 3270 (m) 1678 (F) - - - 1530 (m) na 1352 (F) 1170 (F)
AgMH1 3284 (m) - 1602 (F) 1398 (F) 204 1534 (F) na 1356 (F) 1170 (F)
MH2 3258 (m) 1680 (F) - - - 1530 (F) na 1346 (F) 1164 (F)
AgMH2 3266 (m) - 1602 (F) 1384 (F) 218 1526 (F) na 1348 (F) 1164 (F)
MH3 3300 (m) 1680 (F) - - - 1542 (F) 1344 (F) 1366 (F) 1174 (F)
AgMH3 na - 1600 (m) 1380 (F) 220 1540 (F) 1340 (m) na 1168 (F)
MH4 3264 (m) 1688 (F) - - - 1548 (F) 1340 (m) 1358 (F) 1172 (F)
AgMH4 na - 1606 (F) 1384 (F) 222 1556 (F) na na 1170 (F)
MHS5 3154 (m) 1672 (F) - - - 1542 (F) na 1356 (F) 1176 (F)
AgMH5 3102 (m) - 1604 (m) 1374 (F) 230 1536 (F) na na 1168 (F)
MH6 3160 (m) 1668 (F) - - - 1534 (F) na 1356 (F) 1182 (m)
AgMHO6 na - 1616 (F) 1354 (F) 262 1532 (F) na na 1170 (m)
MH?7 3200 (m) 1666 (F) - - - 1530 (F) na 1348 (F) 1162 (m)
AgMH7 3106 (m) - 1608 (F) 1374 (F) 234 1530 (F) na 1354 (F) 1164 (F)
MHS 3256 (F) 1688 (F) - - - - - 1336 (F) 1162 (F)
AgMHS na - 1556 (F) 1384 (F) 172 - - na 1164 (m)

Intensidades das bandas: (F) = forte; (m) = média; (f)= fraca.; na=banda nao atribuida devido a sobreposicdo de bandas; - auséncia da banda;
Av=[v,(COO)- v{(COO)].



4.4 Analise estrutural de difragdo de raios X por monocristal

Metais d'° como a prata(I) sdo amplamente utilizados em sinteses de compostos de
coordenagdo, devido a alta flexibilidade da esfera de coordenacdo, o que permite formar
complexos com estruturas supramoleculares variados com ligantes contendo atomos doadores
de elétrons, tais como nitrogénio, oxigénio e/ou enxofie [9]. Os polimeros de coordenacao tém
atraido muita atencdo devido as suas propriedades estruturais e por possuirem potenciais
aplicacdes como materiais luminescentes, armazenamento de gas, catalise e como materiais
magnéticos [10]. Polimeros de coordenagdo de prata(l) tendem a formar interagdes Ag ---Ag,
Ag -, Ag—C, n--- me ligacdes de hidrogénio, as quais contribuem para a formagdo e suporte
dos polimeros no estado sélido [10—12]. Muitos parametros influenciam as estruturas dos
compostos, tais como a acidez, temperatura de reacao, solvente, o ion metdlico central e os
ligantes, o que pode ser dificil de prever e controlar [13]. Os ligantes derivados de carboxilatos
aromaticos tém sido usados em quimica de coordenag¢do e supramolecular resultando em
polimeros de coordenagdo [13,14].

Neste trabalho, monocristais adequados para andlise de difracio de raios X para o
complexo AgMH7 foram obtidos em temperatura ambiente e na auséncia de luz, a partir da
evaporacdo da agua mae procedente da sintese. A discussdo da andlise estrutural do ligante
também sera apresentada, a fim de comparagdo com os dados do complexo. O monocristal do
ligante MH?7 foi obtido por um membro do nosso grupo.

O ligante MH7 cristalizou-se no sistema triclinico apresentando grupo espacial P 1 ¢ Z
igual a 2, com uma molécula por unidade assimétrica. O complexo AgMH?7 cristalizou-se no
sistema monoclinico com grupo espacial P21/ce Z igual a 6 com um jfon de Ag(I) e um ligante
monoanidnico (L") por unidade assimétrica (Figura 4.6). Os dados da coleta e refinamento dos
monocristais estdo resumidos na Tabela 4.9.

As distincias de ligacdes da carboxila do ligante (C1=02 [1,2368(16) A] e C1-O1
[1,3128(15) A]) e da sulfonila (S1=03 [1,4293(10) A] e S=04[1,4271(10)] A) estdo de acordo
com os valores apresentados na literatura para esses tipos de ligacdes [15]. Apos a complexagao
com a prata(l) as distAncias de ligacio do carboxilato (C1=02[1,256(3) A] e C1-O1[1,260(3)
A)) apresentaram carater de ligacdes intermedidrias entre simples (C-0:1,305 A) e dupla
(C=0:1,226 A) [15]. As distincias de ligagdo do grupo sulfonamida (formadas pelos 4tomos
N1, S1,03, O4 e C8) ndo se alteram apds a complexagdo, assim como as distancias de ligagdo

do grupo NO2. Além disso, ambos os compostos mostram distdncias de ligacdo de sulfonila
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(S=0) similares [16] (Tabela 4.6). O grupo sulfonamida apresenta um arranjo tetraédrico

distorcido em torno do 4tomo de enxofre (Figura 4.6).

) Ag1

Figura 4.6 Representagdo Mercury das unidades assimétricas de MH7 (a) e AgMH7 (b) com elipsoides
representando 50% de probabilidade. Ligagdes de hidrogénio intramolecular sdo representadas por
linhas azuis.

No complexo AgMH7, a prata é coordenada a trés atomos de oxigénio (O1%, O1ii e 02)
de trés diferentes ligantes monoanidnicos, com distincia Ag-O1 (2,290(2) A, 2,304(2) A e
2,437(2) A) similares a encontradas em complexos de prata carboxilatos publicados
previamente (Figura 4.7, Tabela 4.6) [5,17,18]. Estas distancias sdo significativamente menores
que a soma dos raios de van der Waals dos dtomos de Ag e do O (3,24 A), indicando um forte
carater covalente dessas ligagdes [19]. A prata também possui uma mteragdo com o carbono do
anel aromatico de uma molécula vizinha (d[Agl---mC6] = 2,551 (3) A). Pode-se considerar que
na esfera de coordenacdo a prata estd tetracoordenada, com uma geometria tetraédrica
distorcida, resultando em um sistema polimérico OOOCAg --- AgOOOC (Figura 4.7-a), como
em complexos de prata poliméricos derivados de carboxilatos descritos na literatura [20,21]. A
interacdio Ag --- Ag com d[Agl---Agli] = 3,2926 (3) A pode ser considerada uma interagdo
ndo-covalente. Esta distAncia é maior do que na prata metalica (2,88 A) e menor do que o raio
de van der Waals entre dois fons de prata (3,44 A), mostrando a existéncia de uma interagio

metal-metal [21,22].
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Figura 4.7 (a) Vista do plano ab de propagacdo ao longo da direcdo cristalografica [0 1 0], (b) a
geometria tetraédrica distorcida do complexo AgMH7 [O1-Agl-O1 = 124,83°].

O grupo carboxilato atua como ligante em ponte, onde o atomo de oxigénio O1 coordena
a dois atomos de prata(I) em um modo anisobidentado, com ligagdes Agl—O assimétricas,
variando de 2,290(2) a 2,437(2) A, o que corrobora com os dados da espectroscopia de
mfravermelho. Um desses atomos de oxigénio ¢ ligado a outro atomo de prata e atua como uma
ponte entre os dois metais (Figura 4.7-a). A estrutura do complexo pode ser considerada como
um polimero de coordenagdo consistindo de uma cadeia linear unidimensional formada por
grupos de pontes de carboxilato. As cadeias poliméricas vizinhas sdo ligadas pelas ligacdes Ag-
nC, o que resulta numa estrutura bidimensional, pelo qual o empacotamento cristalino ¢

estabilizado no complexo polimérico (Figura 4.8).

Figura 4.8 Modelo em bastao perspectiva dos polimeros de coordena¢ao unidimensionais do complexo
AgMH?7, vistos ao longo da dire¢do c. Os atomos de prata estdono estilo bola e bastdo. As ligacdes de
hidrogénio intra e intermoleculares foram omitidas para maior clareza.
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As estruturas do ligante e do complexo apresentam duas ligagdes de hidrogénio
intramolecular cada: N1-H1--02 (d[N1---02] = 2,6559(14) A para MH7 e d[N1:--02] =
2,602(3) A, para AgMH7) e C4-H4--04 (d[C4---04] = 3,0729(18) A para MH7 e d[C4---04]
=3,062(4) A para AgMH?7). Estas ligagdes de hidrogénio diminuem a possibilidade de rotagio
das ligagdes simples C1-C2 e N1-S1 (Figura 4.6).

O ligante forma dimeros independentes entre as moléculas vizinhas pelas ligacdes de
hidrogénio intermoleculares O1-HI1---O2! e pelas ligagdes de hidrogénio fracas C5-HS5:--O4
(Figura 4.9-a, Tabela 4.8). Além disso, pode-se observar interacdes de empilhamento = entre
C1 -+ C7 [codigo de simetria: -x, -y, 1-z] com d[C1 --- C7]= 3,3380 (19) A (Figura 4.9-b). A
Figura 4.10 mostra as interacdes intermoleculares de hidrogénio do complexo AgMH?7
[d(C10---04Y1)=3,2063(1)A e A(C10-H10---O4" )= 157 °] e [d(C5---O3")= 3,457(4) A e A(C5-
H5---O3Y )= 145 °] (Tabela 4.9), o que permite manter a rede do empacotamento cristalino
(Figura 4.10).

4 -\"’\/\

(a)
2 et L o

(b)

Figura 4.10 Ligag¢des intermoleculares de hidrogénio na estrutura do cristal AgMH?7.
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Tabela 4.6 Distancias (A) de ligacio selecionados para MH7 e seu complexo de prata.

Cristal MH7 AgMH7
01-C1 1,3128(15) 1,260(3)
02-C1 1,2368(16) 1,256(3)
S1-03 1,4293(10) 1,426(2)
S1-04 1,4271(10) 1,429(2)
S1-N1 1,6287(11) 1,624(2)
S1-C8 1,7733(12) 1,768(3)
O5-N2 1,2226(16) 1,214(4)
O6-N2 1,2232(16) 1,226(4)
N1-C3 1,4109(16) 1,395(4)
N2-Cl11 1,4742(16) 1,476(4)
Cl1-C2 1,4745(17) 1,504(4)
Agl—O1! 2,290(2)
Agl—Oli 2,437(2)
Agl—02 2.304(2)
Agl—C6 2,551(3)
Agl—Agl! 3,2926(3)

Codigos de simetria: (i) -x+1, y+1/2, z+1/2; (i) x, y+1, z.

Tabela 4.7 Angulos/ ° de ligacio selecionados para MH7 e seu complexo de prata.

Angulo de ligacio /°

Cristal MH7 AgMH7
03-S1-04 120,22(6) 120,67(14)
03-SI-N1 104,49(6) 103,59(13)
04-S1-N1 109,78(6) 109,82(14)
03-S1-C8 108,39(6) 108,40(14)
04-S1-C8 107,11(6) 107,19(14)
NI1-SI-C8 106,03(6) 106,35(13)
C3-NI-SI 126,42(8) 130,8(2)
Oli—Agl—02 111,09 (8)
Oli—Agl—Ol 124,83 (6)
02—Agl—Oli 99,39 (8)
Oli—Agl—C6 104,70 (9)
02—Agl—C6 128,72 (10)
Oli—Agl—C6 88,52 (9)

Cédigos de simetria: (i) -x+1, y+1/2, z+1/2; (i) x, y+1, z.



Tabela 4.8 Parametros para as ligagdes de hidrogénio classicas e ndo classicas (A, °) para MH7 e

AgMH7.

Cristal Distéincias (A) Angulo (°)
NI-HIN:--02 0.85 194 2,6551) 141
C4-H4---04 0,93 241 3,0729(2) 128
O1-H1---02 0,82 1,86 2,6766(14) 173,7

ME7 C5-H5---0O4' 0,93 2,60 3,5150(17) 169,6
C9-H9---06't 0,93 2,60 3,3511(18) 138,0
C12-H12---0O3% 0,93 2,62 3,3042(17) 130,8
NI1I-HIN---O2 0,85 1,85 2,602(3) 146,2
C4-H4---04 0,93 241 3,062(4) 1272

AgMH7 C5-H5---03 0,93 2,65 3,457(4) 145,0
C10-H10---04" 0,93 2,56 3,2063(1) 157,0
Cl12-H12---06"ii 0,93 2,49 3,369(4) 1574
C13-H13---05i 0,93 2,70 3,424(4) 135,7

Cédigos de simetria: (i) 1-x, -y, 1-z; (ii) 1-x, 1-y, 1-z; (i) -14x, y, z; (iv) 1+x, y, z; (V) x, p, z; (Vi) x, 1,5-p, 0,5+z;
(vil) -x, -y, -z; (viil) x, 0,5-y, -0,5+z.

Tabela 4.9 Dados cristalograficos dos complexos para MH7 e o complexo AgMH7.

Cristal MH?7 AgMH7
Formula empirica Ci3HoN,O4S Ci3HoN,OsSAg
Massa molecular / g mol! 322,29 429,15
Temperatura / K 303 298

A A 0,71073 0,71073
Grupo espacial P-1 P2/c

alA 6,9140(3) 19,9216(7)
Z 2 6

Peales | Mg m3 1,617 2,088

L/ mm! 0,279 1,665
F(000) 332 848
(SINO/N) e / A1 0,761 0,693
Tamanho do cristal / mm 0,68 x 0,35 x 0,14 0,50 x 0,30 x 0,06
Reflexoes medidas/ unicas 13718 22926
Reflexdes independentes 4515 3553

Rine 0,043 0,046
Completeness (0 = 26,32°) 99,95 % 99,84 %
Nobs (26) / Npar 4515/ 200 3553/ 208

S 1,061 1,071

R(F); Ry, (F?) [1>2a(I)] 0,041; 0,107 0,037; 0,072
R(F); R, (F?) 0,049; 0,116 0,057; 0,081
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4.5 Analises de superficies de Hirshfeld

Nas superficies de Hirshfeld mapeadas sobre a dnorm (Figura 4.11-a) do ligante MH7,
observam-se interacdes interatdmicas curtas O--H/H--O como intensas regides vermelhas
proximas ao 4cido carboxilico. As manchas vermelhas claras que aparecem proximas aos
atomos de HS do grupo fenil, O4 do grupo sulfonila e O6 do grupo nitro na superficie conectam

as moléculas por meio de interagcdes mteratdmicas O---H/ H:--O (Figura 4.11-b).

Figura 4.11 Superficie de Hirshfeld para MH7 mapeada sobre dnorm na faixa de -0,600 a +1,200 a. u.
destacando a interagdo curta interatdmica O---H/H---O (linhas tracejadas azuis) e N---O/O---N (linhas
tracejadas verdes).

As superficies de Hirshfeld para o complexo AgMH7 mostra pontos vermelhos-claros
proximo aos atomos H12 do grupo fenila e O6 do grupo nitro que conectam as moléculas por
meio de interagdes interatomicas O--H/H:--O (linhas tracejadas em azul na Figura 4.12-a). A
superficie de Hirshfeld para Agl mostra as ligacdes entre o metal e os 4tomos de oxigénio, bem
como a interacdo entre os atomos de C6 do grupo fenila e Agl, que sdo observados pelas
manchas vermelhas intensas (Figura 4.12-b). A area vermelha do grafico em 2D de impressdes
digitais desta superficie (Figura 4.12-c) mostra a alta contribuicdo de interagdes Ag--O/O--Ag

para a estabilidade da estrutura do sistema polimérico sendo associada as trés ligacdes entre os

atomos de prata(I) e os atomos de oxigénio dos grupos carboxilatos.
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Figura 4.12 Superficie de Hirshfeld para AgMH7 mapeada destacando dnorm (a) interacdes
interatomicas curtas O---H/H---O (linhas tracejadas azuis). Superficies de Hirshfeld para Agl mapeada
sobre dnorm com Ag---C/C---Agcomo linha tracejada preta; (¢) plotagem bidimensional da superficie
da impressdo digital para Agl enfatizando as regides de interagdes Ag---C/C---Ag(1), Ag---0O/O---Ag
(2)e Ag---H/H---Ag(3).

As mteracdes mteratdmicas curtas O--H/H:-O na estrutura do cristal sdo identificadas
pelas regides vermelhas intensas para MH7 na plotagem de impressdes digitais 2D devido ao
dimero formado proximo ao acido carboxilico (Figura 4.13-b). A porcentagem de interagcdes O
~-H/H:--O ¢ semelhante no ligante e no complexo, 36,3 % e 31,6 %, respectivamente. A segunda
contrbuicdo mais predominante para a superficie total de Hirshfeld em MH7 e AgMH7 ¢ a
mteragdo H--H (Figura 4.13-ce4.14-c), seguida da mteragao O---C/C---O, que apresentam uma
porcentagem similar em MH7 e AgMH7 (Figura 4.13-de 4.14-d).

J @] ]% ) © . @

| Todas interagdes d| "
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R AR Ny d
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Figura 4.13 (a) Os graficos de impressao digital bidimensionais completos de MH7 e interagdes (b)
O---H/H---O (c) H-*H e (d) O---C/C---O, mostrando as contribuicdes percentuais para a superficie de
Hirshfeld.

Pode-se observar, a partir das andlises da superficie de Hirshfeld, que o grafico de
impressdes digitais para o AgMH7 que representa a regido Ag--O/O-+Ag possui contribui¢cao
de 7,2 % e ¢ diretamente atribuido as ligagdes Ag—O na estrutura do polimero (Figura 4.14-e).
As interagdes Ag-C/C--Ag correspondem a 4,4 % (Figura 4.14-f), sugerindo a relevancia da
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nteracdo Ag--mC6 na estabilidade do empacotamento cristalino. Além disso, a interagdo

Ag--Ag representa 0,5 % das interacdes na estrutura polimérica (Figura 4.14-g).

& @ ® © | % @)

« Todas interagdes 5 o O~H/H~O {313 %} ;  H~H {183 %}  O~C/C~O {164 %} ,
(e) .| ® ., (2)

d;

53 22 26 30 (A) 08 o T [ ] 76 e

W Ag-O/0-Ag {12 %}, | Ag~CIC-Ag {44 %} . Ag—Ag {05 %)

A 06 L0 14 LE

Figura 4.14 Graficos de impressdo digital bidimensional plotados para o complexo AgMH7: (a)
completo e interagdes como (b) O---H/H---O, (¢) H---H, (d) O--C/C---O, (e) Ag:--0/O---Ag, (f)
Ag--C/C--Age (g) Ag--Ag, mostrando as contribuicdes percentuais para a superficie de Hirshfeld.

4.6 Analise de difragdo de raios X de po

A analise de difracdo de raios X de po obtido para o ligante MH7 e para o complexo
AgMH7 foi realizada por meio da comparacdo dos difratogramas experimentais € o
difratograma gerado pelo programa Mercury v3.10.1, a partir da estrutura de monocristal
(Figura 4.15). Observou-se para os difratogramas do ligante e do complexo diferengas entre os
angulos dos picos quando se comparam os difratogramas simulados (preto) e experimentais
(vermelho). Este resultado indica que os sistemas do ligante e do complexo no estado sélido
sdo diferentes aos observados no monocristal.

MH? AgMH7

by

b

10 20 30 40 50 10 20 30 40 50 60
2-theta (9) 2-theta ()
Figura 4.15 Difratogramas de raios X em pd dos ligante MH7 ¢ do complexo AgMH7 (preto:
difratograma previsto; vermelho: difratograma experimental).
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5. Conclusoes parciais

Neste capitulo foram apresentados oito novos complexos de prata(l) derivados dos acidos
N,R-sulfonilaminobenzdicos. Foram obtidos monocristais adequados para a difragdo de raios
X para o complexo AgMH7. Osresultados sugerem que os complexos sao polimeros no estado
sOlido. Contudo, a partir das andlises de raios X de p6 dos difratogramas simulados e
experimentais do complexo AgMH7 e do ligante, pode-se mferr que o sistema desses
compostos no pod ¢ diferente do monocristal.

Um artigo com parte dos resultados desse trabalho foi publicado na Acta
Crystallographica Section C [23].
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Capitulo 5

Atividade biologica e estudos de interacdo com albumina
sérica humana

5.1 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Foram testadas as atividades antibacterianas das hidrazonas e seus complexos de prata(l)
frente as bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus, Streptococcus sanguinis, Staphylococcus
aureus e Listeria monocytogenes), Gram-negativas (Salmonella typhimurium, Citrobacter
freundii, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella entérica) e atividades
antifingicas frente a cinco espécies de Candida (C. lusitaniae, C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. glabrata), de acordo como descrito na parte experimental. Os valores de ICso
(concentragdo do composto capaz de mbir 50 % do crescimento do microrganismo) das
hidrazonas e seus complexos de prata(I), do nitrato de prata e dos farmacos controles
ciprofloxacina e tetraciclina, nitrato de miconazol, nistatina e sulfadiazina de prata estdo
listados nas Tabelas 5.1 e 5.2.

Os microrganismos foram selecionados devido a sua importancia clinica. Sabe-se que
bactérias como S. aureus e E. coli e fungos como espécies de C. albicans sdao as principais
causas de infecgdes em hospitais, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Terapias
prolongadas e uso incorreto de antibidticos e antifingicos tem contribuido para aumentar a
resisténcia dos microrganismos aos medicamentos disponiveis [1-3]. Além disso, os
antibidticos e antifingicos sao fundamentais para o sucesso dos procedimentos cirirgicos
avangados, incluindo de Orgdos e transplantes de proteses [4]. A capacidade dos
microrganismos de bombear antibidticos para fora das células ¢ uma caracteristica comum da
maioria dos microrganismos patégenos e ndo patdogenos e ¢ a forma mais difindida de
resisténcia a maioria dos antimicrobianos. O desenvolvimento de compostos que interferem
com o efluxo da célula € uma estratégia para o planejamento de terapias mais promissoras [4].
Desta forma, tem se mtensificado a busca por novos agentes antibacterianos e antifingicos com
diferentes mecanismos de ag¢do para evitar possiveis resisténcias e combater a agdo dos
microrganismos [1].

As hidrazonas apresentaram baixa atividade antibacteriana e antifingica para as cepas
estudadas quando comparadas aos farmacos controles. Zorzi et al. (2014) [5] relataram a

atividade antimicrobiana para os compostos PhH, pNO2 e pHCI frente a algumas bactérias e a
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C. albicans (ATCC 537Y). Os compostos também demonstraram baixa atividade
antimicrobiana comparada aos farmacos controle. Contudo, os trés compostos apresentaram
atividade mibitoria frente a S. aureus (ATCC 29213) com ICqo entre 8 a 2 pmol L', valores
menores que os dos farmacos ampicilina e levofloxacino. Além disso, os trés compostos nao
mibiram o crescimento da C. albicans corroborando com os dados obtidos no presente trabalho.

Em trabalhos anteriores, Popiolek e Biernasiuk relatam que o composto PhH (1)
apresentou atividade antibacteriana promissora, principalmente para S. aureus (ATCC 25923)
e Bacillus subtilis (ATCC 6633) [6]. Alguns trabalhos sobre a atividade antimicrobiana de
compostos derivados do nitrofurano demonstraram resultados promissores [7-9].

Sabe-se que o tipo de dtomo coordenado a prata e as caracteristicas de ligagdo, a exemplo
de Ag-N, Ag-P e Ag-S, sdo fatores que afetam significativamente a atividade antimicrobiana
desse metal [10,11]. Os compostos contendo Ag(I)-N e Ag(I)-O sdo mais eficientes
antimicrobianos em comparacao com Ag(I)-P e Ag(I)-S em razio das ligagdes fracas entre
Ag(I)-N e Ag(I)-O, que facilitam atroca com atomos doadores de ligantes biologicos, tais como
fosforo, oxigénio, nitrogénio e enxofre (tidis) [11]. Sendo assim, um dos potenciais alvos para
a atividade antibacteriana e antifingica seria os residuos de enxofre contidos em enzimas e
proteinas [12]. As resisténcias bacterianas a prata sao um problema continuo no tratamento de
feridas [13,14]. Naverdade, existem duas formas de resisténcia: a prata pode atuar nas células
na forma de um complexo intracelular; e também pode ser excretado pelos microrganismos
usando o sistema de efluxo celular [15]. Desta forma, estd evidente que o uso nio controlado
da prata em niveis subletais pode resultar em desenvolvimento da resisténcia bacteriana, da
mesma forma como tem surgido a resisténcia bacteriana a antibidticos [15].

Os complexos de prata apresentaram melhor efeito antifingico do que antibacteriano para
as cepas estudadas (Tabelas 5.1 e 5.2). Pode-se observar que os complexos foram mais ativos
contra as espécies de C. tropicalis, C. lusitaniae e C. parapsilosis, apresentando 1Cso de 0,24 +
0,02 a 5,37 = 0,06 umol L', valores menores do que os apresentados por nitrato de prata,
sulfadiazina de prata, nitrato de miconazol e nistatina, com exce¢do do nitrato de miconazol
frente a C. lusitaniae e C. parapsilosis, que apresentou ICsode 6,2 x 10 ¢ 8,0 x 1073 umol L1,
respectivamente. Resultados semelhantes sdo encontrados para compostos de prata contendo
nitrogénio e oxigénio como atomos doadores [16]. Como os ligantes ndo sdo significativamente
ativos frentes as espécies de Candida, pode-se mferir que a atividade antifingica desses
complexos se deve a presenca da prata. A maior atividade dos complexos em relacdo ao nitrato

de prata resulta provavelmente do aumento da lipofilicidade nos complexos de prata(I) em
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compara¢do ao nitrato de prata, permitindo interagdes mais favoraveis ao seu respectivo alvo
[17].

Para as espécies de C. albicans e C. glabrata os complexos também foram ativos quando
comparados com os ligantes e o0 AgNO3, sendo que o complexo [Ag(oHCI)2NOs3] (5) apresentou
melhor atividade para as duas espécies. Em geral, o composto [Ag(pHCI)2]NO3 (4) apresentou
menor valor de ICso para as espécies de C. tropicalis e C. parapsilosis, seguido dos compostos
[Ag(pNO2)2]NO3 (3), [Ag(MeH)2]NOs3 (1), [Ag(oHCI2NO3] (5) e [Ag(PhH):NO3] (2).

Em relacdo a atividade antibacteriana, os complexos de prata(l) e seus respectivos ligantes
ndo apresentaram atividade antibacteriana satisfatoria. Em suma, os complexos foram mais
ativos frente a Escherichia coli, nas quais os compostos [Ag(PhH)2NO3] (2), [Ag(pNO2)2]NO3
(3) e [Ag(pHCI)2]NO3 (4) apresentaram ICso menores que 63,6 umol L' e o AgNO3 apresentou
ICs0 em torno de 183 pmol L!. Ou seja, os complexos apresentaram atividade antibacteriana
trés vezes maior que o AgNO3. Esse resultado indica que o fon de prata € o agente responsavel
pela atividade antibacteriana dos complexos de prata, demonstrando também a sensibilidade da
cepa Gram-negativa na presenga de compostos de prata [16], o que sugere que os compostos de

prata tém algum grau de seletividade entre a atividade antibacteriana e antifingica.

Tabela5.1 Valores de ICs, (umol L) obtidos para os complexos de prata(I), hidrazonas ¢ AgNOj; frente
as espécies de C. albicans, C. tropicalis, C. glabrata, C. lusitaniae e C. parapsilosis. Os farmacos
controles utilizados foram nitrato de miconazol, nistatina e sulfadiazina de prata.

ICso pmol L1

Composto Candida Candida Candida Candida Candida
albicans tropicalis glabrata lusitaniae parapsilosis
MeH >1268 >634 NA <1268 >317
[Ag(MeH)2]NOs (1) 29,9 £0,8 3,6 +09 431 +1,5 48 +0,1 0,47 +£0,07
PhH <964 <964 <964 >964 <964
[Ag(PhH):NOs] (2) <55,64 50+1,5 39+2 _ 2,01 £0,10
pNO: NA >821,77 <821,77 >821,77 >821,77
[Ag(pNO2)2]NOs (3) <24.8 2,6 £07 414 +£0,6 _ 0,84 +0,09
pHCI <851 <851 284 £2 <851 <851
[Ag(pHCD):2INOs (4) <37,13 0,95 £0,38 <29,84 2,81 £0,09 0,24 +0,02
oHCl <93,55 NA NA >851 NA
[Ag(oHCI)2NO3] (5) 17,6 = 1,1 38+09 <24,69 5,37 £0,06 1,09 +0,07
AgNOs 403 +14 40,3 £09 64,2 £272 20,7 £1,7 32,8 £64
Sulfadiazina de prata 76,9 +£2.4 > 175 46,9 +3,6 78,7 £1,2 242 £3,0
Nitrato de miconazol 58 +23 36+0,3 19,5 £4,5 <0,000062 0,0080 + 0,004
Nistatina 48 + 12 7,87 £0,68 1,9 £0,2 53+08 11,9 £2,1

a2 : compostos que ndo foram testados; "NA:nenhuma atividade antimicrobiana na concentragio testada.
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Tabela 5.2 Valores de ICs, (umol L) obtidos para os complexos de prata(I), hidrazonas ¢ o nitrato de prata(I) frente as bactérias Gram-positivas Bacillus cereus,

Streptococcus sanguinis, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e Gram-negativas Salmonela typhimurium, Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella entérica e Escherichia coli. Os farmacos controle utilizados foram a ciprofloxacina e tetraciclina.

ICs0 pmol L

Gram-positiva Gram-negativa

Compos to Bacillus Staphylococcus Listeria Streptococcus Salmonella Salmonela Pseudomonas  Citrobacter  Escherichia
Cerus aureus monocytogenes sanguinis entérica typhimurium aeruginesa Sfreundii coli
(BC) (54) (LM) (5S) (SE) (ST (PA) (CF) (EC)
MeH >317 >1268 >1268 <1268 313 £5 >1268 >1268 >1268 178 £29
[Ag(MeH)2]NO; (1) 159 £ 8 <443 _ _ 159 + 25 <443 _ <443 _
PhH <964 <964 <964 <483 NA <964 <964 <964 <964
[Ag(PhH):NOs] (2) NA NA NA <121 >121 NA NA NA 38,3 £0,7
pNO» >274 >274 <821 <821 <821 <821 <821 <821 <821
[Ag(PNO2)2]NOs (3) NA NA NA NA NA NA NA NA <53,6
pHCI >142 <284 <851 <851 NA <851 NA <851 NA
[Ag(pHCI)2INOs; (4) NA NA NA NA NA NA NA NA 41 +£1
oHCl NA NA NA NA NA NA NA NA NA
[Ag(oHCI):2NOs] (5) 83 £2 NA _ _ 83 +1 NA _ NA _
AgNO; >367 >183 >183 >367 >367 >367 >367 >367 >183
Ciprofloxacina 0,95 +0,06 1,64 £0,23 0,62 £0,14 1,7+ 03 0,52 £0,07 35+09 1,5+0,2 2,46 +0,32 <0,37
Tetraciclina 0,33 +0,03 0,61 £0,10 0,31 £0,03 0,87 +£0,07 <0,27 0,60 +0,07 0,53 +0,04 0,61 £0,12 <0,55
a_: compostos que ndo foram testados; PNA:nenhuma atividade antimicrobiana na concentragio testada.
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5.3 Citotoxicidade dos complexos de prata(l) derivados de hidrazonas e de seus
respectivos ligantes frente as linhagens tumorais BI6F10e 4T1 e a linhagem
sadia BHK-21

O cancer ¢ a segunda causa de morte no mundo, sendo o cancer de mama e de melanoma
bastante comuns, principalmente no Brasil [18,19]. Os farmacos disponiveis para o tratamento
do melanoma sdo relativamente toxicos e respondem apenas a um subconjunto limitado de
lesoes [20]. Além disso, a quimioterapia com a cisplatina e seus andlogos ¢ bastante limitada
devido aos efeitos adversos graves apresentados por esses farmacos [21].

Complexos de prata(I) tornaram-se interessantes como agentes antitumorais nas ultimas
décadas, principalmente devido a sua baixa toxicidade as células de mamifero [22]. Pode-se
destacar diversos estudos com complexos de prata(I) com boas atividades antitumorais para
diferentes linhagens celulares [23-27]. A fim de superar as limitagdes da cisplatina e de seus
analogos, nvestigamos a atividade citotoxica dos complexos de prata(I) contendo os ligantes
derivados do 5-nitro-2-furaldeido.

As atividades citotoxicas dos complexos de prata(I) derivados de hidrazonas, seus
respectivos ligantes e do precursor metdlico foram testadas frente as duas linhagens de células
tumorais B16F10 (melanoma metastatico de camundongos) e 4T1 (células do adenocarcinoma
mamario metastatico de camundongos) e seus valores de ICso foram comparados com a
cisplatina. Com o intuito de verificar a toxicidade dos complexos frente as células saudaveis,
foram avaliados também os valores de ICso frente a célula BHK-21 (células normais de rim de
camundongo) e calculado os indices de seletividade (Tabela 5.3).

Osresultados do teste in vitro mostraram que os complexos de prata(I) e seus respectivos
ligantes possuem boas atividades citotoxicas frente as células tumorais. Pode-se observar que a
atividade citotoxica dos complexos ¢ melhorada em relagdo as dos ligantes. O AgNO3 ndo foi
ativo frente as células tumorais. Entretanto, ¢ importante ressaltar que o AgNOs3 apresenta
atividade citotoxica bastante elevada para alguns tipos de células tumorais, em alguns casos
possui ICso inferior a cisplatina, tal como verificado na literatura [28-30]. Ademais, os
complexos de prata(l) apresentaram atividade citotoxica maior do que a cisplatina (ICso de 2,5
a 28,6 umol L) para ambas as células estudadas, sendo duas a trés vezes mais ativos que a
cisplatina, com excecdo dos complexos [Ag(MeH)2]NO3 (1) e [Ag(pNO2)2]NO3 (3) para a
célula 4T1, que apresentaram ICso de 17,2 € 20,2 umol L', nesta ordem. As células 4T1 foram

menos sensiveis aos ligantes, apresentando ICsode 17,2 a 28,6 umol L ! para os mesmos. No
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entanto, todos os complexos e ligantes também apresentaram efeito citotoxico frente a célula

BHK-21, apresentando valores de indices de seletividade proximos ou inferiores a cisplatina.

Tabela 5.3 Valores de ICso (M + SD)* dos complexos de prata(l) derivados de hidrazonas, seus
respectivos ligantes, AgNOj; e o farmaco cisplatina contra linhagens de células tumorais e sadias, e seus
respectivos indices de seletividade.

Células Tumorais ICso | Células sadias Indice de Seletividade
Composto B16F10 4T1 BHK-21 B16F10 4T1
MeH 27,6 £33 28,6 +1,3 15,8 + 1,4 0,57 0,55
[Ag(MeH)2]NO3 48 £ 0,6 202 +1,9 7,1 +£0,22 1,48 0,35
PhH 73 +1,9 246 £1,0 51+03 0,70 0,21
[Ag(PhH):]NOs (2) 28 +0,1 38409 3,0 £ 06 1,07 0,79
[Ag(pNO2)2]NOs 3) 3,9 +0,2 172 +24 43 +0,5 1,10 0,25
pHC1 54+19 245 £09 3,840,1 0,70 0,16
[Ag(pHCIRINOs 4) 25+ 14 3,8 +03 2.8 +0,1 1,12 0,74
oHCI 6,4 +3.8 26,1 £1,1 78 £3,0 1,22 0,29
[Ag(oHCD2NOs] (5) 3,6 £05 33+06 3,6 £0,1 1,00 1,09
AgNO3 >100 >100 >100 1,00 1,00
Cisplatina 6,0 + 1,0 6,2 +2,0 84 +19 14 1,35

*SD (Desvio padrdo de triplicata de dois experimentos independentes)

5.4 Toxicidade dos complexos de prata(l) derivados de hidrazonas frente as
formas intracelulares tripomastigotas do Trypanosoma cruzi

Como relatado, a doenca de Chagas ¢ uma mfeccdo parasitaria cronica provocada pelo
protozoario mtracelular Trypanosoma cruzi, causando aproximadamente 12 mil mortes por ano
no mundo, principalmente na América Latina [31,32]. Atualmente existem somente dois
farmacos, nifurtimox (Bayer) e benznidazol (Roche), introduzidos em 1960 e 1970,
respectivamente para o tratamento da doenga de Chagas. Os farmacos benznidazol e nifurtimox
(farmaco de segunda escolha) exigem tratamento prolongado (60 dias) e possuem diversos
efeitos adversos, que podem levar a descontinuacdo do tratamento [33]. Desta forma, torna-se
mmportante avaliar novos compostos que sejam mais ativos frente as formas mtracelulares do
Tryponosoma cruzi e possuam menos efeitos adversos.

A atividade tripanocida in vitro dos complexos de prata(I) derivados de hidrazonas, seus
ligantes e o farmaco de referéncia para a doenga de Chagas, o benznidazol, foi testada frente as
formas mtracelulares de Trypanosoma cruzi (cepas de Tulahuen) presentes em culturas de
células de fibroblastos 1929 de camundongo apds 96 horas de exposicdo ao composto (4

ensaios independentes em triplicata) seguindo o protocolo relatado em Romanha ef al., 2010
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[34] . Alkm disso, a toxicidade de todos os compostos foi avaliada frente as células mamarias
sadias 1.929 de camundongo. Os valores de LCso (toxicidade de células 1929 de mamiferos),
ICso (atividade tripanocida) e o indice de seletividade (LCso/ICs0) encontram-se na Tabela 5.4.

Todos os compostos foram bastante ativos contra as formas intracelulares do
Trypanosoma cruzi, sendo mais potentes do que o medicamento de referéncia, benznidazol.
Alkm disso, todos os compostos apresentaram indices de seletividade (IS) alta, sendo os ligantes
MeH e oHCI e os complexos (1) e (2) mais promissoras exibindo IS> 88, motivando futuros
ensaios in vivo utlizando modelos de camundongos da infec¢do pelo Trypanosoma cruzi. A
atividade tripanocida para os ligantes ja vem sendo mvestigada e os dados estdo de acordo com
aqueles apresentados na literatura [35,36]. Estes resultados sugerem que os compostos podem
ser prototipos de novos farmacos tripanocidas. Segundo Romanha et al. (2010) [34] um
composto para ser considerado promissor como firmaco para tratamento da doenga de Chagas
deve (i) possuir atividade contra formas tripomastigotas e amastigotas da corrente sanguinea,
(ii) ter atividade contra uma gama de cepas do parasita, incluindo os isolados que possuem
resisténcia natural ao benznidazol e nifurtimox, (iii) possuir atividade tripanocida igual ou
superior ao beznidazol e (iv) apresentar indice de seletividade (IS) igual ou maior a 50,
exercendo nenhuma toxicidade ao paciente [37]. Com base nesses critérios, dentre os
compostos testados, os complexos (1) e (2) e os ligantes MeH e oHCI sdo os compostos mais
promissores para serem considerados candidatos a prototipos de firmacos para o tratamento da

doenca de Chagas.

Tabela 5.4 Atividade tripanocida (ICso-uM) e toxicidade de células hospedeiras de mamiferos (LCso-
uM) e os indices de seletividade (IS) dos compostos testados contra as formas intracelulares do
Trypanosoma cruzi.

Composto ICso LCso Indice de Seletividade
(uM + SD) (uM = SD) (LCs0/ICs0)
MeH 0,78 £ 0,32 874 +28 112
[Ag(MeH)2]NO;s (1) 0,25 £0,10 2245 £0,60 90
PhH 0,41 +0,09 19,1 £1,8 47
[Ag(PhH)2]NOs (2) 0,25 £ 0,13 22,06 + 1,44 88
PNO2 0,66 + 0,28 ND* ND
[Ag(pNO22]NOs (3) 0,50 + 0,10 22,95 +£3,60 46
pHCI 0,44 £0,16 ND* ND
[Ag(pHCI2INOs (4) 0,46 + 0,28 22,06 +144 48
oHCl 0,61 + 0,30 60,70 +15,08 99,5
Benznidazol 246 £0,22 >400 >160

*ND= valor ndo disponivel
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5.5 Estudos de ligacdo da albumina serica humana (HSA) utilizando
espectroscopia de fluorescéncia

Como ja relatado, a albumina sérica humana (HSA) € uma proteina abundante do plasma
sanguineo com diversas fungdes, entre elas, ¢ responsavel pelo transporte de compostos
enddgenos e exogenos para seu respectivo alvo. As interagdes dos farmacos com a HSA ¢
crucial para a biodistribuigdo e eficacia dos farmacos, o que influencia na sua farmacocinética,
aumentando o tempo de circulagdo [38,39]. A espectroscopia de fluorescéncia € uma técnica
bastante eficaz para estudar as interacdes de compostos com as proteinas, pois € altamente
sensivel, rapida e simples [40].

Assim, a mvestigacdo das interacdes dos complexos de prata(l) com a HSA, sob
condicdes fisiologicas, ¢ de grande interesse na pesquisa de metalofirmacos [41,42]. Um dos
objetivos desse trabalho ¢ explorar os mecanismos de interagdo entre os complexos de Ag(I)
derivados de hidrazonas: [Ag(MeH)2]NOs3 (1), [Ag(PhH)2]NO3 (2), [Ag(pNO2)2]NO3 (3),
[Ag(pHCI)2]NO3 (4), [Ag(oHCI)2NO3] (5) e os complexos de Ag(I) derivados de 4cidos N,R-
sulfonilaminobenzoicos: AgMH3 (8), AgMH5 (10), AgMH6 (11), AgMH7 (12) e AgMHS (13)
com a HSA por meio da espectroscopia de fluorescéncia. Sabe-se que a HSA exibe uma forte
emissdo em aproximadamente 342 nm (Aexc=295 nm), devido ao residuo triptofano (Trp-214)
[43]. Assim, a fluorescéncia mtrinseca da HSA (~2 uM) foi monitorada pela titulagdo de 50 ou
100 pL das solugdes dos complexos no intervalo de tempo de cinco a cinco minutos, como
descrito na parte experimental. A partir dos espectros de emissdo a 25 °C (Figura 5.1) para os
complexos de prata(I), pode-se observar que a intensidade de fluorescéncia da HSA diminuiu
continuamente com o aumento da concentragdo dos complexos, acompanhada por um
deslocamento hipsocromico (deslocamento para o azul com AA= 4 a 10 nm). O deslocamento
para o azul sugere que na presenga do complexo, o residuo de Trp-214 ¢ deslocado para um

ambiente mais hidrofobico e menos exposto ao solvente [40,44].
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Figura 5.1 Espectros de fluorescéncia da HSA (primeira curva em vermelho) na auséncia (a) e na
presenca de quantidades crescentes (b — k) do composto [Ag(pNO,),]NO; (I), [Ag(pHCI),]NO; (II),
AgMH3 (III) e AgMHS5 (IV) a 25 °C (pH 7,2, Aexc. =295 nm). Seta em vermelho indica a fluorescéncia
do composto no comprimento de onda de excitagdo. Em destaque, reta obtida pela equacao de Stern-
Volmer.

Este comportamento da supressdo da fluorescéncia da HSA pelo complexo pode indicar
que ocorre ligagdo dos complexos com a HSA, desnaturagio da albumina, rearranjos
moleculares, transferéncia de energia, colisdes moleculares ou mudanga no microambiente ao
redor do residuo de Trp-214 [41,45,46].

Os mecanismos para a supressdo da fluorescéncia sdo classificados em mecanismos
dindmico e estatico. A supressdo dindmica da fluorescéncia ocorre por meio da colisio entre a
proteina excitada e a espécie supressora (Q), com constante de velocidade de supressao
bimolecular (Kg). A supressdo estatica ocorre a partir da colisio entre a proteina e o supressor
no estado fundamental levando a formagdao do complexo nao fluorescente albumina-supressor.
Os processos dindmico e estitico podem ser distinguidos pela dependéncia dos valores de

constantes de supressao pela temperatura e viscosidade [40,45].
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A partir da equagdo de Stern-Volmer (Equacdo 2.3 na parte experimental), uma regressao
linear foi obtida para a titulacio da HSA utilizando os complexos de prata(I) como agentes
supressores da fluorescéncia. Os valores das constantes de Stern-Volmer de supressdo (Ksv) e
da constante de supressao bimolecular (kq) para os complexos de prata(I) estdo resumidos na

Tabela 5.5.

Tabela 5.5 Valores da constante de supressdo de Stern-Volmer (K,,), constante de supressdo
bimolecular (k,), constante de ligagdo (K,) e niimero de sitios de ligagdo por proteina (1) associados a
interagdo composto-HSA (tampédo Tris-HCI, pH 7,2, A =295 nm, T = 25 °C).

Sistema Ky x 104 Kqx 1012 R? " Ky x 105 RP AG®
(W) ! s (W) (KJ mol™)

[Ag(MeH)2INO; (1)- 5,01 (+0,09) 5,01 0,9969 1,05 10,03 0,9887 -34,22
HSA (£0,04)

[Ag(PhH)2]NOs (2)- 9,39 (0,20) 9,39 0,9951 1,10 3,08 0,9988 -31,29
HSA (£0,01)

[Ag(PNO22]NO3 (3)- 6,79 (+0,30) 6,79 0,9880 1,00 428 0,9983 -32,13
HSA (£0,01)

[Ag(pHCI)2INO; (4)- 9,64 (+0,23) 9,64 0,9954 0,84 0,13 0,9973 -23,39
HSA (0,01)

[Ag(oHCI)2NOs3] (5)- 8,00 (x0,10) 8,00 0,9985 1,05 1,56 0,9984 -29,63
HSA (0,01)

AgMH3 (8)-HSA 20,88 20,88 0,9937 0,95 1,13 0,9967 -28,83
(£0,06) (#0,02)

AgMHS5 (10)-HSA 12,36 12,36 0,9972 1,00 1,22 0,9983 -29,02
(#0,05) (£0,01)

AgMH6 (11)-HSA 6,79 (+0,13) 6,79 0,9968 0,94 0,36 0,9972 -25,98
(#0,02)

AgMH7 (12)-HSA 5,13 (0,13) 5,13 0,9942 1,11 2,17 0,9909 30,42
(#0,03)

AgMHS8 (13)-HSA 36,85 36,35 0,9901 0,95 2,02 0,9929 -30,26
(=0,13) (£0,03)

R? = coeficiente de correlagdo para os valores de Ksv; R® = coeficiente de correlagdo para os valores de Kp.

Os graficos de Fo/F em fungdo da concentracdo do complexo obtiveram um perfil lnear,
e por meio dos valores de coeficiente angular obtido pela inclinacdo da reta foi possivel
determinar os valores de Ksve Kq (Figura 5.1). Os valores de constante de supressao (Ksv) e os
valores da constante de supressdo bimolecular (Kg) para os complexos de prata(I) foram da
ordem de grandeza de 10*-10° L mol!' e de 10!2-10'3 L mol!'. De acordo com estudos prévios
para varios supressores dindmicos, o valor maximo de dispersdo por colisio da constante
bimolecular de supressio Kqé de2 x 10'°L mol'! s'1[47], no entanto, os resultados obtidos para
os complexos de Ag(I) foram na ordem de 10'>-10'3L mol! s-!. Esses dados sugerem que a

supressao da fluorescéncia da HSA pelos complexos de prata(I) ocorrem principalmente pelo
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mecanismo de supressdo estatico, onde ha a formagao

supressor [40].

do complexo ndo fluorescente albumina-
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Figura 5.2 Graficos de log(F,-F)/F versus log[Q] para determinacdo da constante de ligagdo (K,) e
numero de sitios de ligagdo (1) para (I): complexos de prata(l) derivados de hidrazonas e (II): complexos
de prata(I) derivados de acidos N,R-sulfonilaminobenzoicos.

» Determinagdo das constantes de ligacdo e numeros de sitios de ligagdo

A constante de ligacdo Kpe o nimero de sitios de ligagdo (Tabela 5.5) foram obtidos dos
graficos de log(Fo-F)/F versuslog[Q] (Figura 5.2). Os valores obtidos de Ky para os complexos
de prata(I) encontram-se na ordem de grandeza de 10*a 10° L mol! a25°C, o que sugerem uma
forte interacdo com a albumina. Por outro lado, estudos de interagdo por espectroscopia de
fluorescéncia entre a pepsina, enzima presente no estdmago para degradar proteinas alimentares
em peptideos, e nanoparticulas de prata tem mostrado que as constantes de ligacao (Kb) sdo na
ordem 10'° L mol'! que sdo significativamente maiores que as constantes apresentadas pelos
complexos de prata com a HSA obtidos neste trabalho [48]. Isto pode indicar que as constantes
apresentadas pelos complexos de prata(I) ndo sdo tdo elevadas, sugerindo a possibilidade dos
compostos serem liberados da albumina para o seu possivel alvo nas células. Além disso, a
HSA interage reversivelmente com uma gama de agentes terapéuticos, que podem se ligar a
poucos locais de alta afinidade, com constantes variando de 104-10° L mol! [49]. Os valores de
n proximos a 1,0 sugerem que os complexos se ligam a albumina na propor¢do de 1:1
(complexo:HSA) [50]. No entanto os complexos 4,8 e 11 apresentaram 1 de 0,84; 0,95 e 0,94,
nesta ordem. Os valores negativos de AG obtidos sugerem estabilidade termodindmica e

espontaneidade da ligagdo com a HSA [51].
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» Analise dos complexos (1) e (2) em trés diferentes temperaturas

Os experimentos de supressdo da fluorescéncia para os complexos (1) e (2) foram feitos
nas temperaturas de 25, 30 e 37 °C, nas mesmas condigdes dos demais complexos citados
acima. A intensidade de fluorescéncia da HSA diminuiu com o aumento da concentragdo dos
complexos para as trés temperaturas. Um pequeno deslocamento hipsocrémico também foi
observado, sugerindo que o residuo de triptofano (Trp-214) na proteina esta localizado em um
ambiente mais hidrofébico depois da adicdo dos complexos. Na Figura 5.4 sdo apresentados os
graficos Fo/F versus [Q] e os graficos log(Fo-F)/F versus log[Q] para os complexos (1) e (2) em

diferentes temperaturas, em que [Q] ¢ a concentracao dos complexos.
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Figura 5.3 Graficos de Fy/F versus [Q] (I) para determinagdo das de Stern-Volmer (K,) e constante de
supressao bimolecular (k,); e graficos de log(Fy-F)/F versus log[Q] (II) para determinacdo da constante
de ligacao (K,)e numero de sitios de ligacdo (1) em trés diferentes temperaturas para o complexo (1)
representado pelo circulo e para o complexo (2) representado pelo quadrado.

Como mencionado acima, existem dois processos de supressao da fluorescéncia induzida
pelos complexos: mecanismo dindmico e estatico. Estes mecanismos podem ser diferenciados
de acordo com o seu comportamento da dependéncia com a temperatura. O mecanismo
dindmico depende da difuisdo, uma vez que maiores temperaturas resultam em maiores
coeficientes de difusio e dessa forma a constante de supressdo bimolecular (Kq) devera
aumentar com o aumento da temperatura [52]. Por outro lado, o mecanismo de supressdo
estatico ocorre por meio da interacdo entre a albumina e o supressor no estado fundamental,
com a forma¢do de uma nova espécie que ndo € luminescente, e com o aumento da temperatura
diminui a estabilidade das espécies formadas [53], resultando em menores valores da constante

de supressdo, indicando mecanismo de supressdo estatico [54]. Para o mecanismo de supressao
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dindmico, o valor maximo da constante bimolecular de supressdo éna ordem de 2 x 10'° L mol-
Isl,

Os valores das constantes de supressdo Stern-Volmer (Ksv) para o complexo (1)
mantiveram-se praticamente constantes com o aumento da temperatura, assim como a constante
de supressdo bimolecular (Kg), que foi na ordem de 10'2 L mol! s-! para os complexos (1) € (2),
indicando mecanismo de supressdo estatico (Tabela 5.6). Os valores da constante de supressao
(Ksv) para o complexo (2) diminufram com o aumento da temperatura, sugerindo que a
supressdo da fluorescéncia ocorre possivelmente pela formacdo de um complexo, albumina-
supressor, por meio de um mecanismo de supressdo estatico [55].

Pode-se observar que os valores de Kp foram na ordem de 10%-10* L mol! e n foi
aproximadamente 1:1 (HSA:complexo) sugerindo um sitio de ligagdo na albumina para o
complexo (1). Os valores de Kby € 1 (principalmente para o complexo 2) diminuiram com o
aumento de temperatura o que indica uma diminuicdo da estabilidade do sistema formado entre
o complexo e a HSA, encurtando o tempo de retencdo do complexo no interior da biomolécula
e com consequéncia prejudica a capacidade da HSA de armazenar e transportar o complexo em

uma temperatura mais proéxima do corpo humano [45,53].

Tabela 5.6 Valores da constante de supressdo de Stern-Volmer (Ksv), constante de supressdo
bimolecular (kg), constante de ligagdo (K,) e nimero de sitios de ligagdo por proteina (1) associados a
interagao complexo (1) e (2)-HSA (tampao Tris-HCI, pH 7.2, Aexe =295 nm, T =25 °C, 30 °C e 37 °C).

Sistema T K Ksv x 104 Kqx 1012 R? n Ks RP
(orh (V! s (v
(1)-HSA 298 5,01 (£0,09) 5,01 0,9969 1,05 1,00 x 106 0,9887
(*0,04)
303 5,15 (£0,05) 5,15 0,9956 0,99 4,87 x 104 0,9974
(£0,02)
310 5,12 (£0,12) 5,12 0,9949 0,99 448 x 10* 0,9973
(£0,02)
(2)-HSA 298 9,39 (0,20) 9,39 0,9951 1,10 3,08 x 10° 0,9988
(#0,01)
303 5,92 (0,17) 5,92 0,9932 0,76 3,66 x 10° 0,9949
(%0,02)
310 7,49 (0,08) 7,49 0,9989 0,86 1,49 x 10¢ 0,9975
(£0,01)

R?2 = coeficiente de correlagio para os valores de Ksy; R = coeficiente de correlagio para os valores de Kb.

» Analise dos parametros termodindmicos para os complexos (1) e (2)

Forgas de mteracdo entre a proteina e o complexo podem incluir for¢a hidrofobica,

mteragdo eletrostatica, mteragdes de van der Waals e ligacdes de hidrogénio. Sabe-se que os
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parametros termodindmicos sdo dependentes da temperatura, assim, mudangas na energia livre
de Gibbs (AG®), mudangas de entalpia (AH°) e mudancas de entropia (AS°) podem fornecer
nformagdes importantes sobre os tipos de interagdes e forgas de ligagdes envolvidas entre
pequenas moléculas e macromoléculas [57]. De acordo com Ross e Subramanian [51], AG® esta
relacionado a espontaneidade da reagdo, enquanto AH® e AS® sdo os principais parametros para
avaliar a forga de ligacdo. Valores de AH® e AS°® negativos indicam a presenga de ligagdes de
hidrogénio e/ou forgas de van der Waals, valores de AH® negativo e AS® positivo sugerem a
presenca de interacdes eletrostaticas, e valores de AH® e AS® positivos indicam a presenga de
mteracoes hidrofobicas [51,52].

O estudo de fluorescéncia em diferentes temperaturas permite calcular esses parametros
termodinamicos envolvidos na mteragdo complexo-albumina. Os valores de AH® e AS® foram
calculados de acordo com a equacdo de Van’t Hoff (Equacdo 2.7 descrita na parte experimental)
e a variacdo de energia livre de Gibbs (AG®) de acordo com a Equacao 2.8. Os valores de AH®
e AS® foram obtidos pelos valores dos coeficientes angular e linear do grafico In Ky versus 1/T,

respectivamente (Tabela 5.7).

Tabela 5.7 Parametros termodindmicos da interagdo entre HSA e os complexos de prata(I) (1-2) em
diferentes temperaturas.

Sistema T (K) AH® AS° AG®
kJ mol! J mol K"! kJ mol!

(1)-HSA 298 -189,48 -526,47 -34,22
303 -27,19

310 -27,60

(2)-HSA 298 -174,02 -488,80 -31,29
303 -20,67

310 24,77

Os valores negativos de AG°® sugerem que o processo de ligacdo entre a HSA e os
complexos ¢ espontaneo, AH® e AS° negativos para os complexos (1) e (2) indicam que as
principais forgas entre o complexo e a HSA sdo as ligagdes de hidrogénio e for¢as de van der

Waals [53,58,59].

5.6 Estudos de ligacdo da albumina serica humana (HSA) utilizando calorimetria
de titulagdo isotérmica (ITC)

A calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) surgiu como uma técnica biofisica capaz de
monitorar reagdes e avaliar pardmetros termodindmicos envolvidos em tais processos. Além
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disso, somente a técnica de ITC ¢ capaz de fornecer informagdes dos pardmetros
termodinamicos sobre a afinidade de ligagdo ligante-biomolécula em um Unico experimento
[60,61].

A avaliagao das forgas motrizes envolvidas na ligacao das hidrazonas livres MeH e PhH
e seus complexos de prata(I) com a albumina sérica humana (HSA) foi estudada utilizando a
técnica de ITC a 25 °C. Objetivou-se obter os parametros termodindmicos de adesdo (constantes
de ligacdo, estequiometria, entropia, entalpia e energia livre) da ligacdo entre os compostos € a
HSA. Sabe-se que a HSA possui uma conformagdo globular no formato de um coracdo e ¢
composto de trés subdominios a-helicoidais (I, II e III), cada um com dois subdominios (IA,
IB, ITA, 1IB, IIIA, IIIB) com varias sequéncias de ligagdes de dissulfeto com até cinco diferentes
potenciais locais de ligagdao. Os sitios I e Il sdo chamados de sitios Sudlow e sdo os principais
locais de ligacdo dentro dos subdominios IIA e IIIA que permitem que a proteina se ligue auma
variedade de compostos hidrofdbicos, heterociclicos e compostos anionicos, incluindo 70 %
dos farmacos [49,62,63]. Varfarina, farmaco do grupo de anticoagulantes e benzodiazepina,
medicamento da classe de psicotropicos, sao moléculas seletivas para os sitios 1 e II,
respectivamente. Estes locais de ligagdes hidrofobicas permitem que as albuminas séricas
aumentem a solubilidade aparente dos farmacos hidrofobicos no plasma e modulem sua
liberacdo para as células in vivo e in vitro [64].

Como agente terapéutico, a HSA pode ser utilizada como biomarcador para o cancer, para
tratar perda de sangue e trauma cirirgico [39]. E conhecido que a HSA é um modelo proteico
utilizado em varios estudos de triagem de candidatos a firmacos [59].

NaFigura 5.4a-b ¢ apresentado a entalpia de nje¢do (AinjH®) de cada titulante em relagdo
arazdo molar [Titulante]/[HSA] a 25 °C antes e depois da subtracdo do experimento do branco
(com diluicdo do titulante em agua). Como pode ser observado na Figura 5.4a-b para as
titulacdes de HSA com hidrazonas livres, aauséncia de qualquer perfil sigmoidal coincide com
ligacdo muito fraca. O MeH apresentou um perfil levemente endotérmico, impulsionado pela
entropia, e sua curva foi ajustada utilizando "one set of sites" através da Isoterma Wiseman
[60,65] por meio do software Microcal Orign 7,0®. A constante de ligagdo de MeH-HSA foi
de 6,75 x 103 L mol'!. O coeficiente estequiométrico encontrado para este sistema foi = 0,5,
sugerindo a formacdo da espécie MeH: HSA». Para o sistema PhH, o processo foi exotérmico.
No entanto, a interacdo foi tdo fraca que nao foi possivel ajustar a curva a Isoterma Wiseman
[60] e consequentemente ndo foi possivel obter os dados de coeficiente estequiométrico e

constante de ligacao (Figura 5.4-b).
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Para as titulagdes dos complexos de prata (1) e (2) com HSA (Figura 5.5a-b), pode-se
observar a ocorréncia de processos por etapas, uma vez que ha pelo menos trés sitios de ligagdes
ndo degeneradas ocorrendo para cada composto com HSA, na qual sdo indicadas por linhas
pontihadas. Além disso, as mudangas foram muito mais pronunciadas, como resultado das
mteragdes mais fortes.

Inicialmente foi empregado o “sequential set of sites”, utilizando o nimero de sitios n =
3,n=4 en =15 para tentar modelar a curva calorimétrica e, portanto, tentar encontrar trés ou
mais constantes de ligacdo denominadas Kbi... Kbs. No entanto, os dados ndo foram ajustados
por este modelo em nenhuma destas estequiometrias. Além disso, o ajuste referente a um grande
nimero de sitios (> 5) ndo ¢é razoavel para essa proteina e, por essa razio, eles ndo foram
utilizados [63]. De outra forma, as curvas foram compartilhadas em trés partes “pseudo-
sigmoides” e, em seguida, cada uma delas foi ajustada usando o modelo “one set of sites”
(Figura 5.6a-b). Os dados obtidos por este método sdo mostrados na Tabela 5.8.

Os diferentes perfis observados para cada experimento (Figura 5.6a-b) foram atribuidos
as diferencas estruturais dos complexos de coordenacdo, especialmente suas geometrias,
nimeros de coordenagdo, tamanho e hidrofobicidade do ligante, que podem definir a formagao

de novas ligacdes covalentes do metal com sitios especificos da proteina.

0.70 T T T T T -6.00 T T T T T T
1 (a [= ]HL1 2.5 mMem HSA 0.2 mM ] 3
] ) Nonlinear fitting ] b = HL225mMemHSA0.2 mM |
_ 0.60 7] -6.50 —
[7] 1 Model : OneSites 7] _— ] ]
= ] N =0.51.0.2 Sites p 2 1 ]
o 0.50 T = c 1 1
o ] K=675x10%. 2.71 x 103 f ,E -7.00 - b
£ 1 - AH® = 1065 .+ 576.5 cal/mol ] = ] ]
é.l 0.40 T AS® = 6291.0 cal/mol ] K] -7_50_: - - _
o ] ] — ]
£ ] =] i i i N, >~
= 0.304 ] _§__ -8.00 | y ™ - = -
= ] 2 ] ]
= 0.20 ] . -8.50] .
= ] b o ] ]
= ) ]  _ ] ]
- 0.10 — c 1 1
< ] ] = —9-001 7]
0.00 ] -9.50 ] ]
-0.10 — : . T T — -10.00 ]
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 0.0 05 1.0 1.5 2.0 2.5
[HL1]/[HSA] [HL2]/[HSA]

Figura 5.4 Experimentos ITC para titulagdo de (a) MeH 2,5 mM e (b) PhH 2,5 mM em 0,2 mM de
solucdo aquosa de HSA a 298 K.
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Figura 5.5 Experimentos de ITC para titulacdo de (a) complexo (1) 2,5 mM e (b) complexo (2) 2,5 mM
de solugdo aquosa 0,2 mM de HSA a 298 K.
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Figura 5.6 Titulacdes calorimétricas de (a) complexo (1) e (b) complexo (2) em solucdes aquosas 2,5
mM em HSA 0,2 mM, a 298 K, apds subtracdo das respectivas experimentos do branco. Considerando
o perfil de ligagdo multisite, as curvas foram compartilhadas em trés, nas quais foram ajustadas
independentemente usando o modelo “one set of sites”, fornecido pelo Microcal Origin 5.0.

Como mostrado nos resultados de difracdo de raios X, o complexo (1) possui um arranjo
octaédrico distorcido. Como o cation Ag" possui nimero de coordenagdo seis, esperava-se que
sua interacdo com a HSA fosse impulsionada principalmente por forcas eletrostaticas, sendo
consequentemente ndo direcional. Isso explica a auséncia de convergéncia na curva
calorimétrica na terceira parte da Figura 5.5a-b e uma estequiometria final mal definida de 2:1
(complexo (1) / HSA). Por outro lado, o complexo (2) possui uma geometria piramidal

quadratica distorcida, com um local disponivel para fornecer uma ligacdo covalente a HSA.
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Assim, uma interagdo mais seletiva era esperada e isso explica os maiores valores de Ky (10°-
106 L mol!') encontrados para este sistema, a convergéncia da curva de titulagdo e a
estequiometria final bem definida de 1:1. Os valores das constantes de ligagdo obtidos para os
complexos foram adequados para o transporte dos compostos pela albumina no plasma
sanguineo e sua libera¢do, a fim de atingir o alvo final [61]. Farmacos que se ligam fortemente
a albumina geralmente possuem um ou dois sitios de alta afinidade, com constantes de ligacdo
na faixa de 10*-10° L mol! [66,67] e dados semelhantes foram obtidos neste trabalho,
reforcando a alta afinidade da interacdo albumina com os complexos. Assim, as constantes

obtidas podem sugerir que a albumina participa do transporte dos complexos para o seu alvo.

Tabela 5.8 Dados obtidos por ajuste ndo linear usando o modelo “one set of sites” para cada parte da
curva de titulagdo do ITC e resumo dos dados obtidos na espectroscopia de fluorescéncia.
Calorimetria de titulacao isotérmica (ITC)

(1) / HSA (2)/ HSA
i 0,178 +0,007 0,234 £0,002
Ky:/ (L mol!) 1,6 x 10° 1,45 x 10°
Ay H®/ (J mol?) -46,0 x 10° 43,1 x 10°
Ap1S°/ (J molt) 60,06 2480
Ay G°/ (J molt) -63,9 x 10° -3091 x 10°
N2 0,506 +0,003 0,597 £0,004
K,/ (L mol?) 1,7 x 106 1,68 x 10°
Ay, H®/ (J mol™) 58,99 x 103 -43.09 x 10°
Ap2S°/ (J mol?) 31591 -24,99
Ap1G°/ (J molt) -35,24 x 10° -35,65 x 10°
ns 2,03 £ 0,03 1,10 £ 0,01
K3/ (L mol™) 74 x10* 55 x 10°
ApsH®/ (J mol?) -16,27 x 10° 27,19 x 10°
Ap3S°/ (J molt) 37.88 200,77
Ay G°/ (J mol?) -27,56 x 10° -32,64 x 10°
Espectroscopia de Fluorescéncia
AH® / kJ mol! -189,48 -174,02
AS°/ J mol K*! -52647 -488,80
AG®/ kJ mol! /298 (K) -34,22 -31,29
AG®/ kJ mol! /303 (K) -27,19 -20,67
AG®/ kJ mol! /310 (K) -27,60 -24,77
K, (L mol) /298 (K) 1,00 x 10° 3,08 x 10°
K, (L mol!) /303 (K) 4,87 x 10* 3,66 x 10°
K, (L mol!) /310 (K) 448 x 10 1,49 x 10

Os valores de AG°® foram calculados de acordo com as equagdes: AG°= AH® - TAS® para a técnica de ITC e AG’= -
RT(InKy) para a técnica de espectroscopia de fluorescéncia.
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Alkm disso, a partir dos valores das mudangas de entropia e entalpia obtidos para os
complexos, pode-se concluir que, para o sistema complexo (1)/HSA, a sequéncia de ligagao foi
exotérmica, endotérmica e exotérmica, com predominio de interagdes eletrostaticas e
hidrofobicas. Da mesma forma, para o sistema complexo (2)/HSA a sequéncia de ligacdo foi
endotérmica, exotérmica ¢ endotérmica, com predominancia das for¢as hidrofébicas e de van
der Waals juntamente com ligacdo de hidrogénio entre os hidrogénios do anel fenilico e os
residuos de ammoacidos da HSA [51,53,68].

A predominidncia de mais ligagdes endotérmicas para o complexo (2) foi consistente com
o seu maior efeito estérico e hidrofobicidade resultante da presenca do grupo fenila no ligante
PhH. Estes grupos maiores e mais hidrofobicos podem ser mais eficientes na inducdo de
dessolvatacao e alteragdes conformacionais na HSA do que os grupos metila presentes no
ligante MeH na mesma posicdo [58]. Além disso, a eficiencia de ligacdo entre ligantes
aromaticos e albumina sérica estd bastante documentada [49,68,69].

Diversos estudos sobre a afinidade de ligagdo da HSA com varios firmacos e compostos
com potencial aplicagdo em medicina foram realizados [49,57,62,64,70—74]. Os valores das
constantes de ligagdo para estes agentes terapéuticos sdo da ordem de 104-10°L mol!, conforme
obtidos para os complexos (1) e (2). Farmacos como diclofenaco, diazepam e ibuprofeno, que
contém um grupo fenil nas suas estruturas, também possuem constantes de ligagdo na ordem
de 10° L mol! [49,67]. Geralmente, moléculas com grupos aromaticos ou heterociclicos ligam-
se as cavidades hidrofobicas da albumina [75]. Estudos de ligacdo de tolbutamida por ITC e
espectroscopia de RMN (2-D) mostraram que o farmaco se liga a trés sitios de ligagdo com
afinidade idéntica ou comparavel [49,76]. Outro estudo por ITC mostrou que os firmacos anti-
mnflamatorios naproxeno e diclofenaco tem estequiometria de ligacdo 3:1 (3 moléculas de
naproxeno por HSA) e 2:1 (2 mokculas de diclofenaco por HSA), com constantes de ligagdo
na ordem de 10° e 10%, nesta ordem [63]. Os dados apresentados por alguns destes firmacos sdo
semelhantes aos apresentados pelos complexos (1) e (2). Assim, a compreensdo da ligacdo da
albumina aos firmacos tornou-se importante na concep¢do e administragdo de farmacos
terapéuticos [77].

Os resultados do ITC corroboram com a espectroscopia de fluorescéncia. Porém, a
variacdo dos valores das constantes de ligacdo e dos parametros termodmndmicos observados
entre as duas técnicas pode ser devido ao fato de que andlise calorimétrica mede uma mudanga
global na propriedade do sistema enquanto andlise espectroscopica mede mudangas locais em
torno dos fluor6foros [68]. Resultados diferentes entre as duas técnicas comumente sao obtidos

e relatados na literatura [56,68,78]. Vale ressaltar que os dados termodindmicos obtidos a partir
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da espectroscopia de fluorescéncia foram realizados a partir de trés experimentos com
diferentes temperaturas, com dez titulagdes cada experimento, em triplicata; enquanto os dados
termodindmicos de ITC sdo resultados de um tnico experimento com 51 injecdes automaticas
sucessivas dos compostos. Além disso, os experimentos no ITC foram feitos em solugao
aquosa, € para os experimentos na espectroscopia de fluorescéncia foi utilizado DMSO (3%
v/v) para solubilizar os complexos e tampao tris-HCl (pH= 7,2). A diferenca entre essas
solucdes (solvente, forca idnica e pH) pode ter algum impacto sobre os resultados [56]. As
constantes de ligacdes apresentadas pela técnica de ITC foram maiores do que as constantes de
ligacdes obtidas na espectroscopia de fluorescéncia para ambos os complexos. Por outro lado,
os valores negativos de energia livre de Gibbs entre as duas técnicas estdo de acordo, assim
como os dados de AH® e AS° para o complexo (2) na espectroscopia de fluorescéncia parecem

concordar com os dados obtidos do ITC para o sitio 13, apesar da diferenca de magnitude.

6. Conclusoes Parciais

Os complexos de prata(I) apresentaram boas atividades antifingicas e baixa ou nenhuma
atividade antibacteriana. Além disso, os ligantes também ndo apresentaram nenhuma atividade
antifingica e antibacteriana. Os testes citotoxicos in vitro frente as células B16F10 (melanoma
metastatico de camundongos) e 4T1 (células do adenocarcinoma mamario metastatico de
camundongos) mostraram que os complexos de prata derivados de hidrazonas e seus ligantes
sdo bastantes citotoxicos, no entanto apresentam baixo indice de seletividade. Os testes in vitro
realizados frente as formas intracelulares do Trypanosoma cruzi mostraram que os complexos
e os ligantes derivados de hidrazonas foram mais potentes que o medicamento de referéncia
para a doenga de Chagas. Além disso, os indices de seletividades apresentado pelos compostos
foram altos, demonstrando que estes resultados sdo bastante promissores. Os complexos e seus
ligantes apresentam interagdo com a HSA, sendo a supressdo da fluorescéncia da HSA pelos
complexos de prata(I) ocorrem principalmente pelo mecanismo de supressdo estatico, com
constante de ligagdo na ordem de 10*-10° L mol'!, assim como demonstrado pelas técnicas de

fluorescéncia e ITC.
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Capitulo 6 Discussdo e Conclusdes

No presente trabalho, ligantes derivados de hidrazonas e de 4cidos N,R-
sulfonilaminobenzodicos foram complexados a prata(I), com o objetivo de obter um conjunto de
novos candidatos a metalofairmacos com potencial atividade antimicrobiana, antitumoral e
tripanocida. As analises das estruturas cristalograficas, superficie de Hirshfeld, atividades
biologicas e de interagdo com a albumina sérica humana (HSA) foram apresentadas e discutidas
neste trabalho.

Foram obtidos cinco novos complexos de prata(l): [Ag(MeH)2]NO3 (1), [Ag(PhH)2NO3 ]
(2), [Ag(pNO2)2]NO3 (3) [Ag(pHCI)2]NO3 (4) e [Ag(oHCI)2NO3] (5), derivados das hidrazonas
N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno )acetoidrazida [MeH], N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno )-
benzoidrazida [PhH], 4-nitro-N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno)-benzoidrazida [pNO:2], 4-cloro-
N’-((5-nitrofuran-2-il)metileno )-benzoidrazida [pHCI] e  2-cloro-N’-((5-nitrofuran-2-
ihmetileno)-benzoidrazida [oHCI]. Os valores elevados de condutividade molar (Awm)
sugeriram uma possivel liberacdo do ion nitrato em solugdo, com exce¢do do complexo (5) que
mostrou-se neutro em solucdo.

Os dados de difracao de raios X de monocristal para as hidrazonas MeH, pNO2 e pHCI
e para os complexos (1), (2) e (5) confirmaram as estruturas preditas pelas técnicas
espectroscopicas. Todas as hidrazonas cristalizaram-se na conformagdo E em relagdo a ligacao
C3-N2. O complexo (1) apresentou arranjo octaédrico distorcido, com o nitrato como contra
ion. O complexo (2) apresentou geometria piramidal quadratica levemente distorcida, com o
metal ligado a duas moléculas neutras de hidrazonas atuando como ligantes bidentados e um
fon nitrato coordenado monodentado. O complexo (5) apresentou geometria octaédrica
distorcida, com o centro metalico ligado a duas moléculas neutras de hidrazonas e um ion
nitrato, ambos atuando como ligantes bidentados.

O estudo da superficie de Hirshfeld do ligante MeH e dos complexos (1) e (2) mostrou
que os contatos O -+ H/ H -+ O foram os mais predominantes com 50,9% para MeH, 49,0%
para complexo (1) e 45,6% para complexo (2). Medidas de difracdo de raios X em p6 de MeH,
pNO2 e pHCl e dos complexos (1), (2) e (5) revelaram que o arranjo estrutural no p6 € o mesmo

que no cristal.
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Foram também obtidos oito novos complexos de prata(l): [AgMHI1] (6), [AgMH2] (7),
[AgMH3] (8), [AgMH4] (9), [AgMH5] (10), [AgMH6] (11), [AgMHT7] (12) e [AgMHS8] (13)
derivados de acido 4-((3-nitrofenil)sulfonamida)benzdico [MH1], 4-((4-
nitrofenil)sulfonamida)benzoico [MH2], 3-((2-nitrofenil)sulfonamida)benzdico [MH3], 3-((3-
nitrofenil)sulfonamida)benzdico [MH4], 2-((2-nitrofenil)sulfonamida)benzdico [MHS5], 2-((3-
nitrofenil)sulfonamida)benzdico [MH6], 2-((4-nitrofenil)sulfonamida)benzéico [MH7], e
acido 3-((4-clorofenil)sulfonamida)benzéoico [MHS]. Os resultados de andlise elementar
indicaram a formacdo de complexos com estequiometria 1:1 do tipo [Ag(L")]a. Os valores de
condutividade molar sugeriram a formacdo de complexos neutros em solugdo de DMSO.
Segundo os resultados de espectroscopia na regido do infravermelho, o grupo carboxilato
encontra-se coordenado a prata(I) de modo anisobidentado, em concordancia com os dados de
difracdo deraios X obtidos para o complexo AgMH7. Apenas para o complexo AgMHS8 o grupo
carboxilato coordena-se a prata de modo bidentado.

Os dados de cristalografia de raios X de monocristal para o complexo AgMH7 mostram
que a prata esta coordenada a trés atomos de oxigénio (01!, Oliie O2)de trés diferentes ligantes
monoanidnicos. A prata também possui uma mnteracdo com o carbono do anel aromatico de
uma molécula vizinha (Agl---nC6). Pode-se considerar que na esfera de coordenacdo a prata
estd tetracoordenada, com uma geometria tetraédrica distorcida, resultando em um sistema
polimérico OOOCAg---AgOOOC. O grupo carboxilato atua como ligante em ponte, onde o
atomo de oxigénio O1 coordena a dois atomos de Ag(I) em um modo anisobidentado, com
ligagdes Agl—O assimétricas, variando de 2,290(2) a 2,437(2) A, o que corrobora com os
dados da espectroscopia de infravermelho. A estrutura do complexo pode ser considerada como
um polimero de coordenacdo consistindo de uma cadeia linear unidimensional formada por
grupos de pontes de carboxilato.

As andlises da superficie de Hirshfeld e dos graficos de impressdo digital mostraram que
os contatos Ag-0O/O--Ag possuem contribuicdo de 7,2 %. As mteragdes Ag-C/C--Ag
correspondem a 4,4%, o que sugeriu a relevancia da interagdo Ag--nC6 na estabilidade do
empacotamento cristalino. Além disso, a interagdo Ag--Ag representou 0,5% das mteragdes na
estrutura polimérica.

A anilise de difracdo de raios X de po para o ligante MH7 e para o complexo AgMH?7
indicou que os sistemas do ligante e do complexo no estado em po sdo diferentes aos observados
no monocristal.

Os derivados de hidrazonas e seus complexos de prata(l) foram investigados quanto as

suas atividades antimicrobiana, citotoxica e tripanocida in vitro. As interagdes dos complexos
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derivados de hidrazonas e os complexos AgMH3, AgMH5, AgMH6, AgMH7 ¢ AgMH8 com
a HSA foram estudadas.

Em relagdo a atividade antimicrobiana, os ligantes derivados de hidrazonas e seus
complexos de prata(I) ndo apresentaram atividade antibacteriana satisfatoria, contudo os
complexos apresentaram efeito antifingico. Os complexos foram mais ativos contra as espécies
de C. tropicalis, C. lusitaniae ¢ C. parapsilosis, apresentando 1Cso de 0,24 £ 0,02 a 5,37+ 0,06
umol L-!, menores do que aqueles apresentados por nitrato de prata, sulfadiazina de prata,
nitrato de miconazol e nistatina. Como os ligantes livres ndo apresentaram atividade
antifingica, pode-se inferir que a atividade dos complexos se deve a presenca do metal e
possivelmente ao aumento da lipofilia dos complexos em comparag¢do ao nitrato de prata e aos
seus ligantes, permitindo interagdes mais favoraveis com o alvo.

Os resultados do teste de atividade citotoxica in vifro mostraram que os complexos de
Ag(I) derivados de hidrazonas e seus respectivos ligantes apresentaram atividades citotoxicas
frente as células tumorais B16F10 (melanoma metastatico de camundongos) e 4TI (células do
adenocarcinoma mamario metastatico de camundongos). As atividades citotoxicas dos
complexos foram melhoradas com relagdo as dos ligantes. O AgNO3 ndo foi ativo frente as
células tumorais. No entanto, todos os complexos e ligantes também apresentaram efeito
citotoxico frente as células sadias BHK-21 (células normais de rim de camundongo).

Os complexos de prata(I) derivados de hidrazonas e seus ligantes foram bastante ativos
contra as formas intracelulares do 7Trypanosoma cruzi (cepas de Tulahuen), sendo mais potentes
do que o medicamento de referéncia, benznidazol. Além disso, todos os compostos
apresentaram indices de seletividade (IS) altos, sendo os ligantes MeH e oHCI e os complexos
(1) e (2) mais promissoras com IS> 88, o que sugere que futuros ensaios in vivo seriam de
mteresse. Dentre os compostos testados, os complexos (1) e (2) e os ligantes MeH e oHCI foram
0s compostos mais promissores para serem considerados candidatos prototipos de firmacos
para o tratamento da doenga de Chagas.

Estudos por espectroscopia de fluorescéncia mostraram que a HSA interage com os
complexos de prata(I) derivados de hidrazonas (complexos 1-5) e de d&cidos N,R-
sulfonilaminobenzdicos (complexos 8, 10-13). A intensidade de fluorescéncia da HSA
diminuiu continuamente com o aumento da concentragdo dos complexos, acompanhada por um
deslocamento hipsocrdmico. O deslocamento para o azul sugere que na presenga do complexo,
o residuo de Trp-214 ¢ deslocado para um ambiente mais hidrofobico e menos exposto ao

solvente.
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Os valores de constante de supressdo (Ksv) e de constante de supressdo bimolecular (Kg)
para os complexos de Ag(I) foram da ordem de grandeza de 10%-10° L mol! e de 10'2-103 L
mol!, respectivamente. Esses dados sugerem que a supressdo da fluorescéncia da HSA pelos
complexos de prata(I) ocorre principalmente pelo mecanismo de supressdo estatico, onde ha a
formagdo do complexo ndo fluorescente albumina-supressor. Os valores de Ky para os
complexos de prata(l) encontram-se na ordem de grandeza de 10* a 10° L mol! a 25°C, o que
sugere uma forte mteragdo com a albumina. Os valores de m proximos a 1,0 sugerem que os
complexos se ligam a albumina na propor¢ao de 1:1 (complexo:HSA). Os valores negativos de
AG sugerem estabilidade termodindmica e espontaneidade da ligacdo com a HSA.

Os experimentos de supressdo da fluorescéncia para os complexos (1) e (2) foram feitos
nas temperaturas de 25, 30 e 37 °C. A intensidade de fluorescéncia da HSA diminuiu com o
aumento da concentracdo dos complexos para as trés temperaturas. Um pequeno deslocamento
hipsocromico também foi observado. Os valores das constantes de supressdo Stern-Volmer
(Ksv) para o complexo (1) mantiveram-se praticamente constantes com o aumento da
temperatura, assim como a constante de supressdo bimolecular (Kq), que foi na ordem de 102
L mol! s! para os complexos (1) e (2), indicando mecanismo de supressdo estatico. Os valores
da constante de supressdo (Ksv) parao complexo (2) dimnuiram com o aumento da temperatura,
sugerindo que a supressdo da fluorescéncia ocorreu possivelmente pela formacdo de um
complexo, albumina-supressor, por meio de um mecanismo de supressao estatico.

Pode-se observar que os valores de Kp foram na ordem de 10%-10* L mol! e n foi
aproximadamente 1:1 (HSA:complexo) sugerindo um sitio de ligagdo na albumina para o
complexo (1). Os valores de Ky € 1 (principalmente para o complexo 2) diminuiram com o
aumento de temperatura, o que indica uma diminuicdo da estabilidade do sistema formado entre
o complexo e a HSA. Os valores negativos de AG® sugerem que o processo de ligagdo entre a
HSA e os complexos ¢ espontdneo, AH® e AS° negativos para os complexos (1) e (2) indicam
que as principais forcas entre o complexo e a HSA sdo as ligacdes de hidrogénio e forcas de
van der Waals.

A avaliacao das forgas motrizes envolvidas na ligagdo das hidrazonas livres MeH e PhH
e seus complexos de prata(I) com a albumina sérica humana (HSA) foi também estudada
utilizando a técnica de ITC a 25 °C. MeH apresentou um perfil levemente endotérmico,
impulsionado pela entropia. A constante de ligagio de MeH-HSA foi de 6,75 x 10° L mol!. O
coeficiente estequiométrico encontrado para este sistema foi n = 0,5, sugerindo a formacao da
espécie MeH: HSA;. Para o sistema PhH, o processo foi exotérmico. No entanto, a intera¢ao

foi bastante fraca e consequentemente ndo foi possivel obter os dados de coeficiente
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estequiométrico e constante de ligacdo. Para as titulagdes dos complexos de prata (1) e (2) com
HSA, pode-se observar a ocorréncia de processos por etapas, uma vez que ha pelo menos trés
sitios de ligacdes ocorrendo para cada composto com HSA. Os complexos (1) e (2)
apresentaram constantes de ligagdo na faixa de 10*-10°¢ 10°-10°L mol!. O sistema complexo
(1)/HSA teve predominio de interagdes eletrostaticas e hidrofobicas. Da mesma forma, para o
sistema complexo (2)/HSA, com predominidncia das forcas hidrofobicas e de van der Waals
juntamente com ligagdo de hidrogénio entre os hidrogénios do anel fenilico e os residuos de
aminodcidos da HSA. A predominincia de mais ligagdes endotérmicas para o complexo (2) foi
consistente com o seu maior efeito estérico e hidrofobicidade resultante da presenca do grupo
fenila no ligante PhH.

Os resultados do ITC corroboram com a espectroscopia de fluorescéncia. Porém, a
variagdo dos valores das constantes de ligagdo e dos pardmetros termodindmicos observados
entre as duas técnicas pode ser devida ao fato de que analise calorimétrica mede uma mudanga
global na propriedade do sistema enquanto andlise espectroscopica mede mudangas locais em
torno dos fluoréforos.

Devido ao aumento da resisténcia de diversos microrganismos e tumores aos farmacos e
tratamentos disponiveis atualmente, a pesquisa por compostos a base de prata tem aumentado
nos ultimos anos. Assim, este trabalho propos contribuir em apresentar complexos de prata(l)
derivados de hidrazonas e 4cidos N,R- sulfonilaminobenzoicos com grande diversidade
estrutural e investigar a atividade antimicrobiana, citotoxica e tripanocida, incluindo as
mteragdes com a albumina. Em perspectiva futura, espera-se que os complexos de prata(l)

obtidos sejam continuados nos testes biologicos in vitro e in vivo.
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Espectro no infravermelho do ligante MH6 em KBr.
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Espectro no infravermelho do complexo AgMH7 em KBr.
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