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Resumo

Foram obtidas 2-acetilpiridina-4-nitroimidazolhidrazona (HL1), 2-acetilpiridina-
2-nitroimidazolhidrazona (HL2) e 2-benzoilpiridina-4-nitroimidazolhidrazona (HL3).
Os compostos foram inativos contra células de macrofagos J774.A1. HL1 e HL3
exibiram atividade contra Leishmania chagasi, enquanto HL2 mostrou-se inativo,
sugerindo que a presenga do grupo 4-nitro provavelmente favorece a acdo
antiparasitaria.

2-formil-8-hidroxiquinolina-4-nitroimidazolhidrazona (H,L4) e 2-formil-8-
hidroxiquinolina-4-nitrobenzenohidrazona (H,L5) e seus complexos [Sb(HL)CI] (1-2),
e [Bi(HL)Cl,] (3-4) foram sintetizados. Enquanto H,L5 foi inativo, H,LL4 e os
complexos (1-4) inibiram formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Todos os
complexos apresentaram atividade similar ou superior a do benznidazol, sendo que 2
(CEso = 0,33 uM) e (4, CEsp = 0,06 uM) apresentaram as atividades mais altas contra
tripomastigotas. 2 (CEsp = 3,05 uM) e 4 (CEsp = 2,31 uM) também exibiram as
atividades mais altas contra amastigotas. A atividade citotoxica dos compostos foi
investigada em células nao infectadas de fibroblastos humanos hFIB e de macrofagos de
camundongos. Em todos os casos, os complexos de Bi(Ill) mostraram os maiores
indices de seletividade contra tripomastigotas. A investigagdo do modo de agdo do

complexo (4) em tripomastigotas sugeriu a ocorréncia de morte celular por necrose.

Foram também sintetizados (1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazonacarboxamida (HL6), (1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)acetilhidrazona (HL7) e (1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)benzoilhidrazona (HLS) (1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-

ilideno)hidrazinocarbotioamida (HL9), (N-metil-1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida (HL10) e  (1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)-N-fenil-hidrazinocarbotioamida (HL11) e [Cu(HL6),Cl:] (5), [Cu(HL7)Cl] (6),
[Cu(HLS),CL] (7), [Cu(HL9)CL]-2H,0 (8), [Cu(HL10)Cl;] (9), [Cu(HL11)Cl;] (10),
[Ag(HL)NOs;] HL = HL7-HL10 (11-14) , e [Bi(HL)Cl;] HL = HL 9-HL11(15-17).
Todos os compostos revelaram-se inativos contra diferentes cepas de bactérias
aerdbicas. Os ligantes exibiram atividade antibacteriana in vitro contra bactérias
anaerobicas Gram-positivas Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron,
Bacteroides vulgatus, Bacteroides ovatus, Parabacteroides distasonis e Fusubacterium

nucleatum. Para os complexos de Cu(Il), Ag(I) e Bi(Ill), a atividade antibacteriana



aumentou significativamente em varios casos mostrando assim, a alta seletividade dos
compostos para bactérias anaerobicas. Estudos eletroquimicos da reducdo do grupo
nitro produzindo o anion radical NO; revelaram que os compostos apresentam
potenciais de redugdo comparaveis aos dos farmacos biorredutiveis secnidazol e
benznidazol, indicando que suas atividades antimicrobianas podem estar relacionadas a
biorreducdo intracelular do grupo nitro. Os complexos de Ag(I) também apresentaram
atividade contra Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida lusitaniae e Candida
glabrata, enquanto os ligantes e os complexos de cobre(I) e bismuto(I11) foram inativos,
sugerindo que seus efeitos antifiingicos provavelmente se devem a presenca de prata().

Os complexos (11-17) foram ainda avaliados quanto a agdo citotoxica frente a
células de leucemia humana HL60 e de tumores s6lidos HCT-116 (tumor colorretal),
PC3 (tumor de prostata), SNB-19 (glioblastoma) e células saudaveis HEK-203 (células
de rim embriondrio humano). O complexo (13) apresentou atividade citotdxica contra
todas as linhagens celulares testadas, enquanto os demais compostos foram inativos.
Esses resultados sugerem que os compostos deveriam ser testados no futuro contra
células de tumores solidos em ambiente de hipoxia.

Os complexos [Au(HL)P(CH,CH;);]PF¢ HL = HL9-HL11 (18-20) foram
obtidos e testados quanto as suas atividades citotdxicas contra células de carcinoma
colorretal HCT-116 sob condi¢des de normoéxia e hipoxia, e contra células saudaveis de
rim embrionario humano HEK-293 em condi¢cdes de normoxia. HL9-HL11 foram
inativos contra células HCT-116 sob hipoxia. HL9 e HL10 provaram ser citotoxicos
contra as linhagens celulares em condi¢des de normodxia, enquanto HL11 foi inativo. Os
complexos (18-20) e o precursor trietilfosfinaouro(I) apresentaram atividades contra
células HCT-116 em normoéxia e em hipoxia. Porém, exceto HLI1, os compostos
também revelaram ser ativos contra as células saudaveis HEK-293. O complexo (19)
mostrou-se mais ativo contra células HCT-116 sob hipoxia do que sob normoxia e foi
mais ativo contra as células HCT-116 sob condi¢des de hipoxia que contra células
HEK-293, com indice de seletividade (IS = ICsg nrk-293/ IC50mHcT-116 hipoxia) 1gual a 3,7,
semelhante ao valor obtido para o farmaco biorredutivel tirapazamina (TPZ, IS = 4).
Embora os compostos apresentem atividades citotdxicas distintas, os comportamentos
eletroquimicos de HL9 — HL11 foram muito semelhantes quanto ao potencial de
reducdo do grupo nitro, assim como os comportamentos eletroquimicos dos complexos

(18-20).
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Abstract

2-acetylpyridine-4-nitroimidazolhydrazone (HL1), 2-acetylpyridine-2-
nitroimidazolhydrazone (HL2) and 2-benzoylpyridine-4-nitroimidazolhydrazone (HL3)
were obtained. The compounds did not show cytotoxic effects against J774.Al
macrophage cells. Only HL1 and HL3 exhibited antileishmanial activity against
Leishmania chagasi, while HL2 proved to be inactive, indicating that the presence of
the 4-nitro group probably favors the antiparasitic effects.

2-formyl-8-hydroxyquinoline-4-nitroimidazolhydrazone (H,L4), 2-formyl-8-
hydroxyquinoline-4-nitrobenzenohydrazone (H,L5), [Sb(HL4)Cl] (1), [Sb(HLS5)CI;]
(2), [Bi(HL4)Cl;] (3) and [Bi(HLS5)Cl,] (4) were synthesized. While H,L5 was inactive,
H,L4 and complexes (1-4) inhibited the growth of trypomastigotes of Trypanosoma
cruzi. All complexes showed activities similar or superior to that of benznidazole used
as control. Complexes (2), CEsp = 0.33 uM) and (4) CEsp = 0.06 uM) proved to be the
most active against trypomastigotes and as expected, (2) and (4) were also the most
effective against the amastigote form, with de ECsp = 3.05 uM (2) and ECso=2.31 uM
(4). The cytotoxic activities of the compounds were also evaluated against non-infected
human hFIB fibroblasts cells and against mouse macrophage cells. In both cases the
Bi(III) complexes showed the highest selectivity indexes against trypomastigotes.
Investigations on the mode of action of complex (4) on trypomastigotes suggested the
occurrence of cell death by necrosis

(1-(2-methyl-5-nitroimidazole)propan-2-ylidene)hydrazonecarboxamide (HL6),
(1-(2-methyl-5-nitroimidazole)propan-2-ylidene)acetylhydrazone (HL7), (1-(2-methyl-
5-nitroimidazole)propan-2-ylidene)benzoylhydrazone (HLSB), (1-(2-methyl-5-
nitroimidazole)propan-2-ylidene)hydrazinocarbothioamide  (HL9), (N-methyl-1-(2-
methyl-5-nitroimidazole)propan-2-ylidene)hydrazinocarbothioamide (HL10) and (1-(2-
methyl-5-nitroimidazole)propan-2-ylidene)-N-phenyl-hydrazinocarbothioamide (HL11)
were obtained as well as [Cu(HL6),Cl] (5), [Cu(HL7)CL]-"2CH;OH (6),
[Cu(HLS),CL] (7), [Cu(HL9)Cl,]-2H,0 (8), [Cu(HL10)CL] (9), [Cu(HL11)Cl,]-2H,O
(10), [Ag(HL7)NOs] (11), [Ag(HL8)NO3] (12), [Ag(HL9)NOs] (13), [Ag(HL10)NOs]
(14), [Bi(HL9)Cls] (15), [Bi(HL10)Cls] (16) and [Bi(HL11)Cl3]-:2H,O (17).

All compounds revealed to be inactive against several strains of aerobic bacteria.
In contrast, the secnidazole-derived ligands showed in vitro antibacterial activity against

Gram-positive  Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides

iv



vulgatus, Bacteroides ovatus, Parabacteroides distasonis and Fusubacterium nucleatum
anaerobic bactéria. Upon coordination to Cu(Il), Ag(I) and Bi(IIl), the animicrobial
activity significantly increased in several cases suggesting selectivity of the compounds
for anaerobic strains. Electrochemical studies on the nitro group reduction generating
the nitro anion radical NO; showed that the compounds have reduction potentials
similar to the bio-reducible drugs secnidazole and benznidazole, suggesting that their
antibacterial effects might be related to the intracellular reduction of the nitro group.
While the secnidazole-derived ligands and the Cu(Il) and Bi(III) complexes were
devoid of activity, the silver(I) complexes and silver nitrate exhibited antifungal action
against Candida albicans, Candida dubliniensis, Candida lusitaniae and Candida
glabrata, indicating that the antifungal effects are due to the presence of silver.
Complexes (11-17) were evaluated for their antiproliferative activities against
HL60 leukemia and HCT-116 (colorectal cancer), PC3 (prostate cance), SNB-19
(glioblastoma) and non-malignant HEK-203 (human embryonic kidney) cells. Complex
(13) showed cytotoxic activity against all cell lineages while all other compounds were
inactive. The results suggest that further studies on the cytotoxc effects of the
compounds on solid tumor cells should be investigated under hypxia conditions.
[Au(HL9)P(CH,CH3);]PFs  (18), [Au(HL10)P(CH,CHj3)3]PFs (19) and
[Au(HL11)P(CH,CH3)3]PFs (20) were obtained and evaluated for their cytotoxicity
against HCT-116 colorectal cancer cells under normoxia and hypoxia conditions, as
well as against non-malignant HEK-293 human embryonic kidney cell under normoxia.
HL9 and HL10 proved to be cytotoxic to both cell lineages under normoxia while HL11
was inactive. Complexes (18-20) and the thriethylphosphinegold(I) precursor showed
cytotoxic activity against HCT-116 cells under normoxia and hypoxia conditions as
well as against the HEK-293 healthy cells. Complex (19) deserves special interest since
it was more active against HCT-116 cells under hypoxia than under normoxia
conditions and was more potent against HCT-116 cells under hypoxia that against
HEK-293 cells in normoxia, with selectivity index (SI = ICso nek-293/ IC501cT-116 hipoxia)
= 3.7, similar to the value obtained for the bioreducible control drug tirapazamine (TPZ,
SI = 4). Regarding the reduction of the nitro group, although the compounds presented
distinct cytotoxic effects, the electrochemical behaviors of HL9 — HL11 were very

similar, as were the electrochemical behaviors of complexes (18-20).



Keywords: thiosemicarbazones; hydrazones; nitroimdazole; nitrobenzene; metal

complexes; antimicrobial; antiparasitic; antineoplastic.
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Capitulo 1

Introducéo

1.1 - Quimica Medicinal Inorganica

Quimica Medicinal é uma disciplina baseada no estudo dos aspectos
relacionados as Ciéncias Farmacéuticas, Médicas e Bioldgicas para a descoberta e
preparacdo de substéncias bioativas de interesse terapéutico, incluindo o estudo da
compreensdo da relagdo entre estrutura quimica e atividade.*

Neste contexto, a Quimica Medicinal Inorgénica dedica-se a busca por
complexos metéalicos com propriedades farmacoldgicas.? E um campo de pesquisa em
desenvolvimento, e tem mostrado que novos complexos apresentam amplo impacto na
medicina como agentes terapéuticos e de diagndstico, e no tratamento de varias
enfermidades.® Os medicamentos a base de metais representam um grande potencial no
mercado farmacéutico para o tratamento de doencas incuraveis.*

Nos ultimos anos, uma maior conscientizacdo sobre o papel fisiologico e
patoldgico dos ions metélicos permitiu abordagens modernas da Quimica Medicinal
Inorgénica. Porém, estudos mostraram que 0s egipcios ja usavam cobre para esterilizar a
agua em 3000 a.C.. Na Arabia e China, o ouro era usado como medicamento ha 3500
anos. O zinco e varios medicamentos de ferro foram utilizados no Egito cerca de 1500
a.C.>

No entanto, sé nos ultimos 100 anos a Quimica Medicinal Inorgéanica foi
estudada de forma racional. Por exemplo, o composto inorganico dicianoaurato(l) de
potéssio, K[Au(CN):], foi usado clinicamente contra o bacilo da tuberculose no comeco
do século XX. Atualmente muitos compostos inorganicos foram introduzidos na clinica,
como compostos de antiménio, empregados no tratamento de leishmaniose, compostos
de bismuto usados como agentes antimicrobianos, compostos de ouro empregados no

tratamento de artrite reumatoide e complexos de platina na terapia do cancer.5"8

LA, T. do Amaral, C. H. Andrade, A. E. Kiimmerle, R. V. C. Guido. Quim. Nova 40 (2017) 694-700.
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3Z.J. Guo, P. J. Sadler. Angew. Chem. Int. Edit. 38 (1999) 1513-1531.

4 D. La Mendola, E. Rizzarelli. Curr. Top. Med. Chem. 16 (2016) 3019-3020.

5 C. Orvig, M. J. Abrams. Chem. Rev. 99 (1999) 2201-2203.
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Com a descoberta das propriedades anticancerigenas da cisplatina,
cis[diaminodicloroplatina(ll), (Figura 1.1, pagina 4), em 1965 por Barnett Rosemberg,
houve um grande impulso na Quimica Medicinal Inorgénica, uma vez que, com 0 USO
clinico da cisplatina, a partir de 1978, diminuiu-se em aproximadamente 80% o0 ndmero
de casos de morte por tumor de testiculos. A partir dessa descoberta, ocorreram
incentivos para investigar o desenvolvimento de novos complexos metélicos com
propriedades farmacoldgicas.®® Sendo assim, torna-se importante a escolha de ions
metalicos e ligantes adequados tendo como objetivo direcionar 0 composto para 0S
locais almejados, aumentando o indice terapéutico, diminuindo a resisténcia de algumas

doencas como cancer e doencas negligenciadas, e evitando danos as células sadias.

1.2 - Cancer e a Quimica Medicinal

O céancer é um conjunto de doengas caracterizadas por um crescimento
desordenado de células, que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo ocorrer metastase,
espalhando para outros locais do corpo. O acumulo de células pode ser benigno, quando
ocorre a multiplicacdo vagarosa de uma massa de células, raramente constituindo um
risco de vida. Pode também ser maligno, quando tais células se dividem rapidamente de
forma agressiva, incontrolavel e desorganizada. Assim, o cancer ¢ a denominacdo de
tumor maligno.©

Entre 80% a 90% dos casos de cancer estdo relacionados com ambiente, seja o
meio ambiente em geral (agua, terra e ar), 0 ambiente ocupacional (quando insalubre), o
ambiente social e cultural (estilo e habitos de vida) ou ambiente de consumo (alimentos,
medicamentos). E estimado que entre 10% a 20% dos canceres também podem estar
relacionados a hereditariedade. Apesar de o cancer ser essencialmente um processo
genético, sdo raros 0s casos de canceres que ocorrem exclusivamente a partir de fatores
hereditarios.!

De acordo com Organizagdo Mundial de Satde (OMS), o céncer ¢é a segunda

principal causa de morte em todo o mundo, atrds apenas das doencas cardiacas, e

8 H. Beraldo. Quim. Nova Esc. 6 (2005).

° B. Rosenberg, L. Vancamp, T. Krigas. Nature 205 (1965) 698-699.

10 Instituto Nacional de Cancer (INCA), ABC DO CANCER - Abordagens Basicas para o Controle do
Céancer, Rio de Janeiro 2011.

11 http://www2.inca.gov.br/wps/wem/connect/cancer/site/oquee. Instituto Nacional do Cancer. Acessado
em 02 de Dezembro de 2019.
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representou 9,6 milhGes de mortes em 2018. A nivel global, uma em cada seis mortes
sdo relacionadas a doenca, sendo de maior ocorréncia os canceres de pulmao, prostata,
colorretal, estomacal e hepéatico, 0s mais comuns nos homens, enquanto 0s canceres
mamario, colorretal, pulmonar, cervical e estomacal, 0s mais comuns entre as
mulheres.*? Segundo a OMS, o cancer é um problema de salde publica, principalmente
entre paises em desenvolvimento. A estimativa para o Brasil em 2018-2019 foi de cerca
de 600 mil casos novos de cancer.!

Os principais tipos de tratamento para o cancer sdo cirurgia, radioterapia e
quimioterapia, podendo ocorrer a realizacdo das terapias combinadas, ou seja,
associando mais de um tipo de tratamento. Na cirurgia ocorre a remoc¢ao de tumores,
porém, so é possivel realizar se ndo houver metastase. A radioterapia, que € uma terapia
que pode ser utilizada para tumores radiossensiveis localizados, pode ser realizada em
conjunto com a cirurgia para uma maior eficdcia no tratamento. Caso ocorra a
realizacdo apenas da radioterapia, pode ser observada a diminui¢do de tumores grandes,
diminuindo a chance de metéstase.°

A quimioterapia é baseada na utilizacdo de farmacos denominados
quimioterapicos, ou seja, agentes antineoplasicos, que podem ser administrados
intravenosos, intramusculares, subcutdneos ou intracraneais. Contudo o0s agentes
antineoplésicos também acabam lesionando as células normais ao combater as células
malignas, ocorrendo assim os efeitos colaterais como nausea e perda de cabelo.!

Em funcédo da baixa eficiéncia dos agentes terapéuticos em uso clinico e da baixa
eficacia dos tratamentos disponiveis, o cancer € um dos principais alvos de pesquisas
em Quimica Medicinal.

Atualmente a cisplatina esta entre os trés farmacos mais utilizados como
antitumorais para o tratamento de neoplasias de ovario e de testiculo, principalmente,
sendo um componente dos protocolos utilizados no tratamento de cancer de pulméo e
como paliativo em outras neoplasias.’®® No entanto, a cisplatina possui efeitos
colaterais significativos e intrinsecos, podendo ocorrer a resisténcia de varios

tumores.*1°
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A partir dos estudos quimicos e da acao farmacoldgica da cisplatina, foi possivel
desenvolver andlogos com diferentes propriedades farmacocinéticas. Varios complexos
de platina foram sintetizados e selecionados para atividade antitumoral, mas pouco
sucesso foi alcancado até o momento na procura de novos farmacos de platina, que
sejam ativos para tumores resistentes a cisplatina. Varios compostos de platina entraram
em ensaios clinicos nos ultimos tempos. Carboplatina e oxaliplatina (Figura 1.1)
receberam aprovacdo mundial e nedaplatina foi aprovada para uso clinico no Japdo
(Figura 1.1).%4
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Figura 1.1 - Compostos de platina usados no tratamento do cancer.4

As células neoplasicas ocupam menos da metade do volume total do tumor e os
vasos sanguineos que se entrelacam dentro da massa tumoral preenchem de 1 a 10% do
seu volume.’® A compressdo dos vasos sanguineos em decorréncia do crescimento
tumoral ocasiona regides com diferentes concentracGes de oxigénio, como a camada
externa composta por células oxigenadas, regido intermediaria (regido de hipdxia) de
baixa concentragdo de oxigénio e células em necrose, distantes da vascularizagdo.r’ O
espaco restante é preenchido por uma matriz rica em colageno, que envolve as células
neoplasicas e pode separa-las da vascularizacdo. Assim, 0s tumores solidos sdo
caracterizados pela baixa concentracdo de oxigénio gerando um ambiente mais redutor
em comparagdo com os tecidos normais.81°

A pouca vascularizacdo em tumores solidos, ou seja, 0 ambiente hipdxico, esta

relacionado com a fraca eficiéncia da quimioterapia, pois dificulta o transporte do

16 F, L. S. Bustamante, E. T. Souza, M. Lanznaster, M. Scarpellini. Rev. Virtual Quim. 1 (2009) 138-148.
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18 R, B. de Oliveira, Quim. Nova 25 (2008) 976-984.

% M. R. Horsman, L. S. Mortensen, J. B. Petersen, M. Busk, J. Overgaard, Nat. Rev. Clin. Oncol. 9
(2012) 674-687.



farmaco para a regido tumoral.?® A baixa concentragdo de oxigénio também limita a
eficacia da radioterapia, uma vez que a mesma funciona por meio da geracao de radicais
superoxido, e em seguida outros radicais como peroxila e hidroxila.?

Por isso, pesquisas recentes tém sido direcionadas para o desenvolvimento de
drogas biorredutiveis que sdo seletivamente ativadas em tecidos hipdxicos (Proé-
Farmacos Ativadas por Hipdxia - PDAHSs).?2 As pro-farmacos sdo farmacos que sofrem
uma transformagdo enzimatica e/ou quimica in vivo para liberar o farmaco ativo, que
pode entdo exercer o efeito farmacoldgico desejado. Em geral, a I6gica por trés do uso
de pro-farmacos é otimizar a absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecgéo e toxicidade
indesejada dos medicamentos.?®

Agentes citotdxicos que sdo seletivos em hipoxia como nitroimidazois tém sido
estudados por serem biorredutiveis. O metronidazol e o misonidazol (Figura 1.2), por
exemplo, possuem alta afinidade pelos tumores hipoxicos in vitro e in vivo.'® A
evofosfamida (Figuras 1.2) encontra-se em fase clinica Il. Sua atividade se deve a
reducdo do grupo nitro pelas redutases intracelulares em condicbes de hipoxia com

liberagdo do bromo alquilante.?
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Figura 1.2 — Nitroimidazois: agentes citotdxicos seletivos em hipoxia.
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1.3 - InfeccBes por bactérias anaerdbicas e a Quimica Medicinal

Quase todas as superficies do corpo humano sdo colonizadas por micro-
organismos. Em circunstancias normais, a presenca desses organismos nédo é prejudicial.

Pelo contréario, ha consideraveis evidéncias de que eles sdo benéficos para o seu
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hospedeiro. Porém, apenas algumas dessas espécies causam infecgdes.?* As espécies
anaerdbicas, que predominam em infecgOes clinicas, incluem as espécies Bacteroides
fragilis, Prevotella melaninogenica, Clostridium perfringens, Clostridium ramosum e
Fusobacterium nucleatum. Estes grupos representam cerca de dois tercos dos
anaerdbios de infecgbes clinicamente significativas e, cada uma dessas espécies de
bactérias tem um ou mais fatores de viruléncia.®® As superficies habitadas do corpo
humano incluem a pele, boca, nariz, garganta, trato intestinal inferior, vagina e parte
externa da uretra. Os micro-organismos que colonizam essas regides estdo presentes em
nimeros apreciaveis e se multiplicam ativamente.?®

Para que exista infeccdo causada por bactérias anaerdbicas, é preciso que ocorra
a interrupcdo das barreiras cutaneas (por doenca maligna ou outra, cirurgia ou trauma),
injaria tecidual (isto reduz o potencial de reducdo e oxidacdo, portanto, favorece o
crescimento de anaerdbios), fraco fornecimento de sangue e necrose de tecido,
favorecendo o crescimento de anaerobios. E também causa de infeccdo qualquer
condicdo que reduza o suprimento de sangue para uma area afetada, incluindo: trauma,
corpo estranho, malignidade, cirurgia, edema, choque, colite e doenca vascular.?®?’

As bactérias anaerdbicas sdo responsaveis por doencas pleuropulmonares, intra-
abdominais e hepéticas. Séo isoladas frequentemente em infeccdo do trato genital
feminino. Com frequéncia, sdo também encontradas bactérias anaerébicas em infecgéo
da pele, tecidos moles e 0ssos e em casos de infeccdo adjacente a uma superficie
mucosa, com liberacdo de secrecdo com mau cheiro, formacdo necrotica de tecido
gangrenoso e abscesso, e em infecgcdes relacionadas a tumores ou outros processos
destrutivos, tromboflebite, e infeccdo apds picadas.?®

A terapia antimicrobiana de infeccdes anaerdébicas deve ser prolongada para
evitar recaidas, devido a tendéncia de anaerobios causarem necrose tecidual, formacéo
de abscessos e tromboflebite séptica. Os medicamentos comumente utilizados no
tratamento de infeccBes anaerdbicas, exceto o0s antibi6ticos beta-lactdmicos, sao

cloranfenicol, clindamicina e metronidazol (Figura 1.3).%’
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Figura 1.3 - Compostos utilizados no tratamento de infecgdes anaerdbicas.

O metronidazol possui excelente atividade contra anaerdbios; no entanto, ele é
ineficaz contra aerdbios e facultativos. Uma limitacdo para o tratamento efetivo com
utilizacdo dos medicamentos, incluindo o metronidazol, é o aumento das taxas de
resisténcia de bactérias anaerébicas a esses agentes antimicrobianos, o que leva a busca

por novos farmacos que sejam toxicos para estas bactérias.?®
1.4 - Doenca de Chagas e a Quimica Medicinal

Doenca de Chagas ¢ uma doenca infecciosa causada por protozoario chamado
Trypanosoma cruzi, nome dado por seu descobridor em 1909, o cientista brasileiro
Carlos Chagas. O T. cruzi geralmente é transmitido de um hospedeiro a outro por
insetos. No caso humano, o principal vetor € um percevejo popularmente conhecido
como barbeiro ou chupdo, que sdo insetos das espécies Triatoma infestans, Rhodnius
prolixus e Panstrongylus megistus, dentre mais de 300 espécies que podem transmitir o

T. cruzi.®
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A infeccdo chagasica humana é caracterizada por duas fases, a aguda e a
crénica. Na fase aguda, que é a mais leve, a pessoa pode apresentar sinais moderados
como, febre prolongada (mais de sete dias), dor de cabeca, fraqueza intensa, inchago no
rosto e pernas, ou até mesmo ndo sentir nada. Ja na fase crénica, a maioria dos casos
ndo apresenta sintomas, porém algumas pessoas podem apresentar problemas
cardiacos, como insuficiéncia cardiaca e problemas digestivos.3%2

A doenca de Chagas € uma condi¢do cronica e endémica nos paises das
Ameéricas, afetando aproximadamente 12 milhdes de pessoas, com incidéncia anual de
30 mil novos casos, ocasionando em média, 14.000 mortes por ano. No Brasil estima-se
que existam aproximadamente cerca de 2 milhGes de casos.*

A transmissdo do T. cruzi ocorre no momento da alimentacdo do vetor,
transmissédo vetorial classica, expelindo os protozoarios e colocando-0s em contato com
a ferida e a pele do hospedeiro. Porém, existem outras formas de transmissdo como
transfusdo de sangue ou durante a gravidez, da mde contaminada para o filho, e pela
ingestdo de alimentos contaminados com vetores triturados ou com seus dejetos. 3%

O parasita possui uma variacdo de morfologia funcional. As formas replicativas
incluem os epimastigotas presentes no tubo digestivo do inseto vetor, e 0s amastigotas,
observados no interior das células de mamiferos. As formas ndo replicativas e
infectantes compreendem os tripomastigotas metaciclicos, encontrados nas fezes e urina
do inseto vetor e os tripomastigotas, circulantes no sangue de mamiferos.

O ciclo bioldgico do parasita (Figura 1.4) ocorre no momento da alimentacdo do
vetor infectado. Assim que o barbeiro termina de se alimentar do sangue do homem, ele
defeca, eliminando os protozoarios tripomastigotas metaciclicos e colocando-os em
contato com a ferida e a pele do homem. Apoés a penetracdo o parasita invade as células
e perde o flagelo, passando para a forma amastigota. Os amastigotas multiplicam-se por

divisdo binaria, até que a célula infectada fique repleta de amastigotas. Os protozoarios
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(2009) 2444-2457.

32 A, J. Rassi, A. Rassi, J. M. de Rezende. Infect. Dis. Clin. North Am. 26 (2012) 275-291.

3 M. A. F. Barreto, M. A. F. Cavalcanti, C. M. Andrade, E. G. C. do Nascimento, W. O. Pereira. Ciénc.
saude colet. 24 (2019) 1483-1493.

34 http://saude.gov.br/saude-de-a-z/doenca-de-chagas, Doenga de Chagas. Acessado em 05 de Dezembro
de 2019.

% J. R. Coura, P. A. Vifias. Nature (2010) S6 e S7.

3 http://chagas.fiocruz.br/ciclo-evolutivo/, Acessado em 05 de Dezembro de 2019.


http://saude.gov.br/saude-de-a-z/doenca-de-chagas
http://chagas.fiocruz.br/ciclo-evolutivo/

se transformam em tripomastigotas circulantes e rompem a célula se deslocando para
infectar novas células.

No estdmago do inseto, a forma tripomastigota transforma-se em epimastigotas.
Em seguida os parasitas migram para o intestino do vetor, onde se multiplicam e
posteriormente transformam-se em tripomastigotas metaciclicos, que sdo eliminados

junto as fezes do triatomineo fechando assim o ciclo do T. cruzi.3*%®
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Figura 1.4 - Ciclo bioldgico do Trypanosoma cruzi.®’

O tratamento da doenca de Chagas passou a ser investigado mediante ensaios
clinicos controlados a partir de 1961. Nitrofurazona (Figura 1.5) foi o primeiro
composto a apresentar eficacia contra o T. cruzi. Contudo, metade dos individuos
tratados voltou a manifestar a presenca do parasita apos o tratamento.3® Por volta do
inicio da década de 70, dois farmacos foram adicionados na clinica, apresentando novas
perspectivas para o tratamento da doenca de Chagas, o nifurtimox e o benznidazol
(Figura 1.5), sendo o benznidazol o mais utilizado no Brasil. 3

Nifurtimox e benzinidazol atuam através da formac&o de radicais livres, ou seja,

0 grupo nitro presente nessas moléculas é reduzido ao grupo amino (NH2) pela agéo de
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% J.R. Coura, L. L. d. Abreu, H. P. F. Willcox, W. Petana. Ver. Soc. Bras. Med. 30 (1997)139-144.



enzimas do tipo nitrorredutases, que atuam especificamente em sistemas moleculares do
tipo R-NO2, e podem levar a formagdo de um intermediario nitro radicalar (R-NO3")
com subsequente formacdo de (R-NHOH) e (R-NO), espécies que sdo toxicas para o
parasita.3!

Os dois farmacos apresentam excelentes resultados com altas taxas de cura
parasitologica durante a fase aguda, mas sua eficacia decai com o avang¢o da infeccdo,
pois 0 parasita é capaz de desenvolver resisténcia.”> Por isso a importancia de estudar

novos compostos que sejam seletivos e diminuam a resisténcia dos parasitas.
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Figura 1.5 - Compostos que apresentam atividade anti-T. cruzi.

1.5 — Leishmanioses e a Quimica Medicinal

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas tropicais e subtropicais, causadas
por protozoarios do género Leishmania, e transmitidas por diferentes espécies de
flebotomineos. De modo geral, essas enfermidades se apresentam basicamente de duas
formas, leishmaniose tegumentar americana, que ataca a pele e as mucosas, e
leishmaniose visceral (ou calazar), que ataca érgdos internos. A partir da picada dos
mosquitos-palha infectados o parasita pode infectar muitas espéecies de mamiferos como
cdo, gato, canideos silvestres, marsupiais, roedores e 0 homem.*!

Segundo a OMS, a leishmaniose é uma das sete doencas tropicais mais

endémicas e representa um sério problema de satde mundial com um amplo espectro de

40 http://chagas.fiocruz.br/tratamento/. Acessado em 06 de Dezembro de 2019.
4L L. Anvers, M. G. S. Tiburcio, V. B. Richini-Pereira, L. Ed. Ramirez. Rev. Assoc. Med. Bras. 64 (2018)
281-289.
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manifestacdes clinicas levando a um resultado potencialmente fatal.*? Quando a doenca
progride, ocorre a manifestacao de dois a oito meses ap6s a infec¢do, com sintomas que
variam de acordo com o tipo da doenca. No caso da leishmaniose visceral, 0s sintomas
sdo febre irregular, anemia, indisposicdo, palidez da pele e mucosas, perda de peso,
inchaco abdominal devido ao aumento do figado e do baco. No caso da leishmaniose
tegumentar, pode ocorrer elevacao avermelhada na pele, que vai aumentando até tornar-
se uma ferida, lesdes inflamatérias no nariz ou na boca.*®

A leishmaniose € uma doenca com distribuicdo mundial, encontrada em cerca de
90 paises. E endémica na Asia, Africa, nas Américas e na regido do Mediterraneo. No
continente americano, pode ser encontrada em muitos paises, desde o sul dos Estados
Unidos até as provincias do norte de Argentina, com excec¢do do Chile, Uruguai e El
Salvador. 44

Entre 12 e 15 milhdes de pessoas no mundo estdo infectadas pelo parasita e 350
milhdes estdo em risco de contrair a doenga. A estimativa é de 1,5 a 2 milhdes de novos
casos a cada ano e causa 70.000 mortes por ano. No Brasil foram registrados 4,1 mil
casos da doenca em 2017. Em todo o pais, 0 numero de mortes chegou a 327 neste
periodo. O Brasil é um dos paises mais afetados do mundo e concentra mais de 90% das
notificages do continente.*

O parasita possui duas formas evolutivas, a forma promastigota, que € flagelada
e extracelular, e a forma amastigota, que ¢ intracelular e sem movimentos.*

Assim como no ciclo de biolégico do T. cruzi, o ciclo da Leishmania (Figura
1.6) ocorre a partir da picada do fleb6tomo infectado, no ato do repasto de sangue no
mamifero. As formas promastigotas metaciclicas do parasita sdo eliminadas pelo vetor,
infectando o hospedeiro vertebrado. Os parasitas sdo fagocitados por células do sistema
fagocitico-mononuclear e transformam-se em formas amastigotas, que se multiplicam
levando ao rompimento da célula e posterior disseminacdo, com infeccdo de outras
celulas. J& no vetor a infeccdo ocorre ao realizar o repasto sanguineo no hospedeiro
infectado, que pode liberar os parasitas e 0s mesmos se multiplicam no trato alimentar

do vetor.*®

42 https://www.who.int/leishmaniasis/en/. Acessado em 06 de Dezembro de 2019.

43 http://saude.gov.br/saude-de-a-z/leishmaniose. Acessado em 07 de Dezembro de 2019.

4 E. Torres-Guerrero, M. R. Quintanilla-Cedillo, J. Ruiz-Esmenjaud, R. Arenas. F1000 Research 6
(2017) 1- 15.

4 N. C. Hepburn. Clin. Exp. Dermatol. 25 (2000) 363-370.

4 E. Handman. Clin. Microbiol. Rev. 14 (2001) 229-243.
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Figura 1.6 - Ciclo biol6gico do Leishmania®’

Os farmacos de primeira escolha para o tratamento de leishmaniose sdo 0s
antimoniais pentavalentes, glucantime e pentostam, que sdo administrados por via
intramuscular ou endovenosa. O glucantime é o medicamento de primeira escolha no
Brasil. Porém os antimoniais sdo bastante toxicos. Em casos de resisténcia ao
tratamento com esses farmacos, é recomendavel a administracdo do farmaco de segunda
escolha, anfotericina B, que também possui uma alta toxicidade. Por isso a importancia
de identificar novos compostos menos toxicos e que reduzam o risco de resisténcia.*®

O composto nitroimidazolico fexinidazol (Figura 1.7) foi redescoberto pela
DNDi (drugs for neglected diseases initiave) e agora estd sendo considerado para o
tratamento da doenca de Chagas e tripanossomiase humana africana. Esse composto
apresentou atividade antileishmania e perfil pré-clinico preliminar como candidato ao

tratamento de leishmaniose visceral.*®

47 G. G. Almeida. Dissertacdo de Mestrado — Departamento de Parasitologia da Universidade Federal de
Minas Gerais. Belo Horizonte, 2012.

4 M. M. Bastos, N. Boechat, L. V. B. Hoelz, A. P. de Oliveira. Rev. Virtual Quim. 8 (2016) 2072-2104.
49°S. Wyllie, A. J. Roberts, S. Norval, S. Patterson, B. J. Foth, M. Berriman, K. D. Read, A. H. Fairlamb.
Sci. Transl. Med. 4 (2012) 119-126.
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Figura 1.7 - Estrutura quimica do fexinidazol.
1.6 — Utilizac&o de Bases de Schiff na Quimica Medicinal

Hidrazonas e tiossemicarbazonas sdo bases de Schiff conhecidas como iminas,
que constituem uma classe de compostos com a presenca de uma ligacdo dupla entre o
carbono e o nitrogénio, conforme mostrado na (Figura 1.8). Sdo obtidas a partir da
reagdo de condensacdo de tiossemicarbazidas ou hidrazidas com aldeidos ou cetonas.
Esses compostos sdo conhecidos também pelas suas excelentes propriedades de
formarem complexos metélicos, comportando-se como agentes quelantes.®®>! As bases
de Schiff apresentam-se como ligantes versateis, tanto na forma neutra quanto na forma
anionica, podendo formar ligacdo coordenada com metais por meio do atomo de
nitrogénio azometinico (C=N) e do 4&tomo de enxofre, no caso das tiossemicarbazonas e

do 4tomo de oxigénio, no caso das hidrazonas.*

R\2
N RZ\N_RS R, H\N_ ANr,
>=N/ >:‘N/ \\s
R R

(A) (B)

Figura 1.8 - Estrutura genérica de hidrazonas (A) e tiossemicarbazonas (B), onde R, Ry,

Rz e Rz = H, grupos alquila ou arila.

%0 J. S. Casas, M. S. Garcia-Tasende, J. Sordo. Coordin. Chem. Rev. 209 (2000) 197-261.

51 A. Hameed, M. Al-Rashida, M. Uroos, S. A. Ali, K. M. Khan. Expert. Opin. Ther. Pat. 27 (2017) 63-
79.

52 R. P. Tendrio, A. J. S. Gdes, J. G. Lima, A. R. Faria, A. J. Alves, T. M. Aquino. Quim. Nova 28 (2005)
1030-1037.
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A sintese das bases de Schiff é bastante conhecida por sua alta
quimiosseletividade, apresentando geralmente altos rendimentos. Seu mecanismo
(Figura 1.9) ocorre a partir da protonacdo do oxigénio da carbonila do aldeido ou
cetona, seguida de um ataque nucleofilico da amina, logo ap6s, ocorre prototropismo
(troca de protons dentro da mesma molécula) e a liberagdo de uma molécula de agua.

Na Ultima etapa ocorre a remogéo do hidrogénio ligado ao nitrogénio, com a formacéo

da imina.>>%3
H H‘O
o+ _
(o) HL.O* ﬂ(ﬂ HZ}'\I R, _ | +/R2 Prototropismo
RAR == RAR S RNt =
R
+
(OHZ R Rl Rz Rl RZ
/ 2 — +/ ——N/
Ry \_NH >—IE\H H;0"
R R ‘\ R

H,0

Figura 1.9 - Mecanismo geral simplificado proposto para a reacdo da obtencédo de bases

de Schiff, onde R, R1 e R2 = H, grupos alquila ou arila.>?3
1.6.1 - Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas apresentam, entre outras, atividades como agentes
antitumorais,> antivirais,® antiflingicos,®® antibacterianos,®” antitripanossoma,>*
antituberculoses®® e antimalaricos®. A atividade antitumoral tem sido, sem dvida, a

mais estudada.

53 F. A. Carey, R. J. Sundberg. Advanced Organic Chemistry. 5% ed. Virginia: Charlottesville, 2007.

% T. A. R. dos Santos, A. C. da Silva, E. B. Silva, P. Gomes, J. W. P. Espindola, M. V. D. Cardoso, D. R.
M. Moreira, A. C. L. Leite, V. R. A. Pereira. Biomed. Pharmacother 82 (2016) 555-560.

% M. C. S. Santacruz, M. Fabiani, E. F. Castro, L. V. Cavallaro, L. M. Finkielsztein. Bioorgan. Med.
Chem. 25 (2017) 4055-4063.

% L. N. D. Neto, M. D. A. de Lima, J. F. de Oliveira, E. R. de Souza, M. D. S. Buonafina, M. N. V.
Anjos, F. A. Brayner, L. C. Alves, R. P. Neves, F. J. B. Mendonca. Chem-Biol. Interact. 272 (2017) 172-
181.

5" N. Sharma, D. P. Pathak. Int. J. Pharm. Sci. Drug. Res. 8 (2017) 667-678.

8 V. Velezheva, P. Brennan, P. Ivanov, A. Kornienko, S. Lyubimov, K. Kazarian, B. Nikonenko, K.
Majorov, A. Apt, Bioorg. Med. Chem. Lett. 26 (2016) 978-985.
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Por exemplo, a Triapina (Figura 1.10) é uma tiossemicarbazona (N)-
heterociclica que esta em fase clinica Ill, e apresenta atividade citotoxica contra alguns
tumores. O mecanismo de acdo da Triapina envolve a inibicdo da atividade da
ribonucleosideo difosfato redutase (RDR), uma enzima é responsavel pela biossintese e
reparo ao DNA. A atividade catalitica da enzima que é inibida a partir do contato da
Triapina com o ion ferro(l11), que esta presente em uma subunidade da RDR, ocorrendo

a coordenagdo do composto ao centro metalico de ferro.506!

S
HN—/<
/
H,N —N NH,

Figura 1.10 - Estrutura quimica da Triapina.

As tiossemicarbazonas, por possuirem capacidade quelante e uma ampla faixa de
bioatividades, tém sido investigadas na Quimica Medicinal Inorganica por varios
autores e por nosso grupo de pesquisa. Os estudos revelam que, em muitos casos, a
atividade farmacoldgica desses compostos é potencializada pela complexacdo aos

metais.6%63

1.6.2 - Hidrazonas

Hidrazonas tém sido pesquisadas em varias areas além das aplicacOes
farmacoldgicas, em razdo de sua alta habilidade quelante, como por exemplo, na
quimica analitica, em que sdo utilizadas como reagentes para a determinacéo de cobre

em aguas naturais.®*

% 0. Prakash, M. P. Tanwar, R. M. Moriarty, Indian. J. Chem. B. 31 (1992) 470-471.

8 R. A. Finch, M. C. Liu, S. P. Grill, W. C. Rose, R. Loomis, K. M. Vasquez, Y. C. Cheng, A. C.
Sartorelli. Biochem. Pharmacol. 59 (2000) 983-991.

61 H. Beraldo. Quim. Nova. 27 (2004) 461-471.

62 L. B. P. Samia, G. L. Parrilha, J. G. Da Silva, J. P. Ramos, E. M. Souza-Fagundes, S. Castelli, V.
Vutey, A. Desideri, H. Beraldo. Biometals 29 (2016) 515-526.

63 J. G. Da Silva, C. C. H. Perdigao, N. L. Speziali, H. Beraldo. J. Coord. Chem. 66 (2013) 385-401.

® R. R. Singh, P. Jam, R. P. Singh. Talanta 29 (1982) 77-84.
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Na area medicinal, as hidrazonas apresentam atividade antitumoral,®
antimicrobiana,® antimalarica,®’ anti-inflamatdria,® antituberculose,®®
anticonvulsivante,’® analgésica,’* anti-HIV,’? dentre outras.

Assim como as tiossemicarbazonas, as hidrazonas, quando complexadas aos

metais em muitos casos, tém suas bioatividades potencializadas.” "

1.7 — Utilizac&o de nitrocompostos na Quimica Medicinal

Em 1947, Paul R. Burkholder e colaboradores descobriram o cloranfenicol
(Figura 1.3), um nitrocomposto isolado inicialmente de uma cultura de Streptomyces
venezuelae, a partir de uma amostra de solo venezuelano. Em 1949 foi aprovada a sua
comercializacdo para tratamento de infeccdes bacterianas, porém a toxicidade do
cloranfenicol também foi reconhecida muito cedo e seu uso limitado.”

Os nitroimidazois foram descobertos em 1953 por Maeda e colaboradores, com
o0 isolamento do 2-nitroimidazol, também chamado de azomicina (Figura 1.11). Desde
entdo, varios nitroimidazois foram sintetizados com interesse na Quimica Medicinal.
Em 1957, foi sintetizado o metronidazol (Figura 1.3) a partir da modificacdo da
estrutura quimica da azomicina, o qual se mostrou bastante efetivo contra o
Trichomonas vaginalis e, a partir de 1960, comegou a ser comercializado com nome

Flagyl®, para tratamento contra infecgdes por protozoarios.”’

8 T. Nasr, S. Bondock, M. Youns. Eur. J. Med. Chem. 76 (2014) 539-548.

% H. Aslan, S. Ozcan, N. Karacan. Spectro. Chim. Acta. A 98 (2012) 329-336.

67 P, Melnyk, V. Leroux, C. Sergheraert, P. Grellier. Bioorg. Med. Chem. Lett. 16 (2006) 31-35.

8 M. A. Abdelgawad, M. B. Labib, M. Abdel-Latif. Bioorg. Chem. 74 (2017) 212-220.

9 V. E. Kataeva, I. Y. Strobykina, O. V. Andreeva, B. F. Garifullin, R. R. Sharipova,V. F. Mironov, R. V.
Chestnova. Russ. J. Bioorg. Chem. 37 (2011) 483-491.

0V, Angelova, V. Karabeliov, P. A. Andreeva-Gateva, J. Tchekalarova. Drug. Develop. Res. (2016)
LC. A. M. Fraga, E. J. Barreiro. Curr. Med. Chem. 13 (2006) 167-198.

2P, Vicini, M. Incerti, P. L. Colla, R. Loddo. Eur. J. Med. Chem. 44 (2009) 1801-1807.

31, P. Ferreira, E. D. L. Pil6, A. A. Recio-Despaigne, J. G. Da Silva, J. P. Ramos, L. B. Marques, P. H.
D. M. Prazeres, J. A. Takahashi, E. M. Souza-Fagundes, W. Rocha, H. Beraldo. Bioorg. Med. Chem. 24
(2016) 2988-2998.

 A. A. R. Despaigne, J. G. Da Silva, P. R. da Costa, R. G. dos Santos, H. Beraldo. Molecules 19
(2014) 17202-17220.

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

76 J. Ehrlich, Q. R. Bartz, R. M. Smith, D. A. Joslyn, P. R. Burkholder. Science 106 (1947) 417-417.

" M. Moreth, D. Ornelas, C. R. B. Gomes, M. V. N. Souza. Rev. Virtual Quim. 2 (2010) 105-117.
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Estudos posteriores demonstraram a atividade do metronidazol contra infecgdes
causadas por diferentes protozoarios, como por exemplo, Giardia lamblia, Entamoeba
histolitica, dentre outros. Com 0 sucesso do metronidazol, outros derivados de 5-
nitroimidazol foram desenvolvidos, como os farmacos: tinidazol, ornidazol, secnidazol
e benznidazol (Figura 1.11), usados para o tratamento de casos criticos de infeccOes

causadas por protozoarios e bactérias anaerdbicas.’

(0)
OH N
P CH,
Cl 0
1
N
02N\< / H3C\<NJ/NOZ H3C N N02
L \_J he s
Azomicina Tinidazol Ornidazol
OH NH
H;C (o)
H3C\<NJ/N02 NYNOZ
\_/ L
Secnidazol Benznidazol

Figura 1.11 - Estruturas quimicas de derivados de nitrocompostos.

O secnidazol apresenta um espectro de acdo similar ao do metronidazol contra
micro-organismos anaerobicos, e também é eficaz no tratamento de amebiase, giardiase,
tricomoniase e vaginose bacteriana. Estudos demonstraram que o sechidazol
apresentava parametros farmacocinéticos mais apropriados que o metronidazol, como

melhor absor¢do e tempo de meia vida significativamente maior, permitindo a

8 A. Anthwal, D.S. Rawat, M.S.M. Rawat. Res. J. Chem. Sci. 3 (2013) 104-113.
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administracdo de menores doses. Além disso, tratamentos com secnidazol mostraram-se
bastante efetivos e acarretaram menos efeitos colaterais.”

Em 1995, Rozenski e colaboradores relacionaram a agdo antibacteriana dos
nitroimidazois com o processo de reducdo, comprovando que esta bioatividade é
decorrente da reducéo do grupo nitro.&

Mais recentemente foi proposto que derivados de 5-nitroimidazois sdo pro-
farmacos cuja reducdo ocorre no ambiente intracelular nos micro-organismos
anaerdbios, via flavoproteinas, ferrodoxinas e algumas enzimas redutases, como
NADPH-citocromo P450 redutase, tiorredoxina redutase e superoxido dismutase, que
atuam na ativac&o biorredutiva dos nitroimidazois.5!

Nas reagdes de ativacdo dos nitroimidazois, a adicdo do primeiro elétron para
formar um anion nitro radical é reversivel na presenca de oxigénio molecular (Figura
1.12) e acredita-se que este passo seja a base da dependéncia de oxigénio da ativacdo e
ligacdo biorredutiva de nitroimidazois. Em condigdes aerdbias, o &nion nitro radical é
reoxidado para o nitro composto precursor, resultando em um “ciclo inutil”, sem a
geracdo de um intermediario reativo. A presenca de O pode resultar na competicédo
entre 0 caminho de reducdo adicional do radical e a reacdo de transferéncia de um
elétron a partir do O intracelular para resultar no ion radical superdxido e o nitro

composto regenerado.®?

¢ e 2e¢” p1
RNO, \%-T‘_\ RNO, AN RNO . RNHOH N RNH,
0, O,

Figura 1.12 - Processo biorredutivo de nitrocompostos nas células.

Como a atividade dos nitroimidazois esta relacionada a reducdo do grupo nitro,
gue ocorre em ambiente de baixa concentracdo de oxigénio, a literatura relata também
estudos de atividade antiproliferativa desses compostos contra células tumorais na
regido de hipoxia, que possui baixo teor de oxigénio. A atividade ocorre pela tendéncia

dos compostos de penetrar e se acumularem nos tumores, com a biorreducdo do grupo

9 J.C. Gillis, L.R. Wiseman. Drugs 51 (1996) 621-638.

8 J. Rozenski, C. J. De Raunter, H. Verplanken. Quant. Struct.-Act. Relat. 14 (1995) 134-141.

8L D. Leitsch, A. G. Burgess, L. A. Dunn, K. G. Krauer, K. Tan, M. Duchéne, P. Upcroft, L. Eckmann, J.
A. Upcroft. J. Antimicrob. Chemother. 66 (2011) 1756-1765.

8D, Leitsch, S. Schlosser, A. Burgess, M. Duchene. Int. J. Parasitol-Drug. 2 (2012) 166-170.
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nitro gerando espécies como o nitro radical (R-NO3) e hidroxilamina (R-NHOH) que
podem causar danos as proteinas e aos acidos nucleicos.®

Trabalhos relatados na literatura descrevem atividade antimicrobiana e
antiparasitaria de bases de Schiff derivadas de 5-nitroimidazol em micro-organismos
anaerdbios. Bases de Schiff derivadas de 5-nitroimidazol tambem apresentaram
atividade antiproliferativa contra células tumorais.84888788 Assim, ¢ interessante a
obtencéo de novas bases de Schiff contendo como substituinte o grupo 5-nitroimidazol,

assim como os complexos desses ligantes com diferentes metais.

1.8 — Utilizac@o de compostos de cobre na Quimica Medicinal

O cobre ¢ um metal de nimero atémico 29, com configuracio [Ar] 3d*%4s?, com
estado de oxidacdo mais estavel (I11). Assim, cobre(l) se oxida facilmente a cobre(ll). Os
estados de oxidacdo (Il1) e (IV) sdo pouco comuns. Cobre(ll) forma complexos com
uma grande variedade de ligantes com diferentes atomos doadores, pois € considerado,
na escala de Pearson, um acido intermediario.®® Os complexos de cobre(ll) sdo
paramagnéticos e apresentam uma variedade de geometrias e nimero de coordenacao.
Essa variedade pode ser atribuida a sua configuracdo eletronica ser d°, em que o elétron
desemparelhado no orbital eq proporciona uma distor¢cdo da geometria, causada pelo
efeito Jahn-Teller.*

O cobre é muito importante e possui uma gama de funcbes nos sistemas
bioldgicos. Nos processos enzimaticos, o cobre esta envolvido na catalise de reacdes de
reducdo e oxidacdo, na catalise de oxidacdo de fendis, na tirosinase (enzima responsavel

pela sintese de pigmento de melanina), entre outras funcdes.®*

8 0. Mazuryk, F. Suzenet, C. Kieda, M. Brindell. Metallomics 7 (2015) 553-566.

8 F. Zhang, Q. Wen, S. F. Wang, B. S. Karim, Y. S. Yang, J. J. Liu, W. M. Zhang, H. L. Zhu. Bioorg.
Med. Chem. Lett. 24 (2014) 90-95.

8 X. Zhang, C. B. Sangani, L. X. Jia, P. X. Gong, F. Wang, J. F. Wang, H. L. Zhu. Rsc. Adv. 4 (2014)
54217-54225.

8 H. A. Saadeh, E. A. Abu Shaireh, I. M. Mosleh, A. G. Al-Bakri, M. S. Mubarak. Med. Chem. Res. 21
(2012) 2969-2974.

87 J. A. Makawana, C. B. Sangani, L. Lin, H. L. Zhu. Bioorg. Med. Chem. Lett. 24 (2014) 1734-1736
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Por outro lado, niveis altos de cobre no corpo provocam distirbios como a
doenca de Wilson, caracterizada por acumulacdo excessiva de cobre no figado, cérebro,
cornea e, posteriormente, em rins e outros 6rgdos,® e a doenca de Menkes, que se trata
de um erro inato do metabolismo do cobre, caracterizado clinicamente por grave retardo
do desenvolvimento neuropsicomotor, sindrome convulsiva, alteracbes 0sseas e
alteracGes arteriais.”® Além disso, resultados mostram que existe uma relaco entre a
doenca de Alzheimer e 0 metabolismo do cobre.%*%

Em razdo da importancia fisiologica do cobre e de sua singularidade na atividade
redox, muitos complexos de cobre foram sintetizados e investigados por sua terapéutica
e potencial de diagnéstico em doencas humanas. Assim, complexos de cobre(ll)
apresentaram atividade antimicrobiana, anti-inflamatoria, antitumoral,
antineurodegenerativa, antioxidante, antituberculose, antileishmaniose, entre outras.®

Complexos de cobre(ll) com bases de Schiff foram extensivamente estudados
em virtude de sua forte interacdo com o DNA via superficie, associacdo ou intercalagao
e potenciais atividades de clivagem do DNA via mecanismos hidroliticos ou
oxidativos.’” Complexos de cobre(ll) com bases de Schiff também tém mostrado

atividade antifungica®® e antibacteriana.®

1.9 — Utilizacédo de compostos de prata na Quimica Medicinal

A prata € um metal de nimero atbmico 47, que possui a configuracdo eletrdnica
[Kr] 4d% 5s'. A prata é obtida por meio de extracdo direta, através de minérios como
Argentita (Ag2S) e a Cloroargirita (AgClI). O estado de oxidacdo (I) € o mais comum,
assim o ion prata(l) pode formar uma variedade de complexos, com numero de
coordenacao igual a 2, 3, 4 e 6, e geometria linear, trigonal plana, tetraédrica e

octaédrica. A prata(l) tende a complexar com ligantes nitrogenados, sulfurados e ions
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haletos como doadores, sendo essa caracteristica explicada pela teoria de acidos e bases
de Pearson, um écido macio, 00101

O estado de oxidacéo (I1) ocorre a partir da oxidacdo de uma solugéo de prata(l),
podendo formar complexos com estrutura quadrado planar e paramagnéticos. Ja& o
estado de oxidacéo (I11) é raro e pode ser encontrado a partir da oxidacdo eletrolitica de
prata(l) gerando Agz0s. 1%2

A prata foi utilizada na Asia como moeda em 700 a.C.. Na Segunda Guerra
Mundial foi empregada como eletrodo no processo de purificacdo de uranio devido a
sua maior condutividade elétrica dentre todos os metais. O emprego da prata e de seus
compostos na medicina e na purificacdo da agua se deve a atividade antibacteriana e
antifingica dos fons prata(1).1%

As primeiras aplicacbes topicas de AgNOgz, nitrato de prata, foram
provavelmente para o tratamento de feridas cronicas, infeccdes venéreas, acne e Ulceras.
O nitrato de prata parece ter sido usado na forma sdélida, endurecida, conhecida sob
muitos nomes diferentes no século XVI11.2% No final do século 19, 1% de solucéo de
nitrato de prata era usada para reduzir as infeccdes oculares pos-parto. No final da
década de 1960 foi introduzida uma solucdo de 0,5% de nitrato de prata para o
tratamento de queimaduras.%

No final da década de 60, o creme de sulfadiazina de prata(l) (Ag-SD), Figura
1.13, foi introduzido na clinica para tratamento de pacientes com queimaduras, 0 que
revolucionou a conduta terapéutica, com reducao significativa da incidéncia de infeccdo
e sepse.1% Ag-SD possui um amplo espectro de atividades, sendo muito eficiente contra
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, principais organismos responsaveis
pelas infeccbes decorrentes de queimaduras.!®®%” Sua atividade antimicrobiana é
mediada pela reacdo do ion prata(l) com DNA microbiano. Além disso, age sobre a

membrana e paredes celulares dos micro-organimos, promovendo o enfraquecimento
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destas. Porém, este farmaco provoca importantes efeitos colaterais como discrasia

sanguinea, reacdes gastrointestinais e alergias.%®

N
O\\ //O )\ \
Figura 1.13 - Estrutura da sulfadiazina de prata(l).

Com base nos meéritos associados a prata(l) e aos desafios emergentes em
tratamento de doencas, hd um grande interesse no desenvolvimento de novos compostos
de prata(l) com atividade antitumoral, antiulcerosa, antibacteriana e antifingica.'%
Assim, complexos de prata(l) com base de Schiff mostraram atividade pronunciada
contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas e contra fungos, alguns com acgéo
mais potente ou comparavel as de agentes antibacterianos e antifungicos utilizados na
clinica médica.'®

A atividade antitumoral dos complexos de prata(l) ainda é pouco estudada.
Apesar disso, compostos de prata(l) tém sido sintetizados e tém demonstrado atividade
antitumoral com uma toxicidade relativamente baixa para as células humanas
normais.!® Tan e colaboradores, por exemplo, descreveram um estudo preliminar de
novas bases de Schiff derivadas de 2-acetiltiazol e 2-acetilpirazina juntamente com os
seus complexos de prata(l), os quais inibiram fortemente a reproducdo de células de
cancer de pulméo, enquanto as bases de Schiff livres mostraram atividade muito

baixa.'!
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1.10 — Utilizacao de compostos de bismuto na Quimica Medicinal

O bismuto é um metal de numero atdbmico 83, que possui a configuracdo
eletronica [Xe] 44 5d96s26p3. O estado de oxidagdo (111) é o estado mais estavel e (V)
0 menos estavel. Bismuto foi confundido com chumbo e estanho durante séculos devido
a sua localizacdo na tabela periddica tendo algumas propriedades semelhantes e sé foi
distinguido apenas em 1739. O que é completamente diferente é a toxicidade do
chumbo e estanho em relacdo ao bismuto, ja que o bismuto e seus compostos tém uma
toxicidade excepcionalmente baixa.!*?

O primeiro medicamento contendo bismuto foi relatado em 1786 para o
tratamento de dispepsia, marcando o inicio do uso médico de complexos de bismuto.
Baseados nesses estudos, outros complexos de bismuto foram explorados no tratamento
de varias doencas como disturbios gastrointestinais e infecgdes microbianas, incluindo
sifilis, diarreia, gastrite e colite,com boa eficacia e uma toxicidade baixa.!*®

O bismuto é utilizado no tratamento de doencas do trato gastrointestinal
relacionadas a bactéria Helicobater pylori (H. pylori) desde 1970. H. pylori € uma
bactéria Gram-negativa de forma espiralada, que se aloja ha mucosa gastrointestinal e
causa danos a células epiteliais, causando infec¢des graves e crénicas com espectro
diverso de distarbios gastrointestinais, incluindo gastrite crbnica e Ulcera péptica.
Estima-se que é afetada cerca de 80% da populacdo em paises subdesenvolvidos.
Atualmente o tratamento consiste na erradicacdo da bactéria e, neste aspecto, sdo
empregadas diversas associagdes farmacéuticas contendo os complexos citrato de
bismuto coloidal (De-nol®), subsalicilato de bismuto (Pepto-Bismol®) e citrato de
bismuto ranitidina (Pylorid®).114115

Devido as atividades farmacolodgicas, a pesquisa da quimica do bismuto tem sido
alvo de muitos estudos. Assim, varios complexos de bismuto desenvolvidos ao longo

dos anos foram avaliados por sua atividade antibacteriana e antifingica.
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O principal alvo para biocoordenagdo de compostos de bismuto ndo € o DNA,
oferecendo oportunidades para novos mecanismos de acdo em compostos contendo
bismuto para tratamento do céncer. Varias moléculas sintéticas de bismuto
apresentaram atividades antiproliferativas in vitro.**’

Compostos dos radioisotopos de bismuto, ?Bi (tiz = 61min) e 2'°Bi
(tro=46min), que sdo radionuclideos emissores de particulas-a capazes de transferir
energia de forma linear com mais eficiéncia do que emissores de particulas-4, tém sido

alvo de investigagcGes como agentes para terapia do cancer.!®

1.11 - Utilizag&do de compostos de antimdnio na Quimica Medicinal

O antimdnio ¢ um metal de nimero atdbmico 51, que possui & configuracdo
eletronica [Kr] 4d95s?5p® e varios estados de oxidacdo (-1II, 1l e V), sendo mais
comum o estado de oxidacio (I11), que é o mais estavel.!'® Na natureza o antiménio é
encontrado em varios minerais, principalmente na forma de 6xidos e sulfetos. O
antimonio e seus compostos sdo amplamente utilizados na fabricagdo de ceramica,
vidro, baterias, tinta, material de fogo de artificio e municao. 1

Os compostos de antiménio sdo amplamente usados na medicina, sendo o
principal uso clinico no tratamento de leishmanioses. O tartaro hemético, por exemplo,
um antimonial trivalente, foi introduzido na clinica em 1912 pelo cientista brasileiro
Gaspar Viana para o tratamento dessas patologias. Porém, seu uso foi suspenso pela alta
toxicidade, e a partir de 1945 esse composto foi substituido por antimoniais
pentavalentes, que apresentaram menor toxicidade.'?!

Atualmente, encontram-se em uso clinico para o tratamento de leishmanioses o
gluconato de antiménio(V) (pentostam), comercializado nos paises de lingua inglesa, e
0 antimoniato de meglumina (glucantime), comercializado no Brasil e nos paises de

lingua francesa e espanhola. Estudos sugerem que esses complexos de antiménio(V)
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atuam como pro-farmacos, ou seja, que o antiménio(V) converte-se em antimoénio(lll),
que ¢ a forma tdxica, a partir de enzimas celulares que atuam como agentes redutores.?®

Embora o principal uso dos antimoniais seja no tratamento das leishmanioses,
estudos relatam que esses complexos tém sido extensivamente estudados na medicina

122 ¢ anticancer.'®® Como Leishmania e Trypanosoma

como agentes antimicrobianos,
apresentam muitas semelhancas bioguimicas, a busca por antimoniais com atividade

antitripanossoma também tem sido estimulada.'?*

1.12 — Utilizagdo de compostos de ouro na Quimica Medicinal

O ouro é um metal de nimero atdmico 79, configuracdo eletronica [Xe] 5d'%6s!
e varios estados de oxidacao, de (1) a (V). Os compostos com os estados de oxidacao (1)
e (1) sdo dominantes na quimica e na maioria das pesquisas biolégicas. Ouro(l) forma
complexos de geometria linear com nimero de coordenagdo igual a 2, sendo que
também existem complexos tri e tetra coordenados de ouro(l), embora sejam menos
comuns.*? Ouro(111) forma complexos quadrado planares com nimero de coordenac&o
igual a 4. O ouro(l) € classificado como um &cido macio, enquanto o ouro(lll) possui
caracteristicas intermediarias. A estabilidade de seus complexos diminui com o aumento
da eletronegatividade dos atomos doadores do ligante, assim tém a tendéncia de
complexar-se com ligantes nitrogenados, sulfurados e ions haletos.*?®12

A utilizacdo de compostos de ouro na medicina tem sido explorada em toda
historia da civilizacdo, desde a antiguidade, para o tratamento de varias enfermidades.
Na Europa medieval, por exemplo, existiam inimeras receitas para elixir de ouro. Nos
séculos 17 e 19, o ouro foi usado para tratar febres e sifilis, respectivamente. O uso do
ouro na medicina moderna comegou em 1890, quando Robert Koch relatou o uso do
complexo [Au(CN).] para inibi¢do in vitro do bacilo da tuberculose pulmonar. Isso
conduziu posteriormente ao tratamento da tuberculose com ouro no inicio do século

XX. Artrite reumatoide (AR), uma doenca cronica que causa inflamacdo articular de
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123 H, Wu, X. Sun, Y. Lu, X. Fang, M. Li. Synth. React. Inorg. M. (2015) 45, 1859-1863.
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forma progressiva, inicialmente era considerada uma forma atipica de tuberculose, o
complexo [Au(CN)] foi usado para tratamento de AR nos anos 1920. 128

Contudo, o grande impulso para utilizagdo medicinal dos complexos de ouro
ocorreu durante a década de 1970, quando outros compostos de ouro foram estudados,
como por exemplo, a auranofina, Figura 1.14, a qual foi aprovada para uso clinico em
1985, como uma opgao de tratamento oral para AR.?° Desde entdo, complexos de ouro
que contétm em sua estrutura ligantes com atomos de enxofre, especialmente os
derivados de tidis, vém sendo utilizados no tratamento de AR. S&o exemplos desses
compostos: aurotioglicose (solganol), aurotiomalato (miocrisina), aurotiossulfato

(sanocrisina) e sulfonato de aurotiopropanol (alocrisina) (Figura 1.14).1%°
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Figura 1.14 - Compostos de ouro usados para tratamento de artrite reumatoide.

O declinio do uso da auranofina para o tratamento de artrite reumatoide pode ser
devido, em parte, aos seus efeitos adversos, a maioria dos quais esta associada ao uso
prolongado para doenca cronica. A auranofina pode ndo ser mais a droga de escolha
para artrite reumatoide, mas existem novas pesquisas para novas aplicacbes no

tratamento de alguns tipos de canceres, infec¢fes parasitarias, infecges bacterianas,

128 A, S, Thakor, J. Jokerst, C. Zavaleta, T. F. Massoud, S. S. Gambhir. Nano Lett. 11 (2011) 4029-4036.
129 B, M. Sutton. Gold Bull. 19 (1986) 15-16.
1301, Oftt. Coord. Chem. Rev. 253 (2009) 1670-1681.
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HIV e até distarbios neurodegenerativos como a doenca de Parkinson e a doenca de
Alzheimer. 13!

Complexos de ouro(l) com tiossemicarbazonas como ligantes apresentaram
atividade citotoxica in vitro contra linhagens celulares tumorais.'® Complexos de
ouro(l) com bases de Schiff também tém mostrado atividade antimalaria.'*® Sabe-se que
o principal alvo bioldgico de compostos de ouro é a enzima tiorredoxina redutase,

envolvida na sintese de DNA e em varios outros processos bioldgicos.t3*

1.13 - Objetivos do presente trabalho

Objetivos gerais

O presente trabalho envolveu o desenvolvimento de novos candidatos a
farmacos e metalofarmacos antimicrobianos, antitumorais e antiparasitarios com base
em hidrazonas e tiossemicarbazonas funcionalizadas com os grupos farmacoféricos
nitroimidazol e nitrobenzeno e a avaliacdo das bioatividades dos compostos obtidos,
assim como uma investigacdo preliminar do papel da reducédo do grupo nitro como parte

de seus mecanismos de acéo.

Obijetivos especificos

(1) Sintese e caracterizacdo de complexos metéalicos de hidrazonas e
tiossemicarbazonas derivadas de 5-nitroimidazol com cobre(ll), prata(l) e bismuto(I11);
(2) Sintese e caracterizacdo de complexos de ouro(l) com tiossemicarbazonas derivadas
de 5-nitroimidazol;

(3) Estudos estruturais e avaliacdo da atividade antileishmania das hidrazonas derivadas

de 4-nitroimidazol e 2-nitroimidazol;

181 C. Roder, M. J. Thomson. Drugs 15 (2015) 13-20.

182 3. S. Casas, E. E. Castellano, M. D. Couce, J. Ellena, A. Sanchez, J. Sordo, C. Taboada. Ibid 100
(2006) 1858-1860.

1833, D. Khanye, G. S. Smith, C. Lategan, P. J. Smith, J. Gut, P. J. Rosenthal, K. Chibale. Ibid 104 (2010)
1079-1083.

134 G. L. Parrilha, K. S. O. Ferraz, J. A. Lessa, K. N. de Oliveira, B. L. Rodrigues, J. P. Ramos, E. M.
Souza-Fagundes, 1. Ott, H. Beraldo. Eur. J. Med. Chem. 84 (2014) 537-544.
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(4) Awvaliacdo da atividade antitripanossoma das hidrazonas derivadas de 4-
nitroimidazol e seus complexos de antimonio(l1) e bismuto(l11);

(5) Avaliagédo das atividades antimicrobianas dos complexos de prata(l), cobre(ll) e
bismuto(l11) frente a colénias de bactérias anaerdbicas e frente a culturas de fungos;

(6) Investigacdo dos efeitos citotoxicos, em celulas tumorais e sadias, das
tiossemicarbazonas e hidrazonas e seus complexos de prata(l) e bismuto(I11).

(7) Avaliacédo dos efeitos citotdxicos, em células tumorais em condi¢fes de normdxia e
de hipoxia e células sadias, das tiossemicarbazonas e seus complexos de ouro(l);

(8) Estudos eletroquimicos de voltametria ciclica dos compostos através de seus
potenciais redox, para avaliacdo da capacidade dos compostos de sofrerem biorreducao

do grupo nitro.

Capitulo 2

Parte experimental

2.1 - Reagentes e solventes

As reacOes foram realizadas utilizando reagentes adquiridos de fontes comerciais
(Aldrich, Alfa Aesar, Fluka, Merck, Synth, Vetec, Quimex e Strem Chemicals). Os
solventes deuterados utilizados foram de procedéncia CIL (Cambridge Isotope

Laboratories, Inc).
2.2 - Técnicas Experimentais
2.2.1 - Pontos de fuséo

As temperaturas de fusdo dos compostos foram determinadas em um

equipamento digital Micro-Quimica Equipamentos LTDA modelo MQAPF-302.
2.2.2 - Andlise elementar (CHN)

As microandlises foram realizadas em equipamento Perkin Elmer, modelo CHN-
2400, na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo (USP)
e no Departamento de Quimica da UFMG.
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2.2.3 - Analises condutimétricas

As medidas de condutividade molar eletrolitica (Am) dos complexos foram
realizadas em solucdes de dimetilsulféxido (DMSO) de concentracdo na ordem de 1,0 x
10 mol L1, & temperatura de 25 °C. O equipamento utilizado foi um condutivimetro
YSI Conductivity Brigde, modelo 31, com célula condutimétrica do mesmo fabricante,
de constante 0,088 cm™. Os resultados foram analisados conforme as atribuicdes

apresentadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Atribuicdo de tipo de eletrdlito para solugbes de concentracdo 1,0 x 107

mol L-l 135

Solvente Am (cm? QT mol?)  Tipo de eletrolito
50-70 1:1
DMSO
-- 2:1
65-90 1:1
DMF
130-170 2:1

2.2.4 - Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétricas dos complexos foram obtidas na Termobalanca
Shimadzu-TGA50H do Departamento de Quimica da UFMG. Os experimentos foram
realizados em atmosfera dindmica de Nz, com fluxo de 50 mL min? e razdo de

aquecimento de 10 °C min*. A faixa de temperatura utilizada foi de 25 a 750 °C.
2.2.5 - Espectros no infravermelho (1V)

Os espectros no 1V foram registrados na regido 400 - 4000 cm, usando-se KBr
como suporte. Os espectros foram obtidos em um espectrometro Perkin Elmer FT-IR
System-Spectrum GX, pertencente ao Departamento de Quimica da UFMG.

2.2.6 - Espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H, 3C, DEPT-135,
COSY, HMQC e 3P foram registrados em DMSO-ds e DMF-d7. Os espectros foram

135 ], W. Geary. Coord. Chem. Rev. 7 (1971) 81.
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obtidos no LAREMAR - Laboratorio de Ressonancia Magnética do Departamento de
Quimica - UFMG, nos espectrometros Bruker DPX200 (200 MHz) e Bruker Avance IlI
400 (400MHz).

2.2.7 - Estudo preliminar de estabilidade dos complexos por meio de espectros

eletronicos de absorcao na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os estudos de estabilidade dos complexos em solugdo foram realizados por
espectroscopia eletronica, utilizando um espectrofotometro HP8453 diode array —
Hewlett Packard e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico. As solugbes dos
complexos foram preparadas na concentracdo de 10 mol L™ em 5% de DMSO e
tampé&o Tris-HCI (NaCl 50 mM/Tris-HCI 5 mM, pH 7,2) e em DMSO ou DMF puro
(grau espectroscopico). Os espectros eletronicos foram registrados na faixa de 200 - 600

nm em funcdo do tempo: 0, 30, 60, 120 minutos e apds 24 horas.
2.2.8 - Estudos Eletroquimicos de voltametria ciclica

As medidas de voltametria ciclica foram realizadas no laboratério do prof. Paulo
J. S. Barbeira (Dep. de Quimica - UFMG), utilizando-se um potenciostato/galvanostato
p-Autolab da Eco Chemie acoplado a um microcomputador, que registra e armazena 0s
dados obtidos, utilizando o software de controle GPES 4.9. Foi utilizada uma célula
eletroquimica de vidro Pyrex® com capacidade total de 5,0 mL, provida de tampa de
teflon com cinco orificios, para o encaixe dos trés eletrodos e entrada e saida para o
sistema de borbulhamento de géas nitrogénio. Os eletrodos empregados foram: eletrodo
de trabalho de carbono vitreo (d = 4 mm), eletrodo de referéncia Ag/AgCl em KCI
saturado e eletrodo auxiliar de platina. Antes de cada medida experimental, o eletrodo
de trabalho foi previamente polido utilizando-se Alumina N° 2 (6xido de aluminio -
granulometria 0,3 um). Em seguida, esse eletrodo foi ativado utilizando-se uma solugéo
de NaxS0O4 (0,5 M) em &gua deionizada. As solugbes dos compostos foram preparadas
na concentragdo de 1,0 x 10° mol L' em DMF contendo o eletrlito de suporte
perclorato de tetrabutilaménio ([TBAP] = 0,1 mol L1). Os experimentos de voltametria
ciclica foram feitos a temperatura ambiente (25 °C). Inicialmente, um potencial entre -
2500 a 2500 mV foi empregado para analisar o potencial adequado para as medidas de
voltametria ciclica dos complexos. Posteriormente, as medidas foram realizadas com

velocidade de varredura de 250 mV s*. Antes de iniciar as medidas foi feito o processo
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de desaeracdo, no qual borbulhou-se, por 15 minutos, nitrogénio gasoso para a
eliminacdo de oxigénio dissolvido. Esse procedimento de desaeracdo é importante,
porque os sinais correspondentes aos processos de oxirreducdo do oxigénio dissolvido

podem interferir nas curvas voltamétricas.
2.2.9 - Susceptibilidade magnética

As medidas de momento magnético dos complexos de cobre(ll) foram realizadas
utilizando uma balanca de susceptibilidade Magnética - Johnson Mattley - MSB/AUTO.

2.2.10 - Difracdo de raios-x em monocristais

Os dados para as determinacOes estruturais através da técnica de difracdo de
raios-X em monocristal foram coletados no laboratério de cristalografia do
Departamento de Fisica da UFMG (LabCri), em parceria com a professora Renata Diniz
do Departamento de Quimica da UFMG. Utilizou-se o difratdmetro Xcalibur, Atlas,
Gemini. A integracdo de dados e o escalonamento das reflexdes dos compostos foram
feitos utilizando o programa Crysalis!®® e corre¢des de absor¢do analitical®” empregando
o programa Crysalis suite.'®® As estruturas dos compostos foram resolvidas utilizando
programa SHELXS.'® Os refinamentos foram realizados utilizando o programa
SHELXL.'*® Todos os atomos com excecdo dos hidrogénios foram refinados
anisotropicamente. Os atomos de hidrogénio foram adicionados as estruturas dos
compostos em posicdes geometricamente idealizadas e refinadas. O programa
Mercury®° foi utilizado na preparacdo das Figuras. As anélises supramoleculares e a
determinacdo das interacdes intermoleculares foram feitas com a ajuda do programa

Platon.14

1% Q. Crysalis PRO: Agilent Technologies (2014). Agilent Technologies UK Ltd., UK, Xcalibur/ CCD
system, CrysAlis PRO Software system, Version 1.171.37.34.

187 R. C. Clark, J. S. Reid. Acta Crystallogr. 51 (1995) 887-897.

138 G.M. Sheldrick. SHELXS-97, Program for the Solution of Crystal Structures, University of Gottingen,
Germany, 1997.

139 G. M. Sheldrick. SHELXL-97, Program for Crystal Structure Refinement, University of Gottingen,
Germany, 1997.

140 C, F. Macrae, P. R. Edgington, P. McCabe, E. Pidcock, G. P. Shields, R. Taylor, M. Towler, J. Van De
Streek. J. Appl. Crystallogr. 39 (2006) 453-457.

141 A, L. Spek. J. Appl. Crystallogr. 36 (2003) 7-13.
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2.3 - Sinteses de ligantes e complexos
2.3.1 — Sinteses das hidrazonas derivadas de 4-nitroimidazol

Foram preparadas trés hidrazonas derivadas de 4-nitroimidazol: 2-acetilpiridina-
4-nitroimidazolhidrazona (HL1), 2-acetilpiridina-2-nitroimidazolhidrazona (HL2), 2-
benzoilpiridina-4-nitroimidazolhidrazona (HL3) e 2-formil-8-hidroxiquinolina-4-
nitroimidazolhidrazona (H.L4), Figura 2.1.

As hidrazonas foram obtidas a partir da reacdo entre quantidades equimolares (1
mmol) de 2-acetilpiridina, 2-benzoilpiridina ou 8-hidroxiquinolinacarbaldeido com as
hidrazidas derivadas de nitroimidazol, em alcool metilico, adicionando-se trés gotas de
acido acético glacial como catalisador. A mistura foi colocada em refluxo por 4 horas.
Depois que a mistura reacional foi resfriada a temperatura ambiente, o sélido obtido foi
filtrado e lavado com metanol e éter etilico, todos gelados. Em seguida, o sélido foi
seco em pistola de secagem com acetona. Os ligantes foram caracterizados por

espectroscopia de RMN de 'H e de $3C e na regido do infravermelho.

N= O O MeOH, CH,COOH N= O
021\1/§\:1\\1\)|\1\1,NH2 + M b s S ozN/@\)LN,N R
H H

R; 4 h, Refluxo \\l(
1

HL1, R = 2-Piridina, R; = CH;
HL3, R = 2-Piridina, R; = C¢Hj;
H,L4, R = 8-Hidroxiquinolina R; = H

NO, NO, |

N=( 20 N=(

S8 s 2, omencom. L2
H

R; 4 h, Refluxo R1
HL2, R = 2-Piridina, R; = CH;

Figura 2.1 - Esquema de sintese das hidrazonas HL1, HL2, HL3 e H;L4.
2.3.2 — Sintese de 2-formil-8-hidroxiquinolina-4-nitrobenzenohidrazona (H2L5)

A hidrazona H;L5 foi obtida a partir da adi¢do de quantidades equimolares (1
mmol) de nitrofenil-hidrazida comercial com 8-hidroxiquinolina carboxaldeido, em
alcool metilico, adicionando-se trés gotas de acido acético glacial como catalisador
(Figura 2.2). A mistura foi colocada em refluxo por 4 horas. Depois que a mistura

reacional foi resfriada a temperatura ambiente, o solido obtido foi isolado por filtracdo a
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vacuo e lavado com metanol e éter etilico, todos gelados. Em seguida, o sélido foi
secado em pistola com acetona. O composto foi caracterizado por espectroscopia de

RMN de H e de 3C e na regido do infravermelho.

A o H_ -~

N
m
- MeOH, CH,COOH )
NN H o HaN N)\Q\ - 00  Nyg OH
OH o H NO, 4 h,refluxo | o
O,N

H,L5

Figura 2.2 - Esquema de sintese da hidrazona H,L5.

2.3.3 - Sinteses dos complexos de antimoénio(lll) das hidrazonas derivadas de 8-

hidroquinolina

Foram preparados dois complexos de antimonio(lll): [2-formil-8-
hidroxiquinolina-4-nitroimidazolidrazona)(dicloro)antimonio(lll)] [Sb(HL4)CI2] (1) e
[2-formil-8-hidroxiquinolina-4-nitrobenzenohidrazona)(dicloro)antimonio(ll1)],
[Sb(HL5)CI2] (2) (Figura 2.3).

Os complexos de antimonio(l11) foram obtidos a partir da adi¢do de quantidades
equimolares (1 mmol) da hidrazona desejada e do cloreto de antiménio(lll). A mistura
foi submetida a refluxo e agitacdo por 24 horas. Decorrido este periodo, o precipitado
amarelo formado foi isolado por filtracdo a vacuo e lavado com etanol e éter etilico,
todos gelados. Em seguida, o sélido foi seco em pistola de secagem com acetona.

Os novos compostos foram caracterizados por temperatura de fusdo, analise
elementar, medidas de condutimetria, RMN de ‘H, *C, DEPT-135, HMQC e HMBC,
por seus espectros de absorcdo na regido do infravermelho e analise de difracdo de

raios-X de monocristal.
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Figura 2.3 - Esquema de sintese dos complexos de antiménio(lll) [Sb(HL4)CI2] (1),
[Sb(HL5)CI2] (2).

2.3.4 — Sinteses dos complexos de bismuto(l1l) das hidrazonas derivadas de 8-

hidroquinolina

Foram preparados dois complexos de bismuto(l11) [2-formil-8-hidroxiquinolina-
4-nitroimidazolidrazona)(dicloro)bismuto(l11)], [Bi(HL4)Cl2] (3) e [2-formil-8-
hidroxiquinolina-4-nitrobenzenohidrazona)(dicloro)bismuto(lll), [Bi(HL5)Cl.]  (4),
Figura 2.4.

Os complexos de bismuto(lll) foram obtidos a partir da adi¢do de quantidades
equimolares (1 mmol) da hidrazona desejada e do cloreto de bismuto(l11). A mistura foi
submetida a refluxo e agitacdo por 24 horas. Decorrido este periodo, o precipitado
amarelo formado foi isolado por filtracdo a vacuo e lavado com etanol e éter etilico,
todos gelados. Em seguida, o sélido foi secado em pistola com acetona.

Os compostos foram caracterizados por temperatura de fusdo, analise elementar,
medidas de condutimetria, RMN de 'H, *3C, DEPT-135, HMQC e HMBC e por seus

espectros de absorcdo na regido do infravermelho.
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Figura 2.4 - Esquema de sintese dos complexos de bismuto(lll) [Bi(HL4)CI:] (3),
[Bi(HL5)CI;] (4).

2.3.5 — Sintese de 1-(2-metil-5-nitroimidazol)acetona.

O precursor 1-(2-metil-5-nitroimidazol)acetona, Figura 2.5, foi preparado a
partir da oxidagdo do secnidazol, conforme método adaptado da literatura.'* Em um
baldo de fundo redondo de 250 mL contendo 50 mL de diclometano anidro foram
adicionados 2,04 g de secnidazol (11 mmol), 8,28 g de dicromato de piridinio (PDC, 22
mmol) e celite (9,10 g, 1,1 eq. m/m PDC). A mistura foi mantida sob atmosfera de
nitrogénio e agitacdo por 48 horas a temperatura ambiente. Apds a completa remogéo do
solvente, o sélido foi lavado com 200 mL de agua destilada a quente. Posteriormente
realizou-se extracdo liquido-liquido por 10 vezes com 50 mL de cloroférmio. A fase
orgénica foi tratada com NaxSO;s e filtrada em coluna de florisil. Em seguida, a solucéo
foi evaporada e o sdlido foi armazenado sob véacuo no dessecador. O composto foi

caracterizado por espectroscopia de RMN de H e na regi&o do infravermelho.

CH; CH,
PDC
ON_Nx O —= onN N ©
| )—CH; \[ )—CH,
N

Figura 2.5 - Esquema de sintese de 1-(2-metil-5-nitroimidazol)acetona.

142 E J. Corey, G. Schmidt. Tetrahedron Lett. 5 (1979) 399-402.
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2.3.6 - Sinteses de hidrazonas e tiossemicarbazonas derivadas de 5-nitroimidazol

Foram preparadas trés hidrazonas: (1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazonacarboxamida (HL®6), (1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)acetilhidrazona (HL7) e (1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)benzoilhidrazona  (HL8), e trés tiossemicarbazonas:  (1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)hidrazinocarbotioamida (HL9), (N-metil-1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)hidrazinocarbotioamida (HL10) e  (1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)-N-fenil-hidrazinocarbotioamida (HL11) (Figura 2.6).

Em um baldo de fundo redondo, dotado de agquecimento e agitacdo magnética,
foram adicionados 2,73 mmol da cetona 1-(2-metil-5-nitroimidazol)acetona em 10,0 mL
de metanol. Em seguida, foram adicionadas trés gotas de acido acético glacial, usado
como catalisador da reacdo. Apds 5 minutos sob agitacdo, adicionaram-se 2,73 mmol da
hidrazida ou tiossemicarbazida apropriada. Em todos os casos, a mistura reacional foi
mantida sob agitacdo magnética e refluxo por 4 horas. Apds o resfriamento até a
temperatura ambiente, foram adicionados 20 mL de éter etilico e o sélido formado foi
filtrado, lavado com éter etilico, sendo posteriormente secado sob pressédo reduzida. Os
compostos foram caracterizados por espectroscopia de RMN de 'H e de 3C e na regido

do infravermelho.

N\(CH3O . O,N )Rj\l
= 1 N.
S b L MeOH, CH;COOH_ (/kN/\(/ R

CH; Z™N"R 4, Refluxo =L e B
O,N H CH;

HL6,R=NH,,R, =0
HL7,R=CH;, R,;=0
HL8,R = CHs, R, =0
HL9,R=NH,,R, =S
HL10,R =NHCH,, R, =S
HL11,R =NHC(Hs, R, =S

Figura 2.6 - Esquema de sintese das hidrazonas: HL6, HL7, HLS8 e tiossemicarbazonas:
HL9, HL10 e HL11.

2.3.7 - Sinteses dos complexos de cobre(ll) com hidrazonas e tiossemicarbazonas

derivadas de 5-nitroimidazol

Foram preparados seis novos complexos de cobre(ll): bis[(1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)hidrazonacarboxamida)(dicloro)cobre(l1)]
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[Cu(HL6)2Cl>] (5), [(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)acetilhidrazona)(dicloro)cobre(11)] hemi-metanol [Cu(HL7)Cl.]-%2CH30H (6),
[(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-ilideno)benzoilhidrazona)(dicloro)cobre(11)]

[Cu(HLS)2Cl>] (7), [(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(dicloro)cobre(11)] hemi-hidratado [Cu(HL9)ClI2]-¥2H.O
(8), [(N-metil-1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-

ilideno)hidrazinocarbotioamida)(dicloro)cobre(11)] [Cu(HL10)Cl2] (9) e [(1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)-N-fenil-hidrazinocarbotioamida)(dicloro)cobre(11)]
[Cu(HL11)CI2]-%2H20 (10), (Figura 2.7) e (Figura 2.8).

Os complexos de cobre(ll) foram obtidos a partir da reacdo entre 0,5 mmol de
tiossemicarbazona ou hidrazona apropriada com 0,5 mmol de cloreto de cobre(ll) di-
hidratado em 10 mL de metanol, num baldo de fundo redondo. Essa mistura foi
submetida a refluxo e agitacdo constante por 8 horas. Decorrido este periodo, o
precipitado verde formado foi isolado por filtragdo sob pressdo reduzida e lavado com
metanol e éter etilico. Em seguida, o sélido foi secado e guardado no dessecador. Os
complexos foram caracterizados por temperatura de fusdo, analise elementar, momentos
magnéticos, analise termogravimétrica, medidas de condutividade molar e por meio dos

seus espectros na regido do infravermelho.

N H,N
2 O OzN
- a T\
HN‘N N \/ N\/(
J +  CuCl,2H,0 MeOH HSCX/ \C“\ //E CH,
u . >
H;C 25 8 h, Refluxo H,C / \ N7 CH,
HSC\WN NO 1?[;\ OYNH
2 NO
Ve ? NH,
HL6

5)
Figura 2.7 - Esquema de sintese do complexo de cobre(ll) [Cu(HL6)CI] (5)
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Figura 2.8 - Esquema de sintese dos complexos de cobre(Il): [Cu(HL7)CI;]-%2CH30H
(6), [Cu(HL8):Cls] (7), [Cu(HL9)Cls]-¥%2H.O (8), [Cu(HL10)Cl;] (9) e
[Cu(HL11)CI2]-¥2H20 (10)

2.3.8 - Sinteses dos complexos de prata(l) com hidrazonas e tiossemicarbazonas

derivadas de 5-nitroimidazol

Foram preparados quatro novos complexos de prata(l): [(1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)acetilhidrazona)(nitrato)prata(l)] [Ag(HL7)NO3z] (11),
[(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-ilideno)benzoilhidrazona)(nitrato)prata(l)]
[Ag(HL8)NO3] (12) [(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(nitrato)prata(l)] [Ag(HL9)NO3] (13) e [(N-metil-1-(2-
metil-5-nitroimidazol)propan-2-ilideno)hidrazinocarbotioamida)(nitrato)prata(l)]
[Ag(HL10)NOz3] (14) (Figura 2.9).

Os complexos de prata(l) foram obtidos a partir da reacdo entre 0,5 mmol de
tiossemicarbazona ou hidrazona apropriada com 0,5 mmol de nitrato de prata(l) em 10
mL de metanol, em baldo de fundo redondo. Essa mistura foi mantida sob agitacao
durante 24 horas a temperatura ambiente, sendo completamente protegida da luz.
Decorrido esse periodo, o precipitado amarelo formado foi isolado por filtracdo sob
pressdo reduzida e lavado com metanol e éter etilico. Em seguida, o solido foi colocado
no dessecador. Os complexos foram caracterizados por temperatura de fusdo, analise
elementar, analise termogravimétrica, medidas de condutividade molar e por meio dos
seus espectros na regifo do infravermelho e RMN de H, de *C, DEPT 135, COSY e
HMQC.
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Figura 2.9 - Esquema de sintese dos complexos de prata(l): [Ag(HL7)NOs] (11),
[Ag(HL8)NO3] (12), [Ag(HL9)NO3](13) e [Ag(HL10)NOs] (14).

2.3.9 — Sinteses dos complexos de bismuto(l11) com tiossemicarbazonas derivadas

de 5-nitroimidazol

a

Foram  preparados trés novos complexos de bismuto(lll) com
tiossemicarbazonas: [((1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(tricloro)bismuto(l11)] [Bi(HL9)Clz] (15), [((N-metil-1-
(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(tricloro)bismuto(l11)] [Bi(HL10)Cls] (16) e [((1-(2-
metil-5-nitroimidazol)propan-2-ilideno)-N-fenil-
hidrazinocarbotioamida)(tricloro)bismuto(l11)] diidratado [Bi(HL11)Clz]-2H.O (17),
(Figura 2.10).

Os complexos foram obtidos a partir da reacdo entre 0,5 mmol da
tiossemicarbazona apropriada com 0,5 mmol de cloreto de bismuto(l1l) em 10 mL de
metanol, em bal&o de fundo redondo. Essa mistura foi mantida sob refluxo durante 24 h.
Decorrido este periodo, o precipitado amarelo formado foi isolado por filtracdo sob
pressdo reduzida e lavado com metanol e éter etilico. Em seguida, o solido foi
armazenado em dessecador. Os complexos foram caracterizados por temperatura de
fusdo, analise elementar, analise termogravimétrica, medidas de condutividade molar e
por meio dos seus espectros na regido do infravermelho e RMN de H, 3C, DEPT 135,
COSY e HMQC.
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Figura 2.10 - Esquema de sintese dos complexos de bismuto(l11): [Bi(HL9)CIz] (15),
[Bi(HL10)Cl3] (16) e [Bi(HL11)Cls]-2H2O (17).

2.3.10 - Sinteses dos complexos de ouro(l) com tiossemicarbazonas derivadas de 5-

nitroimidazol

Foram preparados trés novos complexos de ouro(l) com as tiossemicarbazonas:

hexafluorofosfato de [((1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(trietilfosfina)ouro(l)] [Au(HL9)P(CH2CHj3)3]PFs (18),
hexafluorofosfato de [((N-metil-1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-

ilideno)hidrazinocarbotioamida)  (trietilfosfina)ouro(l)] [Au(HL10)P(CH.CHj3)s]PFs
(19) e hexafluorofosfato de [((1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-ilideno)-N-fenil-
hidrazinocarbotioamida)(trietilfosfina)ouro(l)] [Au(HL11)P(CH2CH3)3]PFes  (20),
(Figura 2.11).

Em um baldo de fundo redondo, 0,5 mmol de [AuP(CH2CHz3)sCl] foi
solubilizado em uma mistura de 6 mL de metanol e 6 mL de diclorometano. Em
seguida, adicionou-se 0,7 mmol de KPFg e 0,7 mmol da tiossemicarbazona apropriada.
Essa mistura foi mantida sob agitacdo e refluxo a 55 °C por 2 horas, sendo
completamente protegida da luz. Decorrido este periodo, o solvente foi reduzido e
obtido um precipitado amarelo, que foi isolado por filtracdo sob pressédo reduzida e
lavado com éter etilico e, em seguida, o solido foi colocado no dessecador. Os
complexos foram caracterizados por temperaturas de fusdo, analise elementar (CHN),
analise termogravimétrica, medidas de condutividade, e por meio dos seus espectros na
regido do infravermelho e RMN de 'H, de *C, DEPT 135, COSY, HMQC e 3!P.
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Figura 2.11 - Esquema de sintese dos complexos de ouro(l): [Au(HL9)P(CH2CH3)3]PFs
(18), [Au(HL10)P(CH2CHz3)3]PFs (19) e [Au(HL11)P(CH2CHz3)3]PFs (20).

2.4 - Testes bioldgicos
2.4.1 - Atividade antileishmania

A avaliagdo da atividade antileishmania foi realizada no Instituto de Ciéncias
Biologicas e da Saude da UFAL em parceria com Prof®. Dra. Magna Suzana Alexandre

Moreira.
2.4.1.1 - Avaliacao da atividade citotoxica com macréfagos

Os macrofagos de linhagem J774.A1 foram mantidos em frascos de cultura
contendo 10 mL com meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e
L-glutamina 2 mM, aminoacidos e piruvato. Para os experimentos, as células foram
contadas, ajustadas em meio RPMI suplementado com 10% de FBS e depois plaqueadas
em uma placa de 96 pocos.

Foi realizada a investigacao do potencial citotoxico in vitro dos compostos frente
aos macrofagos de linhagem J774.A1, utilizando o método de MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio).1**14* Este método consiste na avaliagdo da
atividade metabdlica dos macrdfagos, através da quantificagdo da reducdo do
metabolismo do MTT, realizada pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase.
Este processo metabdlito resulta na formagdo de cristais de formazan, que é um sal

insolivel em &agua e possui coloracdo arroxeada, sendo possivel a sua quantificacdo

143 T, Mosmann, J. Immunol. Methods. 65 (1983) 55-63.
144 R, F. Hussain, A. M. Nouri, R. T. J. Oliver. J. Immunol. Methods, 160 (1993) 89-96.
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através de espectrofotometria (densidade optica de 550 nm). A viabilidade celular das
culturas tratadas com os compostos foi comparada ao padrdo de morte obtido nas
culturas controle.

Neste ensaio, os macrofagos da linhagem J774.A1 foram plaqueados (1 x 10°
por poco) e expostos aos compostos e ao farmaco padrao, pentamidina (0,1, 1, 10 e 100
KUM), por um periodo de 24 horas. Os pogos controles negativos continham células
cultivadas somente com meio de cultura e células cultivadas na presenca do diluente dos
compostos (DMSO a 0,1%). Apo6s o periodo de incubagdo em estufa a 37 °C e a 5% de
CO2, o sobrenadante foi descartado e foram adicionados 100 uL de DMSO P.A. para
solubilizar o MTT (formazan). Em seguida, as células foram reincubadas durante 2

horas.
2.4.1.2 — Infeccdo de macrdéfagos por Leishmania chagasi.

Os macréfagos de linhagem J774.A1 foram plaqueados em placas de 24 pocos
contendo 5 x 10* células/pogo usando meio RPMI. As células foram incubadas por 1 h a
37 °C e a 5% de CO». Para macréfagos infectados por promastigotas de L. chagasi foi
utilizada a proporcéo de 10 parasitas para 1 macrofago. Foi necessario um periodo de 6
horas para a infec¢do das células, incubadas a 37 °C e a 5% de CO>. Depois da infecc¢éo,
os macrdfagos foram ‘'lavados’ com solugdo salina tamponada (PBS, pH 7,2) para
remocdo dos parasitas. Os macrofagos infectados foram cultivados em RPMI
suplementado com 10% de FBS, 2 mM de I-glutamina, 2 mM aminoécidos e piruvato 2
mM, na presenga ou auséncia de uma concentracdo de 10 uM dos compostos, e foram
mantidos por 24 horas em uma incubadora a 37 °C e a 5% de CO,. Ap0s esse periodo
de cultura, os pocos foram lavados com PBS e as células foram fixadas com metanol e
coradas com Giemsa-May-Grunwald.* A avaliagdo da infeccéo foi feita observando-se
0 nimero de macréfagos infectados e 0 nimero de amastigotas em 100 macrofagos. A
contagem de ceélulas foi realizada usando-se um microscopio optico com uma objetiva
100x.

145 M. P. Nunes, L. Cysne-Finkelstein, B. B. Monteiro, D. M. de Souza, N. A. Gomes, G. A. Dos Reis.
Microbes Infect. 7 (2005) 78-85.
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2.4.2 - Atividade anti-T. cruzi in vitro

Os ensaios de atividade anti-T. cruzi in vitro foram realizados no Instituto

Gongalo Moniz - Fiocruz em parceria com Prof. Diogo Rodrigo M. Moreira.
2.4.2.1 - Parasitas

Avaliacdo da atividade anti-T. cruzi foi realizada utilizando tripomastigotas da
cepa Y. A manutencdo dos parasitas in vitro ocorreu a partir do cultivo em meio de
cultura DMEM (Gibco/Life Technologies, Grand Island, NE, EUA) suplementado com
10% de soro bovino fetal e penicilina-estreptomicina (100 U/mL) (Gibco/Life
Technologies), juntamente com células da linhagem de epitélio de rim de macaco
(MK2) em estufa a 37°C e 5% de COa.

2.4.2.2 - Avaliacéo da viabilidade dos parasitas

As atividades antiparasitarias dos compostos foram investigadas contra
tripomastigotas e amastigotas intracelulares usando o protocolo previamente
estabelecido por Bastos et al.'*® Em resumo, os tripomastigotas (2 x 10° células/mL)
foram incubados em placas de 96 pocos no DMEM na presenca ou auséncia (controle
negativo) dos compostos em diferentes concentracdes, com maximo concentracao de 50
UM, e as placas foram incubadas por 24 horas. ApoOs esse periodo de incubacdo, os
parasitas viaveis (células refringentes e em movimento) foram contados em camara de
Neubauer. A atividade antiparasitaria foi expressa como concentracdo inibitoria minima

de 50% (ECso0) em comparagdo com 0s parasitas ndo tratados.
2.4.2.3 - Avaliacdo da viabilidade do T. cruzi em macroéfagos

A avaliacgdo da viabilidade dos parasitas foi realizada em macréfagos peritoneais
isolados de camundongos. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica local (Hospital S3o Rafael, CAAE: 20032313.6.0000.0048) e Comité de Etica
Animal (Instituto Gongalo Moniz, nimero do protocolo: 001/2015). Os macrofagos
peritoneais (5 x 10° células/mL) foram plaqueados em placas de 96 pogos e mantidos
durante a noite a 37 °C com 5% de CO,. As células foram infectadas com

tripomastigotas (10 parasitas:1 célula hospedeira) por 24 horas. A cultura foi lavada

146 T, M. Bastos, H. M. Russo, N. S. Moretti, S. Schenkman, L. Marcourt, M. P. Gupta, J. L. Wolfender,
E. F. Queiroz, M. B. P. Soares, Molecules 24 (2019) 24, 1299-1312.
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com solucdo salina para remover o0s parasitas ndo internalizados e compostos em
diferentes concentragdes, com uma concentracdo maxima de 50 uM e incubados por 72
horas.

As células foram fixadas e coradas pela adicdo de 50 mL de uma solucéo
contendo 4% paraformaldeido e 4 uM corante Drag5 (BioStatus, Shepshed, Reino
Unido) por pogo. A porcentagem de parasitas intracelulares foi determinada e
comparada com o controle negativo, e as atividades antiparasitarias dos compostos
também foram expressas como ECsg. Cada concentragdo de composto foi testada em
triplicata. O farmaco de referéncia benznidazol foi usado como o controle positivo.
Anaélise de regressdo ndo linear foi realizada com o GraphPad Prism versdo 5.01 (Graph
Pad Software, San Diego, CA, EUA) que foi utilizado para calcular os valores de ECso.

2.4.2.4 - Citotoxicidade em células de mamiferos

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados usando hFIB (células de
fibroblastos humanos) e macréfagos peritoneais. Um volume de 100 mL de hFIB (3 x
10* células/mL) e macrdfagos peritoneais (5 x 10° células/mL) foram plaqueados em
placas de 96 pocos e tratados com 0s compostos por 72 h de tempo de incubacdo. Apds
o tratamento as células foram lavadas duas vezes em solucdo salina e a viabilidade
celular foi determinada pelo ensaio Alamar Blue (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,
CA, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante. Ap6s 24 horas, foram realizadas
leituras colorimétricas em 570 e 600 nm. Os valores de 50% da concentracdo citotoxica
(CCsp) foram calculados usando pontos de dados coletados de trés experimentos.
Violeta genciana foi usada como um controle positivo. A analise de regressdo nao linear
foi realizada com o Prism GraphPad versdo 5.01 (Graph Pad Software), que foi usado

para calcular valores CCsq.
2.4.2.5 - Andlise por citometria de fluxo

Os parasitas na forma tripomastigota (2 x 10° células/mL) foram ressuspensos
em meio DMEM e tratados com o composto a 0,06 UM por 6 horas. Os parasitas foram
marcados com iodeto de propidio (PI) e anexina V, usando o Kit Anexina V-FITC

(Biosource, CA, EUA), de acordo com as instrugOes do fabricante.
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2.4.2.6 - Estudos de microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os parasitas foram cultivados por 24 h em meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) tamponado a pH 7,5 e suplementados com HEPES (20 mM), soro
fetal bovino a 10%, penicilina (100 U mL™) e estreptomicina (100 mg mL™), contendo
0 complexo na concentracdo de CEso e 1uM. Os parasitas foram coletados, lavados em
PBS e fixados com 2,5% de glutaraldeido, 4% de formaldeido e 0,1 M tampéo
cacodilato pH 6,8. Eles foram pds-fixados em 2% tetroxido de 6smio (OsO4), em um
tampdo de cacodilato 0,1 M pH 6,8 e processado para microscopia eletrénica de
varredura. Para a analise de MEV, os parasitas foram desidratados em etanol seco e
submetidos ao ponto critico, metalizados com ouro e observados em microscopio
eletronico de varredura na unidade de microscopia eletronica - Instituto Gongalo Moniz
— FIOCRUZ.

2.4.3 - Avaliacoes da atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo*’
2.4.3.1 - Materiais e equipamentos

O cultivo e a manipulacdo dos micro-organismos foram efetuados em capela de
fluxo laminar (Capela VECO, modelo JLF 912, série FL 5799). Os materiais utilizados
na manipulacdo dos micro-organismos foram autoclavados em autoclave vertical Fanen,
modelo 415/3, série J03610. As transferéncias de pequenas quantidades de solucdes
liquidas, assim como as dilui¢des, foram feitas por meio de micropipetas automaticas
Digipet de 5 - 50 pL, série 05012635; Finnpipette Colour 4027, Lab systems de 200 -
1000 pL, série E19971 e Kacil de 100 pL, série 0037201. Os testes com bactérias e
fungos utilizaram incubacdo em estufa Quimis Q 316.12, série 807.131. A leitura da
absorvancia dos ensaios bioldgicos, realizados em microplacas, foi feita em leitora
ELISA (Thermoplate, modelo: TP-READER).

2.4.3.2 — Micro-organismos testados

Para estudar a atividade antibacteriana e antifingica dos compostos, foram
utilizadas cepas das colecdes ATCC (American Type Culture Collection, USA), CBS
(College of Biological Sciences, USA), CCT (Colecéo de Culturas Tropical (Brasil)),

147 |.P. Ferreira. Tese de Doutorado, Departamento de Quimica, Universidade Federal de Minas Gerais.
2013.
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NRRL (ARS Culture Collection (NRRL, USA)) e LABB (Laboratorio de Biotecnologia
e Bioensaios Departamento de quimica, UFMG). Os micro-organismos testados foram:
Bactérias Gram-positivas: Bacillus cereus (ATCC 11778); Listeria monocytogenes
(ATCC 15313); Staphylococcus aureus (ATCC 25923); Streptococcus sanguinis
(ATCC 49456). Bactérias Gram-negativas: Citrobacter freundii (ATCC 8090);
Escherichia coli (ATCC 25723); Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853); Salmonella
typhimurium (ATCC 13311). Fungos néo filamentosos: Candida albicans (ATCC
18804); Candida dubliniensis (isolado clinico 28); Candida glabrata (ATCC 90030);
Candida lusitaniae (CBS 6936).

2.4.3.3 - Determinagdes da concentracao inibitdria minima

Para a determinagdo da concentragdo inibitoria minima — CIM pelo método da
microdiluicdo, concentracdes decrescentes do composto em meio de cultura foram
colocadas em placas de microdiluicdo com 96 pocos. A atividade foi avaliada na faixa
de concentragio de 250 pg.mL? a 0,12 pg.mL?, conforme o procedimento descrito
abaixo que esta de acordo com o método relatado por Gupta e Zacchino.4®

Considerou-se como Clsp a concentragdo minima dos compostos avaliados
(umol mL™) que reduziu em 50% o crescimento das cepas estudadas em comparagio
com o controle do crescimento dos micro-organismos (placa sem adi¢do dos
compostos). Foi usado, para a determinacdo do Clso, 0 programa GraphPad Prism
version 5.00 for windows (GraphPad Software, San Diego California USA,

www.graphpad.com).
2.4.3.4 - Preparac0es das microplacas

e Avaliacdo da atividade dos compostos
Este experimento foi realizado em quadruplicata para cada composto testado.
Colocaram-se 200 pL da solugao de trabalho dos compostos nos pogos das microplacas.
Em seguida, dilui¢des sucessivas foram realizadas repassando 100 pL da solugdo da
primeira coluna para a seguinte contendo 100 pL do meio de cultura previamente
pipetado obtendo, assim, as diferentes concentragdes testadas. Finalmente, 100 puL da
solugdo do indculo na concentracdo padronizada foram acrescentados aos pocos

correspondentes ao teste.

198 A S. Zacchino, M.P. Gupta. Corpus Editorial y Distribuidora Rosario (2007) 99.
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2.4.4 - Avaliacdes da atividade antimicrobiana com micro-organismos anaerobicos

Os ensaios bioldgicos foram conduzidos no Laboratério de Microbiologia Oral e
Anaerdbios do Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG com a colaboragdo do
professor Luiz de Macédo Farias, da professora Paula Prazeres Magalhdes e do
estudante de doutorado em Ciéncias Biologicas Jodo Fernando Gongalves Ferreira.

A metodologia empregada para avaliar a susceptibilidade de bactérias
anaerdbicas aos compostos baseia-se no procedimento da referéncia CLSI M100-S25.14°
Foram utilizadas seis cepas de bactérias Gram-negativas da colecdo ATCC: Bacteroides
fragilis - ATCC 25285; Bacteroides thetaiotaomicron - ATCC 23745; Bacteroides
vulgatus - ATCC 8482; Bacteroides ovatus - ATCC 8483; Parabacteroides distasonis —
ATCC 1945; Fusubacterium nucleatum — ATCC 25586.

As cepas bacterianas foram cultivadas em meio de cultura Brucella agar,
suplementado com hemina (5 pg/mL), menadiona (1 pug/mL) e sangue de carneiro (5%
v/v). As culturas foram incubadas em anaerobiose a 37 °C por 48 horas em uma estufa
bacteriologica sob atmosfera de N 85%, H> 10% e CO2 5%. Posteriormente, 0s
indculos foram preparados em agua destilada estéril, sendo padronizados de forma a
obter turbidez visual comparavel a da solucao padrédo 0,5 da escala de McFarland, a qual
fornece uma concentragdo aproximada de 1,5 x 108 UFC/mL. Realizou-se uma diluigéo
1:10 do indculo em solucéo salina 0,9% m/v esteéril, resultando em uma concentracéo de
1,5 x 10" UFC/mL. As suspensdes ajustadas foram usadas até 30 minutos apds o
preparo.

A avaliacdo da acéo antimicrobiana dos compostos foi realizada pelo método da
diluicdo em &gar. Os compostos foram submetidos a determinacdo da concentracdo
inibitéria minima (CIM), expressa como sendo a menor concentracdo do composto
capaz de inibir a formacdo visual de coldnias dos micro-organismos em comparagao
com o crescimento nas placas de controle positivo. Para a determinagdo da CIM, oito
concentracdes do agente antimicrobiano (de 32 a 0,12 pg/mL) foram avaliadas. Os
testes foram realizados em duplicatas e os valores de CIM foram expressos em M.

No preparo das solucgdes trabalho dos compostos, empregou-se DMSO como
solvente e &gua destilada estéril como diluente, de forma que a concentracdo final de

DMSO foi inferior a 0,5% em todos os testes.

149 Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing; Twenty-Fifth Informational Supplement. CLSI document M100-S25, Pennsylvania, USA, 2015.
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A técnica consistiu na adicdo de 4,0 mL de solucdo trabalho 320 pg/mL dos
compostos em frascos contendo 36 mL do meio de cultura completo, seguindo-se o
plaqueamento. Posteriormente, foram adicionados, aproximadamente, 10° UFC de cada
bactéria em cada ponto de inoculacdo com a utilizacdo do replicador de Steers e as
placas foram incubadas em anaerobiose a 37 °C por 48 h. Placas controle foram
preparadas, incluindo o controle positivo (auséncia de composto antimicrobiano,
contendo 4 mL de &gua destilada no lugar de solucdo trabalho) e o controle negativo
(auséncia de inoculo para verificar a esterilidade do meio de cultura). Adicionalmente, o

controle da interferéncia de DMSO na viabilidade celular foi avaliado.
2.4.5 - Avaliacao do potencial citotdxico em células tumorais

Os ensaios biologicos foram conduzidos no Laboratério de Oncologia
Experimental (LOE) do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos
(NPDM) da Universidade Federal do Ceard, com a colaboracdo do professor Manoel
Odorico de Moraes, da professora Claudia do O. Pessoa e da estudante de doutorado
Sarah Sant” Anna Maranhao.

A metodologia empregada para avaliar potencial citotdxico in vitro contra
linhagens de células tumorais dos compostos baseia-se no procedimento descrito
primeiramente por Mosman e colaboradores.** O ensaio para avaliagdo de viabilidade e
0 estado metabdlico da célula é uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal
3-(4,5-dimetil- 2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) em azul de
formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas.®!

As células foram plaqueadas na concentracio de 0,1 x 10° cél/mL para as
linhagens PC3 (carcinoma de préstata), SNB-19 (glioblastoma- Sistema Nervoso
Central), HEK-293 (célula sadia de rim embrionario humano), HL-60 (células
leucémicas) e HCT-116 (carcinona colo-retal). As placas foram incubadas por 72 horas
em estufa a 5% de CO2 a 37 °C. Ao término deste, as mesmas foram centrifugadas e o
sobrenadante foi removido. Em seguida, foram adicionados 150 pL da solu¢do de MTT
(sal de tetrazolium) e as placas foram incubadas por 3 h. A absorbancia foi lida ap6s
dissolugéo do precipitado com 150 pL de DMSO puro em espectrofotdmetro de placa a
595 nm.

10T, J. Mossman. Immunol. Methods 65 (1983) 55-63.
151 M. V. Berridge, A. S. Tan, K. D. Mccoy, R. Wang. Biochemica 4 (1996) 14-19.
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As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril, e testadas na concentracédo
unica de 10 ug/mL. As amostras que mostraram atividade contra as linhagens tumorais

foram testadas em diluigéo seriada com intervalo de concentragdes 0,31 - 10,0 pg/mL.

2.4.6 — Avaliacdo da atividade citotdxica contra células HCT-116 (normoxia e
hipdxia) e HEK-293 (normoxia)

Os ensaios de atividade citotoxica foram realizados no Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da UFMG em parceria com Prof?. Elaine Maria de Souza-Fagundes,
do Departamento de Fisiologia, UFMG.

As células do carcinoma colorretal (HCT-116) e rim embrionario humano
(HEK-293) foram mantidas em meio DMEM (Sigma Aldrich, EUA) com soro fetal a
10% (GIBCO BRL, Grand Island, NY) e enriquecidas com solucdo antibidtica a 1%
(100 UI/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (GIBCO BRL, Grand Island,
NY)). A atividade citotdxica foi baseada na taxa de reducdo mitocondrial de 3-(4
Brometo de 5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) em cristais de formazan.'*®
Resumidamente, as células HCT-116 e HEK-293 foram plaqueadas na densidade de 5 x
103 células por poco (placa de 96 pocos) e pré-incubadas durante a noite para
estabilizacdo em condicdes de hipoxia (1% Oz, 5% CO2, 94% N2 a 37 °C) e normoxia
(5% de CO2, 95% de ar atmosférico a 37 °C), conforme descrito por Harrison et al.>>?
Apos a estabilizacdo, todas as células foram incubadas com os compostos e o controle
positivo Tirapazamine (TPZ) por 72 h, utilizando sete diluicdes em série (100 - 0,0064
uM), sob condigdes de hipoxia e normoxia. O ICso (concentragdo inibitéria minima de
50% de proliferagédo celular) foi calculado por regresséo nao linear usando o software
GraphPad Prism Versdo 5.01 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, EUA).

Todos os compostos foram testados em quatro experimentos independentes
realizados em triplicado e o solvente DMSO 0,5% foi usado como controle. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo da média da porcentagem de

viabilidade em relacdo ao controle negativo (DMSO, 0,5%).

152 L. R. Harrison, D. Micha, M. Brandenburg, K. L. Simpson, C. J. Morrow, O. Denneny, C.
Hodgkinson, Z. Yunus, C. Dempsey, D. Roberts, F. Blackhall, G. Makin, C. Dive, . J. Clin. Invest. 121
(2011) 1075-1087.
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Capitulo 3
Resultados e discussao

Hidrazonas derivadas de nitroimidazol: estudos estruturais e investigacéo da

atividade antileishmania

Hidrazonas constituem uma classe de compostos que apresentam numerosas
bioatividades, entre as quais a acdo contra Leishmania.'®® A atividade de compostos
derivados de nitroimidazol como agentes antiprotozoarios ja esta bem estabelecida.*>* A
literatura relata que esses compostos apresentam atividade antileishmania.®® Desse
modo, foram obtidas 2-acetilpiridina-4-nitroimidazolhidrazona (H2Ac4NO2Im, HL1),
2-acetilpiridina-2-nitroimidazolhidrazona (H2Ac2NO2Im, HL2) e 2-benzoilpiridina-4-
nitroimidazolhidrazona (HL3), funcionalizadas com os grupos farmacoféricos 2-
nitroimidazol e 4-nitroimidazol,’*® e suas atividades antileishmania e seus efeitos

citotoxicos em macrofagos foram avaliados. 17

3.1 - CaracterizacOes das hidrazonas derivadas de nitroimidazol

As sinteses e caracterizagbes das hidrazonas HL1, HL2 e HL3 (Figura 3.1)
foram descritas anteriormente por n6s.'*® No presente capitulo s&o apresentados estudos
eletroquimicos, e estudos cristalograficos envolvendo analises de superficies de
Hirshfeld, e a avaliagdo das atividades antileishmania dos compostos. O trabalho

completo originou uma publicagio em Acta Crystallographica C.*’

158 Y. Al-kahraman, M. Yasinzai, G. S. Singh. Arch Pharm Res. 35 (2012) 1009-1013.

1% H, B. Fung, T. L. Doan. Clin. Ther. 27 (2005) 1859-1884.

15 5, Whyllie, S. Patterson, L. Stojanovski, F. R. C. Simeons, S. Norval, R. Kime, K. D. Read, A. H.
Fairlamb. Sci. Transl. Med. 4 (2012) 119-126.

1% A, P. A. Oliveira. Dissertacdo de Mestrado Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Minas Gerais. Belo Horizonte, 2016.

157 A'P. A. Oliveira, | P. Ferreira, A. A. Recio-Despaigne, J. G. da Silva, A. C. S. Vieira, M. S Santos, M.
S. Alexandre-Moreira, R. Diniz H. Beraldo. Acta Cryst. C 75(2019) 320-328.
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Figura 3.1 - Estruturas das hidrazonas derivadas de nitroimidazois HL1, HL2 e HL3.

3.1.1 - Anédlise estrutural de superficies de Hirshfeld dos compostos

Cristais apropriados de HL1, HL2 e (Z)-HL3 foram obtidos das dguas maes das
sinteses, e o cristal de (E)-HL3 foi obtido por evaporacdo lenta do composto em
DMSO-ds (Figura 3.2).

Em trabalho anterior®® discutimos as estruturas cristalograficas dos compostos e
mostramos tabelas com os dados dos cristais e resultados dos refinamentos, assim como
as distancias e angulos de ligacdo selecionados. Esses dados se encontram no artigo que
publicamos em Acta Cristallographica C (Anexo). Para melhor compreensdo das
analises de superficies de Hirshfeld as estruturas de HL1-HL3 encontram-se na Figura
3.2.
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C13 N1

C17

Figura 3.2 - Estruturas moleculares de HL1, HL2, (Z2)-HL3 e (E)-HL3. Elipsoides com
50% de probabilidade; os 4&tomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza nas

imagens.

HL1, HL2 e HL3 adotam a configuracdo E enquanto HL3 também adota a
configuracdo Z no cristal. As Superficies de Hirshfeld (SH) e os gréaficos de impressdo
digital para todos compostos foram gerados e analisados (Figura 3.3).1°81%° Em todos os
casos 0s contatos mais proximos nas SH (regides em vermelho) sdo observados para
N-H---Oem HL1, HL2 e (E)-HL3 e para N-H---N em (Z)-HL3.

A andlise de impressdo digital da superficie mostra que as ligacdes
intermoleculares de hidrogénio sdo responsaveis por cerca de 30% das interacdes na
superficie de Hirshfeld para os compostos HL1 e HL2, 25% para (E)-HL3 (interacdes
H---O) e 13% para (Z)-HL3 (interacbes H---N). Essas interagdes sdo exibidas em
graficos de impressBes digitais, que relacionam as menores distancias internas de um
dado ponto na superficie (di) e externas (de) (distancia externa mais proxima de um dado
ponto na Superficie de Hirshfeld), além de fornecer uma porcentagem de recorréncia

gue esses contatos apresentam sobre a superficie.

1% M.A. Spackman, D. Jayatilaka. Cryst. Eng. Comm. 11 (2009) 19-32.
159 ML.A. Spackman, J.J. McKinnon. Cryst. Eng. Comm. 4 (2002) 378-392.
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Os contatos ndo-direcionais H---H e os contatos convencionais das ligacGes de
hidrogénios sdo responséveis por mais da metade das interacfes dos cristais (em torno
de 60% para os compostos HL1, HL2 e (Z)-HL3, e 56% para (E)-HL3).

mﬁ’??

o
.f:

o0 0 »

HL1 HL2 (Z)-HL3 (E)-HL3

Figura 3.3 — (a) Superficie de Hirshfeld (b) grafico de impressao digital de HL1, HL2,
(2)-HL3 e (E)-HL3 paraa) H---H, b) O---H e c) N---H.

3.1.2 - Estudos eletroquimicos

Os estudos de voltametria ciclica foram realizados empregando-se DMF para
solubilizar os compostos HL1-HL3 (1,0 x 10 mol L) e perclorato de tetrabutilamonio
[BusN]*[CIO4]" (0,1 mol L) como eletrélito de suporte, com o objetivo de obter as
melhores condig¢Oes experimentais que garantam a estabilidade do anion nitro-radical.
Observou-se que todos os trés compostos apresentaram processos de reducao similar,
tipicos de nitroaromaticos em meio aprotico. Assim, sera apresentado apenas o
voltamograma ciclico do composto HL1 a 250 mV s, de -2500 a 1500 mV, e regiéo
expandida de -1800 a -200 mV (Figura 3.4), para mostrar 0 comportamento
eletroquimico dos compostos. Os voltamogramas ciclicos apresentam pares de picos
anodicos e catédicos bem definidos, descritos na Tabela 3.1.

Em geral os compostos exibiram um par estavel bem definido (sistema Ic/la)
com Eplc proximo de -1200 mV para HL1 e HL3, e Eplc em -1020 mV para HL2, o

qual corresponde a um processo de transferéncia monoeletrénica quasi-reversivel,
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atribuido ao anion nitro-radical estavel (R-NO; ). Esses valores sdo semelhantes aos
relatados para os medicamentos biorredutiveis como metronidazol'®° e benznidazol.*6!

Os voltamogramas ciclicos também mostraram um processo de reducdo
irreversivel (llc) proximo de -2500 mV atribuido a formacgdo de hidroxilamina (R-
NHOH). Os demais processos foram atribuidos a efeitos redox ocorrendo no esqueleto
da base de Schiff.

Picos Ic e la R-NO; + e = R-NO;~ Q)
Peco llc R-NO; + 3e” + 4H" — R-NHOH + H>0 (1
10 -
HL1
la
0
<
c
2
[
g 104 Ic
@]
O
-20 1 lc
-3000  -2000  -1000 0 1000 2000

Potencial (mV) vs. Ag/AgCl

Figura 3.4 - Voltamogramas do composto HL1 em meio aprético (TBAP 0,1 M em
DMF) vs. Ag/AgCl, CI” (3,0 M); velocidade de varredura de 250 mV s™. A regido

expandida em vermelho mostra uma varredura curta com o par RNO2/R-NO; isolado.

A Tabela 3.1 mostra os valores de potenciais de pico catodico e anddico (Epla e

Eplc), variagdes de potenciais entre picos catodicos ¢ anddicos [AE = (Epla - Eplc)] e a

160 M. H. Livertoux, P. Lagrange, A. Minn. Brain Res. 725 (1996) 207-216.
161 3, Bollo, L.J. Nufiez-Vergara, M. Bonta, G. Chauviere, J. Périé, J.A. Squella. J. Electroanal. Chem.
511 (2001) 46-54.
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corrente de pico Ipa/lpc, de acordo com o procedimento de diagnostico proposto por
Nicholson.16?

Para um processo ser considerado reversivel (sistema no qual a velocidade de
transferéncia de elétrons ¢ alta) as varreduras na direcdo catodica e anddica originam 0s
mesmos nameros de picos. A espécie formada é estavel, a separacdo entre 0s potenciais
de pico AE sera igual a 59 mV a 25°C.1®3 Nos voltamogramas, observa-se que 0s
potenciais dos picos catddicos e anddicos variaram ligeiramente com a varredura para o
processo RNO2/R-NO3, e os valores de AE para a primeira onda estdo entre 83 - 105
mV a 250 mV s*. Além disso, para um processo ser reversivel, independentemente da
velocidade de varredura, teremos Ipa/lpc = 1.1%* Nos experimentos, pdde-se observar
que os valores de Ipa/lpc estdo entre 0,53 - 0,90 A, os quais aumentam ligeiramente a
medida que a taxa de varredura aumenta, sugerindo um comportamento tipico de
sistemas quasi-reversiveis.

Os valores obtidos de Eplc para os compostos HL1 — HL3, revelam que os
comportamentos eletroquimicos correspondentes ao anion nitro-radical ndo diferem
muito daqueles dos medicamentos metronidazol e benznidazol, os quais possuem

mecanismo de acdo dependente da ativacdo biorredutiva do grupo nitro.

Tabela 3.1 - Pardmetros de voltametria ciclica correspondentes ao par redox R-NO2/R-
NO; para os compostos (HL1-HL3) a 250 mV s,

Compostos Eplc (mV) Epla (mV) AE (mV) Ipia/Ipic
HL1 -1203 -1120 83 0,58
HL2 -1025 -920 105 0,90
HL3 -1162 -1067 95 0,53
Metronidazol*6° -1160 - - --
Benznidazol ¢! -1019 -- -- --

-- Néo foram estudados 0s processos

162 R.S. Nicholson, I. Shain. Anal. Chem. 36 (1964) 706-723.

163 A, J. Bard, L. R. Faulkner. Electrochemical methods: fundamentals and applications. 2 ed. New York:
Wiley, 2001.

164 . S. Andrade, R. C. Rocha-Filho, N. Bocchi, S. R. Biaggio. Quim. Nova 27 (2004) 866.
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3.2 - Atividade citotoxica contra macréfagos J774.A1

A citotoxicidade celular dos compostos HL1 — HL3 foi testada em macréfagos
J774.A1. Os compostos ndo apresentaram toxicidade no nivel mais alto da concentracédo
testados (100 uM), enquanto que a pentamidina, usada como controle positivo, provou
ser citotoxica, com Clso = 44,1 + 0,4 uM e citotoxicidade maxima de 93,2 + 0,8%
(Tabela 3.2). Portanto, apesar das diferencgas estruturais entre 0os compostos, como por
exemplo, a posicdo do grupo nitro, diferentemente da pentamidina, nenhum dos

derivados apresenta toxicidade para as células de mamifero.

Tabela 3.2 - Viabilidade celular (citotoxicidade) nos macrdéfagos J774.A1 no ensaio
MTT ap0s 24 horas.

Compostos ~ Macrofago J774.A1 Clso (uM)?  Citotoxicidade maxima (%)°

Pentamidina 441 +0,4 93,2 + 0,8***
HL1 >100 16,02 + 1,24
HL2 >100 18,09 + 2,73
HL3 >100 18,60 + 2,73

Os resultados se referem a: 2 Concentragdo 50% letal para macrdfagos calculada em curvas dose-
resposta; ® Média + desvio padrdo da média da citotoxicidade maxima (experimentos feitos em
triplicata). Os valores de efeito maximo foram considerados significativos *p <0,05, **p <0,01
e *** p <0,001 em comparacgdo com o veiculo 0,1% DMSO.

3.3 - Atividade antileishmania

Para investigar a atividade antileishmania dos compostos sobre formas
amastigotas foi realizado o ensaio de viabilidade celular in vitro utilizando a espécie
Leishmania chagasi. Deste modo, foi possivel calcular o efeito méximo dos derivados
de nitroimidazol e do farmaco padrdo pentamidina frente a essa espécie amastigota
através do ensaio colorimétrico de MTT.

Diferencas estruturais no grupo nitroimidazol (2-nitroimidazol ou 4-
nitroimidazol) tém uma influéncia consideravel na atividade antileishmania. Apenas
HL1 e HL3 apresentaram atividade estatisticamente significativa na forma amastigota

intracelular de L. chagasi (Tabela 3.3), enquanto HL2 se mostrou inativo na
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concentracdo testada (10 uM). De fato, o composto HL1 apresentou efeito maximo de
83,67 £ 2,75% e HL3 exibiu um efeito maximo de 45,22 + 2,82%. Como ambos HL1 e
HL3 sdo hidrazonas derivadas de 4-nitroimidazol, enquanto HL2 é uma hidrazona
derivada de 2-nitroimidazol, essa alteracdo estrutural provavelmente resulta no efeito
antileishmania diminuido.

Uma vez que HL2 n&o apresentou atividade enquanto HL1 e HL3 foram ativos,
a presenca dos grupos metila ou fenila pareceria ndo ser um fator determinante. Além
disso, uma vez que HL2 sofre reducdo ao anion radical nitro mais facilmente (Eplc = -
1025 mV) do que HL1 e HL3 (Eplc = -1203 e -1162 mV, respectivamente), essas
diferengas também parecem ndo influenciar tanto a atividade quanto a posicao do grupo
nitro. No entanto, para se estabelecer relacfes entre estrutura e atividade, um maior

nimero de compostos necessitaria ser investigado.

Tabela 3.3 - Efeito dos compostos (HL1-HL3) nas formas amastigotas intracelulares da

L. chagasi a 10 uM ap0s 24 horas de tratamento e o potencial de redugdo do R-NO3;
(Eplc)

Compostos Efeito maximo (%) Eplc (mV)
Glucantime 49,75% 2,25 *** --
Pentamidina NA --
HL1 83,67 £ 2,75*** -1203
HL2 NA -1025
HL3 45,23 £+ 2,82*%** -1162

Os resultados se referem ao efeito maximo expresso como a média do efeito maximo + desvio
padrdo (triplicatas). Os efeitos foram considerados significativos quando * p <0,05, ** p <0,01 e
*** p <0,001 em comparagdo com o grupo tratado com o veiculo 0,1% DMSO. NA: a
substancia ndo apresentou efeito letal na concentracdo de 10 uM.

Os resultados apresentados neste capitulo deram lugar ao artigo intitulado
“Structural studies and antileishmanial activity of 2-acetylpyridine and 2-
benzoylpyridine nitroimidazole-derived hydrazones” Ana P. A. Oliveira, Isabella P.
Ferreira, Angel A. Recio Despaigne, Jeferson G. da Silva, Ana Carolina S. Vieira,
Mariana S Santos, Magna S. Alexandre-Moreira, Renata Diniz and Heloisa Beraldo
Acta Cryst. (2019). C75, 320-328 (Anexo 1)
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Capitulo 4
Resultados e discussao

Complexos de antiménio(l11) e bismuto(l11) de hidrazonas derivadas de 4-

nitroimidazol e 4-nitrobenzeno: avaliacdo da atividade antitripanossoma

Como citado anteriormente, a literatura relata que compostos contendo o grupo
nitroimidazol podem sofrer biorreducdo do grupo nitro gerando o anion nitro-radical,
que € altamente toxico para parasitas.’®®> Em estudos anteriores, nosso grupo de pesquisa
demonstrou que compostos possuindo como substituinte 4-nitrobenzeno e seus
complexos exibem potente atividade antitripanossoma, 166167

Compostos derivados de 8-hidroxiquinolina (8-HQ) também apresentam um
amplo espectro de aplicagdes farmacoldgicas.'®® Estudos demonstraram que a
coordenacdo a metais interfere nos efeitos bioldgicos desses compostos. Nosso grupo
demonstrou que complexos de antiménio(lll) com 8-HQ apresentaram atividade

antitripanossoma.®®

4.1 — Caracterizagdes dos complexos de antimonio(lll) e bismuto(lll) de

hidrazonas derivadas de 4-nitroimidazol e 4-nitrobenzeno

As sinteses e caracterizagcbes das hidrazonas (Figura 4.1) 2-formil-8-
hidroxiquinolina-4-nitroimidazolidrazona (H:L4) e 2-formil-8-hidroxiquinolina-4-
nitrobenzenohidrazona H.L5 e dos complexos [2-formil-8-hidroxiquinolina-4-
nitroimidazolidrazona)(dicloro)antiménio(lll)], [Sb(HL4)Cl] (1) e [2-formil-8-
hidroxiquinolina-4-nitrobenzenohidrazona)(dicloro)antimonio(ll1)], [Sb(HL5)CI2] (2) e
[2-formil-8-hidroxiquinolina-4-nitroimidazolidrazona)(dicloro)bismuto(l11)],
[Bi(HL4)CI;] 3) e [2-formil-8-hidroxiquinolina-4-

165 3. R. Coura, S. L. Castro, Mem. Inst. Oswaldo Cruz 97 (2002) 3-24.

166 A Perez-Rebolledo, L. R. Teixeira, A. A. Batista, A. S. Mangrich, G. Aguirre, H. Cerecetto, M.
Gonzalez, P. Hernandez, A. M. Ferreira, N. L. Speziali, H. Beraldo. Eur. J. Med. Chem. 43 (2008) 939-
948.

167 C. Rodrigues, A. A. Batista, J. Ellena, E. E. Castellano, D. Benitez, H. Cerecetto, M. Gonzalez, L. R.
Teixeira, H. Beraldo. Eur. J. Med. Chem. 45 (2010) 2847-2853.

188y, Song, H. Xu, W. Chen, P. Zhan, X. Liu. Med. Chem. Commun. 6 (2015) 61-74.

169 D, C. Reis, M. C. X. Pinto, E. M. Souza-Fagundes, L. F. Rocha, V. R. A. Pereira, C. M. L. Melo, H.
Beraldo. Biometals 24 (2011) 595-601.
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nitrobenzenohidrazona)(dicloro)bismuto(l11)], [Bi(HL5)Cl2] (4) ja foram descritas
anteriormente por n6s.1’® No presente capitulo discutimos os estudos cristalograficos e a

investigacdo da atividade antitripanossoma dos compostos.

B B
H P H
o N | N7
2 N OH ]
)—:\ HN ANy OH
O,N
H,L4 H,L5

Figura 4.1 - Estruturas das hidrazonas derivadas de 8-hidroxiquinolina HzL4 e H,L5.

4.1.1 — Andlise estrutural por difracdo de raios-X por monocristal

Em trabalho anterior foi relatada a estrutura cristalografica do complexo (2)7°,
porém, o refinamento foi refeito e descrevemos aqui 0s novos resultados.

Cristais apropriados para a difragdo de raios-X foram obtidos a partir da
evaporacédo lenta da solucdo de DMF do complexo [Sb(HL5)CI2] (2) resultando na sua
conversédo em [Sb(HL5)(DMF)CI2]-:3DMF (2a) (Figura 4.2). A estrutura do complexo
foi determinada por cristalografia de raios-X. A Tabela 4.1 apresenta alguns dos
pardmetros da coleta de dados e refinamento do monocristal obtido para o complexo
[Sb(HL5)(DMF)CI]-3DMF (2a). O composto cristaliza-se no sistema triclinico, P-1,
com duas moléculas do complexo e seis de DMF por célula unitaria (Z = 2).

No complexo, o ligante H.L5 coordena-se ao centro metalico de modo
tridentado através dos atomos de oxigénio e nitrogénio da quinolina e de um nitrogénio
do grupo imina. HoL5 sofre desprotonacdo no oxigénio do grupo quinolina, enquanto o
nitrogénio do esqueleto hidrazénico continua protonado. A distancia entre o
antimonio(111) e o oxigénio do esqueleto da hidrazona, Sb1-02 = 3,181(2) A, é muito
proxima a soma dos raios de Van der Waals do antiménio(lll) e do oxigénio, 3,5 A"

indicando que o atomo de oxigénio O2 néo se encontra coordenado ao centro metalico.

170 A, P. A. Oliveira. Dissertagdo de Mestrado Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Minas Gerais. Belo Horizonte, 2016.
11 A, Bondi. J. Phys. Chem. 68 (1964) 441-451.
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Os comprimentos e angulos de ligacdo estdo resumidos na Tabela 4.2, enquanto o

diagrama Ortep esté apresentado na Figura 4.2.

Figura 4.2 - Estrutura molecular do complexo [Sb(HL5)(DMF)CI.]-3DMF (2a).
Elipsoides com 50% de probabilidade; os atomos de hidrogénio foram omitidos para

maior clareza nas imagens.

Tabela 4.1 - Dados cristalograficos e parametros de refinamento estrutural para o

complexo [Sb(HL5)(DMF)CIz]-:3DMF (2a)

Complexo

[Sb(HL5)(DMF)CI,]-3DMF (2a)

Formula molecular

Massa molecular (g mol™?)
Temperatura (K)

Radiagio (MoKa) (A)
Sistema cristalino, grupo espacial
a(A); b (A);c(A)

a(®)B () (©)

Volume (A% / z

Densidade calculada (Mg m)
w(mm-)

F(000)

Dimensdes do cristal (mm)

Intervalo de 6 (°)

C29H39Cl>2NsOsSh
820,33
270(2)
0,71073
Triclinico, P-1
9,5820(5); 12,0943(6); 16,3348(8)
102,036(4); 100,383(4); 93,829(4)
1810,32(16), 2
1,505
0,967
836
0,48 x 0,06 x 0,03
1,92 - 30,51
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Intervalo de indices

Reflexdes medidas/Unicas/Rint
Integralidade em 6=26.37°
Dados/restri¢es/parametros

S (Goodness-of-fit on F2)

indices finais R [1>2sigma(l)]

indices finais R (todos os dados)

Ap min/max (eA)

-13<=h<=13
-17<=k<=17
-23<=1<=23
21771/ 11054 [R(int) = 0,0336]

100,0 %

11054 /2 / 456

1,045

R1=0,0394, wR2 = 0,0782
R1=0,0647, wR2 = 0,0906
0,636 e -0,690

O fragmento da molécula que corresponde ao sistema quelante da hidrazona ao
centro do antimdnio(lll) é essencialmente plano. O atomo de antiménio(lll) desvia-se

deste plano por 0,00141 A. A esfera de coordenacdo do metal contém o ligante

tridentado, dois cloretos, uma molécula de DMF e o par isolado de antimdnio(lll), em

uma geometria “pseudo” piramidal pentagonal.

As distancias de ligagdo C10=02, 1.210(3) A e C9=N2, 1.271(3) A, sdo
caracteristicas de ligacdes duplas [C=0 (1,22A) e C=N (1,28A)] e a distancia da ligacéo
N2-N3, 1,357(3) A ¢ intermediaria entre uma ligagdo simples N-N (1,45A) e uma
ligagdo dupla N=N (1,25A). A distancia da ligacdo N3-C10, 1,368(3) A ¢ caracteristica

de uma ligacdo simples. Esses valores estdo de acordo com o fato de o N3-H

permanecer protonado no complexo.

Tabela 4.2 - Principais distancias de ligacdo (A) e angulos interatémicos da estrutura

molecular do complexo [Sb(HL5)(DMF)CI;]-3DMF (2a)

Ligacao / A

Angulo /©

[Sb(HL5)(DMF)CI,]-3DMF (2a)

[Sb(HL5)(DMF)CI,]-3DMF (2a)

Sh1-01
Sh1-N2
Sh1-N1
Sh1-Cl1
Sh1-CI2

2,0444(16)
2,7587(18)
2,2601(18)
2,5370(7)
2,6578(7)

0O1-Sh1-N2
N2-Sh1-N1
N1-Sb1-Cl1
N1-Sh1-Cl2
N2-Sh1-Cl2

139,44(6)
63,70(6)
84,16(5)
80,48(5)
85,54(4)
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Sb1-011 2,5454(19) N3-N2-Sb1 129,36(14)

N2-N3 1,357(3) Cl1-Sh1-CI2 164,54(3)
N1-C2 1,337(3) C8-01-Sbl 118,36(13)
01-C8 1,338(3) C9-N2-N3 118,53(19)
N2-C9 1,271(3) C2-N1-Sbl 128,30(15)

N1-C8A 1,358(3) 011-Sh1-N2 144.84(7)
C10-02 1,210(3) N2-N3-C10 118,68(19)
N3-C10 1,368(3) 01-Sb1-N1 75,77(6)

01-Sh1-011 75,63(7)

O complexo (2a) apresenta uma interacdo de hidrogénio intermolecular
envolvendo o nitrogénio da hidrazona e o oxigénio de uma molécula de DMF.
Interacdes intermoleculares de hidrogénio nédo cléssicas do tipo C-H---Cl e C-H---O no
empacotamento do complexo formam um arranjo estrutural dimérico, Figura 4.3 e
Tabela 4.3.

Figura 4.3 - Dimeros formados por intera¢des intermoleculares NH---O e CH---Cl no
cristal do complexo [Sb(HL5)(DMF)CI;]-3DMF (2a). Cddigo de simetria: i (1 - X, -y, 1
- 2).
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Tabela 4.3 - Parametros geométricos das interacGes intermoleculares na estrutura
molecular do [Sb(HL5)(DMF)CI,]-:3DMF (2a)

H (D-H...A) dD-H) /A dH..A)/A  dD..A)/A D-H.AP
N3-H3N...041 0,86 1,93 2,737(3) 157,0
C3--H(3)..CI2! 0,93 2,81 3,692(2) 158,0

C400-H400 ...CI2 0,93 2,62 3,535(3) 167,0

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

4.2 - Avaliacdo da citotoxicidade frente a células de mamiferos e atividade anti-T.

cruzi in vitro

Foi avaliada a atividade citotoxica dos compostos em células ndo infectadas

humanas, fibroblastos humanos (hFIB) e de camundongos, macrofagos peritoneais. O
composto HoL4 e seus complexos [Sb(HL4)Cl;] (1) e [Bi(HL4)Cl;] (3) nédo
apresentaram atividade citotoxica em célula hFIB quando testados na concentracdo

maxima de 50 pM. Apenas o complexo (3) apresentou citotoxicidade no macrofago,
com atividade de CCsp de 49,17 uM.

O ligante HoL5 também ndo foi citotoxico em hFIB e em macrofagos, mas por
outro lado, os complexos [Sb(HL5)Cl:] (2)
citotoxicidade contra hFIB com CCso de 21,62 uM e 6,13 uM, respectivamente, e

e [Bi(HL5)CI2] (4) apresentaram

contra macrofagos de camundongo com CCso de 10,30 uM e 5,71 puM, respectivamente.

Ja o controle positivo, violeta de genciana, apresentou CCsp de 13,5 uM (Tabela 4.4).

Tabela 4.4 - Atividade antiparasitaria e citotoxica dos compostos.

ECso £ EPM(UM) CCso + EPM (UM)
Compostos IS

tripomastigotas M@ infectados hFIB M@
H.L4 30,05+1,21 14,98 + 6,96 >100 >100 >3 (>5)
HoL5 NA 12,69 + 0,91 >100 >100 7)
[Sb(HL4)CI2] (1) 13,01+452 13,76 +2,93 >100 >100 >7 (>7)
[Sb(HL5)CI:] (2) 0,33+£0,10 305+049 2162+4,29 10,30+0,35 31(3)
[Bi(HL4)CI2] (3) 1,21+053 14,71+ 4,63 >100 49,17 +2,05 40 (3)
[Bi(HL5)CI2] (4) 0,06 + 0,04 231+017 613+056 571+1,11 95(2)
Benznidazol 14,36 + 3,81 1,43 +0,21 >100 >100 >7 (>70)
Violeta de genciana ND ND 1351+3,21 0,4+0,04 ND
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ECso = concentracdo que induz metade do efeito méximo; CCsy = concentracdo citotoxicas a
50%; EPM = erro padrdo da media; M@ = Macrofagos; NA = N&o ativo em concentragdo
maxima testada (50uM); ND = Néo determinado; IS = indice de seletividade. Entre parénteses,
indice de seletividade contra macréfagos infectados

Apenas o ligante H2L5 ndo exibiu atividade contra a forma tripomastigota do
parasita T. cruzi, enquanto todos 0s outros compostos apresentaram uma excelente
atividade. O ligante H2L4 e todos os complexos (1-4) apresentaram ECso na faixa 0,06 -
30,05 puM. Os complexos (2) e (4) exibiram maiores atividades contra os parasitas
extracelulares, exibindo ECso de 0,33 e 0,06 uM, respectivamente, enquanto o farmaco
de referéncia, benznidazol apresentou ECso = 14,36 pM. O complexo (1) (ECso = 13,01
+ 4,52) foi tdo ativo quanto o benznidazol. Ao observar o indice de seletividade o
complexo (4) foi 95 vezes mais seletivo, apresentando melhor seletividade dentre todos
0S cCompostos.

Os compostos também foram testados contra a forma amastigota do parasita
(intracelular), e todos os compostos reduziram a propor¢cdo de macréfagos infectados,
com valores de ECsp variando de 2,31 a 14,98 uM. Os complexos (2) e (4) também
apresentaram as mais altas atividades anti-T. cruzi contra a forma amastigota, com

valores de ECso de 3,05 e 2,31 uM, respectivamente (Tabela 4.4).

4.3 - Marcacao de células apoptéticas e necroticas

Como o complexo (4) apresentou a maior atividade contra a forma
tripomastigota, foi realizada a investigagdo do mecanismo de morte celular induzida
pelo complexo. Assim, os tripomastigotas foram incubados por 6 h a 37 °C com (4) na
concentragdo de 0,06 uM, que foi o valor do ECsp. Em seguida os parasitas foram
marcados com anexina-V e iodeto de propidio (PI) e analisados por citometria de fluxo.

Dos tripomastigotas nao tratados, 2,2% foram positivos para coloragédo de iodeto
de propidio, enquanto os parasitas tratados com o complexo (4) apresentaram 53,0%
para coloragdo Pl (Figura 4.4). N&o foi observada coloragdo positiva com anexina-V
apos o tratamento dos parasitas com o complexo (4), sugerindo que seus efeitos
antiparasitarios ocorram com a indugdo de morte celular por necrose. Além disso, €
possivel confirmar a potente atividade antiparasitaria de (4) contra tripomastigotas, uma

Vez que neste ensaio apresentaram 53,0% de morte dos parasitas.
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Pl(+)
53.0%

Figura 4.4 — Analise da morte celular dos tripomastigotas por citometria de fluxo. Os
histogramas representam a populagéo de tripomastigotas ndo tratados (cinza) e tratados
com o complexo (4) (preto) 0,06 UM apds 6 horas de incubagéo.

4.4 - Avaliacdo de alteracgdes ultraestruturais nos parasitas

Os efeitos do complexo (4) sobre tripomastigotas foram analisados por
microscopia eletronica de varredura (MEV), 24 horas ap6s o tratamento, nas
concentracdes de 0,06 uM e 1 uM. A anélise ultraestrutural mostrou encurtamento do
flagelo e fragmentacdo da membrana enquanto o grupo controle mantinha sua
morfologia tipica. Apos tratamento com 1 uM do complexo (4), pode-se observar uma

degradacéo total do parasita (Figura 4.5).

15KV X10,000  fum 15KV X10,000 1pm

Figura 4.5 - AlteracOes ultraestruturais em tripomastigotas visualizadas por MEV. (A)
sem tratamento; (B) apds o tratamento com o complexo (4) por 24 ha 0,06 uM e (C) 1
UM,
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Sendo assim, a estratégia de complexacdo das bases de Schiff funcionalizadas
com nitroimidazol com antiménio(lll) e especialmente com bismuto(lll) revelou-se

interessante na busca por novos candidatos a fArmacos antitripanossoma.

Os resultados que foram abordados neste capitulo deram lugar ao artigo
intitulado ~ “Investigation of the antitrypanosomal effects of 2-formyl-8-
hydroxyquinoline-derived hydrazones and their antimony(lll) and bismuth(ll)
complexes” Ana Paula A. Oliveira, Angel A. Recio-Despaigne, Isabella P. Ferreira,
Renata Diniz, Karoline A. F. Sousa, Tanira M. Bastos, Milena B. Pereira Soares, Diogo
Rodrigo M. Moreira and Heloisa Beraldo. New J. Chem. (2019). (Anexo II)

Capitulo 5

Resultados e discussao

Complexos de cobre(ll), prata(l) e bismuto(l11) de tiossemicarbazonas e

hidrazonas derivadas do 5-nitroimidazol

Tiossemicarbazonas e hidrazonas apresentam uma ampla gama de aplicagdes
terapéuticas.'’>1® A coordenacdo desses compostos ao cobre(ll), em muitos casos,
resulta em aumento significativo das atividades farmacol6gicas.!’417°

Compostos de prata(l) tendo como ligantes hidrazonas exibem atividade
antifungica, apresentando valores de Clsg menores ou comparaveis com alguns agentes
antifangicos em wuso clinico.'’® Complexos de prata(l) com hidrazonas também
mostraram atividade antiproliferativa, com uma baixa toxicidade para as células

normais.t”’

172 N, P. Prajapati, H. D. Patel. Synth. Commun. 49 (2019) 2767-2804.

173 3, Wahbeh, S. Milkowski. Slas Technol. 24 (2019) 161-168.

174 D. Rogolino, A. Cavazzoni, A. Gatti, M. Tegoni, G. Pelosi, V. Verdolino, C. Fumarola, D. Cretella, P.
G. Petronini, M. Carcelli. Eur. J. Med. Chem. 128 (2017) 140-153.

175 3, Xu, T. Zhou, Z. Xu, X. Gu, W. Wu, H. Chen, Y. Wang, L. Jia, T. Zhu, R. Chen. J. Mol. Struct. 1128
(2017) 448-454.

176 A F. Santos, I. P. Ferreira, J. A. Takahashi, G. L. S. Rodrigues, C. B. Pinheiro, L. R. Teixeira, W. R.
Rocha, H. Beraldo. New J. Chem. (2018).

7, V. Tamayo, A. F. Santos, I. P. Ferreira, V. G. Santos, M. T. P. Lopes, H. Beraldo. Biometals 30
(2017) 379 — 392.
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Compostos a base de bismuto ja sdo utilizados no tratamento de doencas do trato
gastrointestinal e de infeccBes causadas pela bactéria Helicobacter pyloril’® e contra

outros micro-organismos, e também exibiram acéo citotoxica contra células tumorais.!’

5.1 - Caracterizacdo dos complexos de cobre(ll) prata(l) e bismuto(lll) de

tiossemicarbazonas e hidrazonas derivadas do 5-nitroimidazol

As sinteses das tiossemicarbazonas e hidrazonas utilizadas para complexar o
cobre(ll), a prata(l) e o bismuto(l11) ja foram descritas pelo nosso grupo de pesquisa.*&
As sinteses dos complexos foram realizadas de acordo o procedimento descrito no
Capitulo 2, pagina 36. Os compostos foram caracterizados por anélise elementar, faixas
de fusdo, medidas de condutimetria, espectroscopias no infravermelho e de RMN,
momento magnético, andlise termogravimétrica e medidas eletroquimicas. Os
complexos obtidos e caracterizados foram testados para determinar sua atividade
antimicrobiana, frente a bactérias aerdbicas e anaerdbicas e fungos leveduriformes, e

suas atividades citotdxicas em linhagens de células tumorais e sadias foram avaliadas.

511 - Andlises dos complexos de cobre(ll), prata(l) e bismuto(lll) de

tiossemicarbazonas e hidrazonas derivadas do 5-nitroimidazol

Foram obtidos seis complexos inéditos de cobre(ll): bis[1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)hidrazonacarboxamida)(dicloro)cobre(I1)]
[Cu(HL6)2Cl>] (5), [(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)acetilhidrazona)(dicloro)cobre(11)] hemi-metanol [Cu(HL7)Cl.]-%2CH30H (6),

[(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-ilideno)benzoilhidrazona)(dicloro)cobre(11)]

[Cu(HLS)2Cl>] (1), [(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(dicloro)cobre(11)] hemi-hidratado [Cu(HL9)CI2]-%2H>0
(8), [(N-metil-1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-

[ilideno)hidrazinocarbotioamida)(dicloro)cobre(l1)] [Cu(HL10)CI2] (9) e [(1-(2-metil-5-

178 G. G. Briand, N. Burford. Chem. Rev. 99 (1999) 2601.

1791, P. Ferreira, E. D. L. Pild, A. A. Recio-Despaigne, J. G. Da Silva, J. P. Ramos, L. B. Marques, P. H.
D. M. Prazeres, J. A. Takahashi, E. M. Souza-Fagundes, W. Rocha, H. Beraldo. Bioorg. Med. Chem. 24
(2016) 2988-2998.

180 A A, Oliveira, A. P. A. Oliveira, L. L. Franco, M. O. Ferencs, J. Ferreira, S. Bachi, N. L. Speziali, L.
M. Farias, P. P. Magalhaes, H. Beraldo. Biometals 31 (2018) 571-584.

67


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616303315?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616303315?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616303315?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616303315?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616303315?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616303315?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616303315?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616303315?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616303315?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616303315?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616303315?via%3Dihub#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616303315?via%3Dihub#!

nitroimidazol)propan-2-ilideno)-N-fenil-hidrazinocarbotioamida)(dicloro)cobre(11)]
[Cu(HL11)CI:]-%2H20 (10). Foram igualmente sintetizados quatro complexos inéditos
de prata(l), [(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)acetilhidrazona)(nitrato)prata(l)] [Ag(HL7)NOz]  (11), [(1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)benzoilhidrazona)(nitrato)prata(l) [Ag(HL8)NOs] (12) e
[(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-ilideno)hidrazinocarbotioamida)(nitrato)prata(l)]
[Ag(HL9)NOz3] (13) e[((N-metil-1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(nitrato)prata(l)] [Ag(HL10)NOs] (14) e trés complexos
inéditos de bismuto(l11): [(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(tricloro)bismuto(l11)] [Bi(HL9)CIs] (15), [(N-metil-1-
(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(tricloro)bismuto(lll) [Bi(HL10)Cls] (16) e ((1-(2-
metil-5-nitroimidazol)propan-2-ilideno)-N-fenil-
hidrazinocarbotioamida)(tricloro)bismuto(l11)] diidratado [Bi(HL11)Clz]-2H20 (17).

Os dados de analise elementar quantitativa e as medidas de condutimetria
(Tabelas 5.1 e 5.2) sugerem a formacdo de complexos do tipo [Cu(HL).Cl.] para HL6 e
[Cu(HL)CI] para (HL7 - HL11), [Ag(HL)NOs] para (HL7 - HL10) e [Bi(HL)ClIz] para
(HL9 - HL11), nos quais os ligantes (HL) coordenam-se de forma neutra, e formam
complexos ndo eletroliticos. De acordo com a literatura, um composto eletrolitico 1:1,
utilizando DMSO como solvente, possui uma condutividade molar de 50-70 cm? Q!
mol .18 Assim, os resultados estdo consistentes com a presenca de ndo-eletrolitos, de
acordo com as estruturas sugeridas. Os valores do momento magnético para 0s
complexos (5 - 10) na faixa de 1,60 - 2,00 MB, séo caracteristicos do ion cobre(ll) com

um elétron desemparelhado na configuracéo d°.82

181 J, W. Geary. Coord. Chem. Rev. 7 (1971) 81.
182 K, Jayakumar, M. Sithambaresan, A. A. Aravindakshan, M.R. P. Kurup. Polyhedron 75 (2014) 50-56.
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Tabela 5.1 - Formula molecular, massa molar (MM), temperatura de fusdo (TF(°C)), andlise elementar de C, H e N (valores tedricos em

paréntesis), condutividade (AM), momento magnético (uerr) e rendimento (Rend.) dos complexos de cobre(ll), prata(l) e bismuto(lll) com

tiossemicarbazonas e hidrazonas derivadas de 5-nitroimidazol.

MM Anélise elementar* AM Lleff Rend.
Compostos Formula molecular TF (°C)
(gmol™) %C %H %N (ecm’Qmol?)  (MB) (%)
[Cu(HLS6)2Cl] (5) C16H24Cl2CuN1206 614,89 183,0-184,5 31,36(31,25) 3,70(3,93) 27,25(27,34) 18,83 2,00 50
[Cu(HL7)Cl,]-%CH30H (6) CosH1sCl,CuNsO3s 389,70  Dec. 1950 30,33(29,28) 3,58(3,88) 17,76(17,97) 28,82 1,60 51
[Cu(HLS8)CI2] (7) C14H15CI2CuNsO3 435,75  Dec.210,0 38,09(38,59) 3,21(3,47) 16,39(16,07) 33,18 1,63 50
[Cu(HL9)ClI,]-%2H20 (8) CsH13Cl,CuNsO25S 399,74  Dec. 160,0 23,91(24,04) 3,20(3,28) 21,28(21,02) 43,57 1,60 75
[Cu(HL10)CI] (9) CoH14CI2CuNs02S 404,76  Dec. 180,0 26,81(26,71) 3,73(3,49) 20,20(20,76) 26,75 1,63 65
[Cu(HL11)CI2]-%2H20 (10) C14H17Cl,CuNgO25S 475,84  Dec. 2050 35,18(35,34) 3,25(3,45) 17,22(17,66) 46,82 1,67 61
Hzlj\
O,N R
<=0 — R] I/S
HN Cl 7//\N y=0 cl 7N _Cl
N / N N N\ HN Cu
H3C 74 —~— . Cu \N/
H,C / \ N” CH, e cl H,C
N_/—NO, Y HC. N H;C- N _No
NH 3 NOZ \“ 2
2 U W

)

Rl = CH3 (6), C6H5 (7)

R, = NH, (8), NHCH, (9), NHCH; (10)

*Experimental(calculado)

Dec.= decomposicdo
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Tabela 5.2 - Formula molecular, massa molar (MM), temperatura de fusdo (TF(°C)), andlise elementar de C, H e N (valores te6ricos em
paréntesis), condutividade (AM) e rendimento (Rend.), dos complexos de prata(l) e bismuto(l1l) com tiossemicarbazonas e hidrazonas derivadas

de 5-nitroimidazol.

MM Analise elementar* AM Rend.
Compostos Formula molecular TF (°C)
(gmol™) %C %H %N (em*Q*'mol™) (%)
[Ag(HL7)NO3] (11) CoH13AgN6Os 409,10 Dec. 135,0  26,44(26,42) 3,15(3,20) 20,38(20,54) 39,86 61
[Ag(HL8)NO3] (12) C14H15AgN6Os 471,17  184,1-184,3 35,38(35,69) 3,09(3,21) 17,72(17,84) 38,10 78
[Ag(HL9)NO3] (13) CsH12AgN70sS 426,16 Dec. 125,0  22,71(22,55) 2,79 (2,84) 23,27(23,01) 29,30 89
[Ag(HL10)NOs3] (14) CoH14AgN70OsS 440,18 190,0-191,0 23,97(24,56) 3,17(3,21) 21,22(22,27) 33,70 68
[Bi(HL9)CI3] (15) CsH12BiClsNeO2S 571,62 Dec.153,0 16,88(16,81) 2,19(2,12) 14,40(14,70) 10,03 84
[Bi(HL10)Cl3] (16) CoH1BiClsNsO2S 58565  141,0-142,2 18,47(18,46) 2,49(2,41) 14,63(14,35) 5,72 66
[Bi(HL11)Cl3]-2H20 (17)  C14H20BiClsNeO4sS 683,75 134,0-135,0  23,81(24,59) 2,94(2,95) 12,75(12,29) 9,24 79
R, _ R, RIFS Cl
H¥;> £ /N—'O Hr \ =0 HN\N /\Bi/\a

/ /
H3C/% 0 HC 17 \0 H3C/g Cl
H;C.__N H:C /i H3C7/N

\1@ )N }(jNoz N_/—No,

R, = CH; (11), C¢Hs (12) R, = NH, (13), NHCH; (14) R, = NH, (15), NHCH; (16), NHC(H; (17)

*Experimental, (calculado) Dec.= decomposicéo
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5.1.2 - Termogravimetria (TG)

A presenca da molécula de agua nos complexos (8), (10) e (17), e da molécula
de metanol no complexo (6) foram confirmadas através da curva termogravimétrica. A
perda de massa pode ser verificada na Figura 5.1 para o complexo (8). Na curva TG dos
complexos (8) e (10) ocorreu uma perda de massa de 1,93% e 2,29%, respectivamente,
referente a %2 molécula de H>O, e a perda de massa de 5,23% ¢é referente a duas
moléculas de H20 para o complexo (17). No complexo (6) ocorre uma perda de massa
de 4,08% referente a %2 molécula de CH3OH (Tabela 5.3).

TGA
%
Perda de massa - 0,035 mg
-2.29%
100.00+
80.00r
60.00r
150.00 300.00 450.00
Temp [C]

Figura 5.1 - Curva TG do composto [Cu(HL9)CI2]-¥2H.O (8), obtida em atmosfera

dinamica de N2 (50 mL.min™%), a 10 °C.min™.,

A Figura 5.2 mostra as estruturas propostas para 0os complexos considerando as

analises elementares e curvas termogravimétricas.
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I e i H,N
_S
7Rl _a ) . _Cl
HN 7 HN i
[N /Cu \N/ u
A al / i
H3C’g 1,CH;OH H3C’S H,0
H3C\«T-7/N02 H3C\«N N02
{4 s
[Cu(HL7)Cl,]-72CH;O0H (6) [Cu(HL9)CL]-%H,0 (8)
HN ;
S HN C1
Vg N <l V=5
HR (—Cii V2H,0 HN \Bi/ 2H,0

N
H3C’S Cl

H;C N _No, HCO N
\§1J7/ lr\/\Noz

[Cu(HL11)Cl,]-%:H,0 (10) [Bi(HL11)Cl3]-2H,0 (17)
Figura 5.2 - Estruturas propostas para os complexos [Cu(HL7)Cl;]-%2 CH3OH (6),
[Cu(HL9)Cl,]-%H-0 (8), [Cu(HL11)Cl,]-¥2H,0 (10) e [Bi(HL11)Cls]-2H20 (17).

Tabela 5.3 - Porcentagem de perda de massa referente a &gua e metanol na TG.

Curva termogravimétrica (TG)

Composto

% Solvente calculado % Solvente experimental *
[Cu(HL7)Cl,]-%CH3OH (6) 4,10 4,09
[Cu(HL9)Cl]-%:H-0 (8) 2,25 2,29
[Cu(HL11)CI2]-¥2H20 (10) 1,89 1,93
[Bi(HL11)Cls]-2H20 (17) 5,26 5,23

* Faixa de temperatura: 35 - 165 °C

5.1.3 - Espectroscopia vibracional de absorcéo na regido do infravermelho (1V)

Os espectros de absor¢cdo na regido do infravermelho (1) dos complexos de
cobre(ll), prata(l) e bismuto(l1l) foram obtidos em pastilhas de KBr e as atribui¢des

baseadas em comparagdes com o0s espectros dos ligantes. As principais bandas de
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vibrac6es analisadas nos espectros foram: v(N-H), v(C=N), v(C=0), v(C=S), vs(NO3) e

vas/vs (NO2), Tabela 5.4.

Tabela 5.4 - Valores de nimeros de ondas das bandas, nos espectros no infravermelho

(cm™), dos complexos de cobre(ll), prata(l) e bismuto(lll) com suas respectivas

tiossemicarbazonas e hidrazonas, usando como suporte KBr (4000 - 400 cm'Y).

Composto V(N-H) v(C=N) v(C=S) v(C=0) vas/vs(NO2) vs(NO3)
HL6 3180m 1540F -- 1698 F  1461/1361 F --
[Cu(HL6):Cl] (5) 3434m 1566F -  1712F 1484/1390F -
HL7 3266 m 1530 F -- 1678 F  1471/1362 F --
[CU(HLT)CI2]-%CH:OH (6) 3126 m 1550F  --  1736F 1476/1388F -
[Ag(HLT)NO3] (11) 3300m 1554F  --  1678F  1488/1380 1380F
HL8 3185F 1526 F -- 1670 F  1461/1355 F --
[CUu(HL8)CI] (7) 3126m 1556F -  1736F 1480/1386F -
[Ag(HL8)NO] (12) 3144m 1552F -~  1654F 1486/1388F 1388 F
HL9 3170m 1530F 804f -- 1463/1360 F --
[CU(HLO)CL]% HoO (18)  3224m 1504F 788f -  1474/1300F -
[Ag(HL9)NO] (13) 3176m 1530F 794f - 1466/1377F 1384 F
[Bi(HL9)Cls] (15) 3258m 1524F 742f - 1430/1368F -
HL10 3183m 1531 F 786f -- 1471/1362 F --
[Cu(HL10)Cl3] (9) 3374m 1562F 784f - 1474/1370F
[Ag(HL10)NOs] (14) 3260m 1548F 772f - 1486/1384F 1384 F
[Bi(HL10)Cls] (16) 3342m 1550 F 774f - 1486/1368F -
HL11 3296 F 1530F 772f -- 1471/1362 F --
[Cu(HL11)Cl;] (10) 3300F 1552F 760f  --  1496/1368F -
[Bi(HL11)Cls]-2H.0 (17) 3296 m 1544F 764f -  1496/1366F -

Intensidade das bandas: F = forte, m = média, f = fraca.

-- Auséncia da banda

A banda de estiramento da vibragdo v(N-H) ocorre na regido de 3188 - 3266 cm’

! nos espectros das hidrazonas livres, enquanto nos complexos é possivel observar o

deslocamento dessa banda para 3126 - 3434 cm™. Nos espectros das hidrazonas livres,

as bandas atribuidas ao estiramento v(C=0) s&o observadas em 1670 - 1698 cm™, e nos

espectros dos complexos de cobre(ll) e prata(l), observa-se deslocamentos desse modo

vibracional para 1654 - 1736 cm™. A complexacdo causa deslocamentos na banda
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atribuida ao estiramento v(C=N), que ocorre na regido de 1526 - 1540 cm™ nas
hidrazonas livres, e aparece entre 1550 - 1566 cm™ nos complexos, indicando a
complexacdo pelo nitrogénio iminico.

Assim, nos complexos ocorre a coordenacdo do oxigénio da carbonila e do
nitrogénio iminico ao cobre(ll) e & prata(l) através do sistema quelante Nimina-O.183184

As bandas de vibracdo v(N-H), que nas tiossemicarbazonas livres encontram-se
na faixa 3170 - 3296 cm™, sdo observadas nos complexos entre 3176 - 3374 cm™,
indicando que os ligantes permanecem protonados.

Nos espectros na regido do IV das tiossemicarbazonas livres as bandas atribuidas
ao estiramento v(C=S) sdo encontrados entre 772 - 804 cm™ e nos espectros do 1V dos
complexos de cobre(ll), prata(l) e bismuto(l11) observam-se deslocamentos para 742 -
794 cml. Ao serem comparadas as bandas atribuidas aos estiramentos v(C=N),
observadas na regido de 1530 - 1531 cm™ nos espectros dos ligantes, sdo observados
deslocamentos para 1524 - 1594 cm™ nos complexos. A coordenagdo também é
indicada pelo aparecimento de novas bandas atribuidas ao modo vibracional v(NOs) nos
complexos de prata(l), proximo de 1384 cm™, que estdo ausentes nos espectros dos
ligantes livres. Assim, € possivel sugerir que as tiossemicarbazonas estdo ligadas ao
cobre(ll), prata(l) e bismuto(111) através do sistema quelante Nimina-S.1818°

Os espectros de absorcéo na regido do infravermelho para a tiossemicarbozona
HL10 e seus complexos [Cu(HL10)Cl2] (9), [Ag(HL10)NOs] (14) e [Bi(HL10)Cls]
(16), na regido de 4000 - 400 cm™ sdo mostrados nas Figuras 5.3, 5.4 e 5.5,

respectivamente.

18 |, V. Tamayo, J. G. Da Silva, M. C. Quintdo, H. A. Duarte, S. R.W. Louro, H. Beraldo. Polyhedron
134 (2017) 199-206.

184 C. S. Rocha, L. F. O. Bomfim, A. E. de Souza, R. Diniz, A. M. L. Denadai, H. Beraldo, L. R.
Teixeira. Polyhedron 170 (2019) 723-730.

18 D. C. Reis, A. A. R. Despaigne, J. G. Da Silva, N. F. Silva, C. F. Vilela, I. C. Mendes, J. A. Takahashi,
H. Beraldo. Molecules 18 (2013) 12645-12662.

18 A, D. Khalaji, E. Shahsavani, N. Feizi, M. Kucerakova, M. Dusek, R. Mazandarani. C. R. Chimie. 20
(2017) 534 - 539.
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Figura 5.3 - Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante HL10 e do
complexo [Cu(HL10)CI2] (9).
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Figura 5.4 - Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante HL10 e do
complexo [Ag(HL10)NO3] (14).
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Figura 5.5 - Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante HL10 e do
complexo [Bi(HL10)Cls] (16).

5.1.4 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Nos espectros de RMN de H, os sinais foram atribuidos usando como base o
deslocamento quimico, multiplicidade e a correlagdo homonuclear COSY. Os sinais de
RMN de *3C foram atribuidos utilizando o DEPT-135 para determinar o deslocamento
quimico e tipo de carbono (C, CH) e suas atribuicbes foram feitas também com o
auxilio de RMN bidimensional heteronuclear de HMQC. Todos os espectros foram
obtidos em DMSO-ds.

Os principais sinais atribuidos nos espectros de RMN de *H dos complexos de
prata(l) e bismuto(lll) e das hidrazonas e tiossemicarbazonas livres encontram-se

listados nas Tabela5.5¢e 5.6
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de 'H das hidrazonas e tiossemicarbazonas derivadas 5-nitroimidazol e seus complexos de prata(l) em DMSO-ds.

Tabela 5.5 — Atribuicdo de nimero de hidrogénios (N° de H), deslocamento quimico & (ppm), multiplicidade (M)* dos principais sinais de RMN

Atribuicdo N°deH  HL7 (11)  Ad (ppm) HL8 (12) AS (ppm) HL9 (13) Ad (ppm)  HL10 (14) A3 (ppm)
N4-H 1 10,32(s)* 10,38(s) 0,04 10,70(s) 10,72(s) 0,02 10,42 (s) 10,87(s) 0,45 10,31(s) 10,45(s) 0,14
N5-H 2/1 -- -- -- -- -- -- 8,16/6,41(s) 8,82/7,32(s) 0,66/0,91 7,24(s) 8,15(s) 0,91

C1CHs 3 2,37(s)  2,42(s) 0,05 2,42(s) 2,50 (s) 0,08 2,38 (s) 2,41(s) 0,03 2,39(s)  2,45(s) 0,06
H2 1 8,04(s)  8,08(s) 0,04 8,06(s) 8,11(s) 0,05 8,07 (s) 8,08(s) 0,01 8,07 (s)  8,10(s) 0,03
H4 2 515(s)  5,12(s) 0,03 5,22(s) 5,27 (s) 0,05 5,13 (s) 5,19(s) 0,06 512 (s)  5,19(s) 0,07

C5CHs 3 1,93(s)  1,94(s) 0,01 2,04(s) 2,06 (s) 0,02 2,01 (s) 2,05(s) 0,04 1,96 (s)  2,02(s) 0,06
H7 3 1,66(s)  1,64(s) 0,02 -- -- -- -- -- 2,89 (d) 3,02(s) 0,12

H8 e 12 2 -- -- -- 7,78(s) 7,79 () 0,01 -- -- -- -- -- --

H9e 11 2 -- -- -- 7,17-7,58(m)  7,17-7,58(m) 0 -- -- -- -- -- --
H10 1 -- -- -- 7,17-7,58(m)  7,17-7,58(m) 0 -- -- -- -- -- --

10 u
o 12
H3C Lo .0, HoN g .0 7C,II;IIS o)
6)/ N4 _ S N \N:O TN, \N_—_O LETES N _
HN N /N —° HN M R N AR N0
2 :17 0 aq ° 2 ©
Hsc/sg 4 H3C H;C H3C/S s
H;C N2 H3C H;C N2 H;C.__N:2

[Ag(HL7)NO;] (11)

[Ag(HL8)NO3] 12)

|[Ag(HLI)NO;] (13)

[Ag(HL10)NO,] (14)

*M = (s) simpleto; (d) dupleto; (t) tripleto; (m) multipleto -- Auséncia de sinal
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Tabela 5.6 - Atribuicdo de nimero de hidrogénios (N° de H), deslocamento quimico & (ppm), multiplicidade (M)* dos principais sinais de RMN
de 'H das tiossemicarbazonas derivadas de 5-nitroimidazol e seus complexos de bismuto(111) em DMSO-ds.

Atribuicao N° de H HL9 (15) AS (ppm) _ HLL0 (16) _ AS (ppm) HL11 (17) AS (ppm)
N4-H 1 10,42 (s) 10,38 (3) 004  10,31(s) 10,32(s) 0,01 10,87 (5) 10,92 (s) 0,05
N5-H 201  816/6,41(s) 8,13/6,42(s) 0,03/0,01 7.24(s) 7,24 (s) 0 8,83 (s) 8,83 (s) 0
C1CHs 3 2,38 (s) 2,38 (s) 0 239(s) 239(s) 0 2,43 (s) 2,43 (s) 0
H2 1 8,07 (s) 8,06 (s) 001  807(s) 808(s) 0,01 8,15 (s) 8,16 (s) 0,01
H4 2 5,13 (s) 5,13 (s) 001  512(s) 512 (s) 0 5,23 (s) 5,23 (s) 0
C5CHs 3 2,01 (s) 2,01 (s) 0 1,96 (s) 1,96 (s) 0 2,10 (s) 2,09 (s) 0,01
H7 3 - - - 2,89 (d) 2,89 (s) 0 - - -
H8 e 12 2 - - - - - - 7,51 (d) 7,49 (s) 0,02
H9 e 11 2 - - - - - - 7,35 (f) 7,35 (s) 0
H10 1 - - - - - - 7,16 (f) 7,16 (s) 0

— —
9
11
Cl H cl D cl
5 7
HZNWS\Bi/ H3C,N%4S\ / HN%éS\ /
HNgN - Cl HN;}N _Bi—q HN;}N __Bi—q1 | 2H,0
L, o X, a L, o
H;C N2 H,C_ N2 H,C_ N
W »-NoO, I y=No, 3 NO
e [V e
[Bi(HL9)CLy] (15) [Bi(HL10)Cl5] (16) [Bi(HL11)Cly] (17)

*M = (s) simpleto; (d) dupleto; (t) tripleto; (m) multipleto -- Auséncia de sinal
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Foi observado que os principais sinais atribuidos nos espectros de RMN de 'H
dos complexos de prata(l) com as tiossemicarbazonas apresentam deslocamentos
significativos. J& os complexos de prata(l) com hidrazonas apresentam pequenos
deslocamentos quimicos ao comparar com 0s sinais dos ligantes livres o que ja é
esperado em complexos de prata(l) com hidrazonas.'®® Os sinais dos complexos de
bismuto(I11) também permanecem praticamente inalterados ou com pouco deslocamento
nos espectros de RMN de 'H. Nosso grupo ja demonstrou que a complexagdo de
tiossemicarbazonas com bismuto(lll) pode ndo afetar os deslocamentos quimicos dos
hidrogénios e carbonos das tiossemicarbazona.'®” A coordenacdo dos ligantes neutros
ndo acarreta grandes variacdes de densidade eletrbnica, o que poderia se refletir na
semelhanca entre os espectros das hidrazonas e seus complexos de prata(l) e das
tiossemicarbazonas e os de seus complexos de bismuto(l11).

Nos espectros de RMN de *H dos complexos é possivel observar um simpleto
que foi atribuido ao N4-H, mostrando que ndo ocorre a desprotonacdo da ligacdo N-H
apos a coordenacdo. Os sinais de hidrogénio N4-H que sdo observados entre & 10,31 -
10,87 ppm no ligante livre, sofreram pequenos deslocamentos para 6 10,38 - 10,89 ppm
nos complexos. O sinal de hidrogénio N5-H é observado no ligante HL10 em & 7,24
ppm, e se desloca para & 8,15 ppm no complexo (14). Este sinal é observado no ligante
HL9 em 6 8,16 e 6,41 ppm, e no complexo (13) sofre deslocamentos para 6 9,84 ¢ 7,33
ppm. 168

As Figuras 5.6 e 5.7 apresentam os espectros de RMN de 'H da
tiossemicarbazona HL10 e de seus complexos [Ag(HL10)NOz] (14) e [Bi(HL10)Cls]
(16), respectivamente.

187]. A. Lessa, D. C. Reis, J. G. Da Silva, L. T. Paradizzi, N. F. da Silva, M. F. A. Carvalho, S. A.
Siqueira, H. Beraldo. Chem. Biodivers 9 (2012) 1955 — 1966.

18 N. V. Loginova, T. V. Koval'chuk, A. T. Gres, N. P. Osipovich, G. L. Polozov, Y. S. Halauko, Y. V.
Faletrov, H. I. Harbatsevich, A. V. Hlushko, 1. I. Azarko, Y. V. Bokshits. Polyhedron 88 (2015) 125-137.
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Figura 5.6 - Espectros de RMN de 'H de HL10 e de seu complexo [Ag(HL10)NOs]
(14), em DMSO-ds.
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Figura 5.7 - Espectros de RMN de 'H de HL10 e de seu complexo [Bi(HL10)Cls] (16),
em DMSO-ds.

Os principais sinais atribuidos nos espectros de RMN de *3C dos complexos de
prata(l) e bismuto(lll) e das hidrazonas e tiossemicarbazonas livres encontram-se

listados nas Tabela 5.7 e 5.8.
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Tabela 5.7 - Atribuicdo dos sinais de RMN de *C das tiossemicarbazonas e hidrazonas derivadas de 5-nitroimidazol e seus complexos de

prata(l) em DMSO-de.

Atribuicéo HL7 (11) Ad (ppm) HLS8 (12) Ad (ppm) HL9 (13) Ad(ppm) HL10 (14)  Ad (ppm)
C1 151,5 151,9 0,4 157,0 156,4 0,6 151,8 152,0 2,0 151,9 153,3 1,4
C1CHg3 13,5 13,9 0,4 13,7 14,0 0,3 13,6 13,9 0,3 13,8 14,0 0,2
C2 132,4 132,0 0,4 132,7 132,1 0,6 132,5 132,7 0,2 132,7 132,7 0
C3 138,6 138,6 0 138,5 138,4 0,1 138,5 138,4 0,1 138,6 138,4 0,2
C4 49,9 50,2 0,3 50,1 50,4 0,3 50,1 50,2 0,1 50,3 50,4 0,1
C5 144.9 144.8 0,1 151,7 152,1 0,4 1474 153,4 4,5 147,0 152,0 5,0
C5CH3s 14,4 14,4 0 15,8 15,7 0,1 15,1 15,6 0,5 14,8 15,4 0,6
C6 172,2 172,2 0 163,1 163,1 0 178,9 174,4 4.5 178,9 174,3 4,6
C7 19,9 20,0 0,1 133,7 133,6 0,1 - - -- 30,7 31,7 1,0
C8, 12 - - -- 127,7 127,7 0 - - -- -- -- --
C9, 11 - - - 128,3 128,2 0,1 - - -- -- -- --
C10 - - - 131,5 131,4 0,1 - - -- -- -- --
0o
¢ | N HoNg
o o e o L, SN
HN4 /Ag\ /N o HN¢# /Ag =0 HN“1 /Ag /N_ HN¢ Ag /N——O
3171 0) 3N \0/ 217 (0 :17 (0]
H3C/5S4 e, H;C H3C \
H;C N2 H,C 2 H;C
T N0y ’ }WN/ 7 NO, ’ \V 7 NO; \V 7 NO,
N M

[Ag(HL7)NO;] (11)

[Ag(HL8)NO;] (12)

[Ag(HL9)N03] (13)

[Ag(HLlO)NO3] (14)

-- Auséncia de sinal
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Tabela 5.8 - Atribuicio dos sinais de RMN de ‘3C das tiossemicarbazonas derivadas de 5-nitroimidazol e seus complexos de bismuto(I11) em

DMSO-ds.
Atribuicédo HL9 (15) Ad (ppm) HL10 (16) AS (ppm) HL11 a7 AS (ppm)
C1 151,8 151.8 0 151,9 151,8 0,1 152,1 152,0 0,1
C1CHs3 13,6 13.6 0 13,8 13,8 0 13,7 13,6 0,1
C2 132,5 132.5 0 132,7 132,7 0 132,6 132,6 0
C3 138,5 138.5 0 138,6 138,5 0,1 138,7 138,6 0,1
C4 50,1 50.0 0,1 50,3 50,2 0,1 50,2 50,0 0,2
C5 147,4 147.4 0 147,0 147,0 0 148,1 148,0 0,1
C5CH3 15,1 15.1 0 14,8 14,8 0 15,3 15,2 0,1
C6 178,9 178.8 0,1 178,9 178,8 0,1 175,8 175,7 0,1
C7 -- -- 0 30,7 30,6 0,1 138,2 138,1 0,1
C8,12 -- -- -- -- -- -- 122,7 122,6 0,1
C9 11 -- -- -- -- -- -- 128,5 128,4 0,1
C10 -- -- - -- -- - 125,0 124,9 0,1
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Nos espectros de RMN de **C dos complexos de prata(l) (11), (12) e complexos
de bismuto(lll) (15) - (17) em DMSO-ds, também ndo foi observada uma variacao
significativa dos sinais de C(5) e C(6) das hidrazonas e tiossemicarbazonas com a
complexacéo.

No espectro de RMN de C para os complexos de prata(l) com as
tiossemicarbazonas (13) e (14), os sinais correspondentes do C6 (C=S) em 6 178,9 ppm
para as tiossemicarbazonas livres, sofrem deslocamentos para 6 174,3 ppm nos
complexos. Os sinais de (C=N) C5 entre 6 147,0-147,4 ppm, sofrem deslocamentos para
& 151,9-152,0 ppm, sugerindo assim a coordenacdo das tiossemicarbazonas ao ion
metalico, através do sistema quelante Nimina-S.188

As Figuras 5.8 e 5.9 apresentam os espectros de RMN de *C da
tiossemicarbazona HL10 e de seus complexos [Ag(HL10)NOs] (14) e [Bi(HL10)Cls]
(16).
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Figura 5.8 - Espectros de RMN de *C de HL10 e de seu complexo [Ag(HL10)NOs]
(14), em DMSO-ds.
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Figura 5.9 - Espectros de RMN de *C de HL10 e de seu complexo [Bi(HL10)Cls] (16),
em DMSO-ds.

5.1.5 — Estudo preliminar de estabilidade dos complexos por meio de espectros

eletrénicos de absorcéo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os estudos de estabilidade realizados no UV-vis para os complexos de cobre(ll),
prata(l) e bismuto(l11) demonstraram que os complexos sdo estiveis em solucdo 100%
DMSO e em solu¢do 5% DMSO/Tris-HCI em pH 7,2.

A Figura 510 mostra o0s espectros eletrdbnicos do complexo
[Cu(HL11)CI2]-%H20 (10) ao longo do tempo em DMSO e a Figura 5.11 0s espectros
eletrénicos do complexo (10) em solucdo de 5% DMSO/Tris-HCIl em pH 7,2.
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5.1.6 - Estudos eletroquimicos

Estudos de voltametria ciclica foram realizados com os complexos de cobre(l1),
prata(l) e bismuto(ll) em disco de eletrodo de platina. As medidas foram realizadas
usando 0,1 mol L de perclorato de tetrabutilamdnio [BusN]*[ClO4]" como eletrélito de
suporte, em solucdes de DMF (1,0 x 10 mol L1).

Como os voltamogramas de todos os complexos s&o parecidos, serdo
apresentados apenas os voltamogramas ciclicos dos complexos [Cu(HL10)CI.] (9),
[Ag(HL7)NO3] (11) e [Bi(HL9)Cls] (15) a 250 mV s?, de -1500 a 1500 mV, e regido
expandida de -1800 a -200 mV (Figura 5.12), para mostrar 0 comportamento
eletroquimico para essas familias de complexos. Os voltamogramas ciclicos dos
complexos apresentam pares de picos anodicos e catdédicos bem definidos.

O principal intuito deste estudo foi verificar a formacéo e a estabilidade do anion
nitro-radical, j& que trabalhos mostraram as relagdes entre acéo bioldgica de compostos
biorredutiveis e a viabilidade de reducgdo, representada por Epc (potencial de pico
catddico). Dai a relevancia dos estudos eletroquimicos dos derivados de 5-
nitroimidazéis em meio aprotico.*e®

De modo geral, os complexos apresentaram um processo quasi-reversivel,
atribuido ao par redox RNO2/R-NO; (picos Ic e la). Os complexos de cobre(ll)
exibiram um outro processo quasi-reversivel, Cu'/Cu'" (picos llc e lla). Para os
complexos de prata(l) ainda é observado um processo de oxidacédo irreversivel (111a)
entre 770 - 860 mV, atribuido ao processo Ag/Ag'", e um processo de reducgdo
irreversivel (lllc) entre 375 - 430 mV atribuido ao par Ag'/Ag®. Ja os complexos de
bismuto(lI1), apresentaram também um processo de oxidacdo irreversivel (I\VVa) entre
133 - 206 mV atribuido ao Bi"'/Bi'V.

Com isso, os pares de picos Ic/la e lic/lla e os picos llla, Illc e IVa sdo
representados pelas Equacdes (1), (2), (3), (4) e (5), respectivamente, onde (HL)

representa os ligantes hidrazonas ou tiossemicarbazonas.

18 F C. de Abreu, F. S. de Paula, A. F. dos Santos, A. E. G. Sant’Ana, M. V. de Almeida, E. t. César, M.
N. Trindade, M. O. F. Goulart. Bioorg. Med. Chem. 9 (2001) 659-664.
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Figura 5.12 - Voltamogramas dos complexos [Cu(HL10)Cl.] (9), [Ag(HL7)NOs] (11) e
[Bi(HL9)Cls] (15) em meio aprotico (TBAP 0,1 M em DMF) vs. Ag/AgCl, CI™ (3,0 M);

taxa de varredura de 250 mV s?. E regido expandida em vermelho mostra uma

varredura curta com o par RNO2/R-NO; isolado.
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A Tabela 5.9 mostra os valores de potenciais de pico catodico e anddico (Epla e
Eplc), variagoes de potenciais entre picos catddicos e anddicos [AEp = (Epla - Eplc)] e
a corrente de pico Ipa/lpc. Nos voltamogramas, observa-se que os potenciais dos picos
catddicos e anodicos variaram ligeiramente com a varredura para 0s processos RNO2/R-
NO3 , de modo que o pardmetro AE para a primeira onda diminui com 0 decréscimo da
taxa de varredura, atingindo valores entre 34 - 98 mV a 250 mV s*. Nos experimentos,
pOde-se observar que os valores de Ipa/lpc eram 0,37- 0,95 A, 0s quais aumentam
ligeiramente & medida que a taxa de varredura aumenta. Esses comportamentos séo
tipicos de sistemas quasi-reversiveis.

Os valores de potenciais de reducdo (Eplc) dos complexos de cobre(ll), prata(l)
e bismuto(lll) com ligantes derivados de 5-nitroimidazol encontram-se na faixa de -
(742 - 1033) mV. J& os ligantes livres também exibiram processos quasi-reversiveis
estaveis bem definidos, condizentes com processos de transferéncia monoeletrdnica
(sistema Ic/la) com Eplc préximo de -1100 mV, correspondente ao anion nitro-radical
estavel (R-NO3). Assim, os complexos apresentaram potenciais de redugdo mais
favoraveis que os dos ligantes. Com isso, 0s estudos eletroquimicos sugerem que 0S
complexos poderiam ser reduzidos mais facilmente do que os ligantes no ambiente

intracelular.

88



Tabela 5.9 - Parametros da voltametria ciclica correspondentes aos processos R-NO./R-NO37,
Ag/AgCl, CI” (3.0 M) eletrodo de referéncia, a 250 mV s,

cu'/Cu', Ag'/Ag", Ag/Ag® e Bi'/Bi'Y vs.

RNO2/R-NO;” cu'/cu' Ag/Ag"  Ag/Ag® Bi'"/Bi'Y
Composto Eplc  Eplla  AEp Ipla/iplc Epllc  Eplla AE, Ipla/iplc Epllla Eplllc EplVa
HL6* -1135  -954 181 0,87 -- -- -- -- -- -- --
[Cu(HL6)2Cl2] (5) -1033  -959 74 0,89 515 667 152 1,35 -- -- --
HL7 -1101  -979 122 0,87 -- -- -- -- -- -- --
[Cu(HL7)CI2]-%2CHsOH (6) -985  -907 78 0,95 478 663 185 1,36 -- -- --
[Ag(HL7)NOg] (11) -928  -870 58 0,80 -- -- -- -- 770 375 -
HLS8 -1115 -1037 78 0,82 -- -- -- -- -- -- --
[Cu(HL8)CI2]-¥2H20 (7) -880  -791 89 0,75 622 774 152 1,32 -- -- --
[Ag(HL8)NO3z] (12) -873  -839 34 0,54 -- -- -- -- 860 430 --
HL9 -1120 -1037 83 0,83 -- -- -- -- -- - -
[Cu(HL9)CI2]-¥2 H20 (8) -1025  -927 98 0,75 435 660 225 0,94 -- -- --
[Ag(HL9)NO3] (13) -831  -787 44 0,45 -- - - - 849 401 --
[Bi(HL9)ClIz] (15) -843  -775 68 0,37 -- - - - -- -- 206
HL10 -1125  -984 141 0,92 -- -- -- -- -- -- --
[Cu(HL10)CI2] (9) -1000  -903 97 0,76 560 689 129 1,31 -- -- --
[Ag(HL10)NOz3] (14) -826  -768 58 0,62 -- - - - 785 390 --
[Bi(HL10)Clz] (16) -742  -654 88 0,37 -- - - - -- -- 133
HL11 -1130 -1032 98 0,85 -- -- -- -- -- -- --
[Cu(HL11)CI:] (10) -994  -911 83 0,58 466 656 190 0,90 -- -- --
[Bi(HL11)Clz]-2H20 (17) -820  -772 68 0,37 -- - - - -- -- 143

* Os valores dos ligantes foram determinados anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa. -- Auséncia de processos
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5.2 - Avaliacédo da atividade antimicrobiana frente a bactérias aerdbicas e fungos

leveduriformes

Foi realizada a triagem para as tiossemicarbazonas, hidrazonas e seus complexos
de cobre(Il), prata(l) e bismuto(lll). A triagem foi utilizada como um teste preliminar
para avaliar o potencial inibitério dos complexos [Cu(HL6)2Cl] (5),
[Cu(HL7)CI2]-2CH3OH  (6), [Cu(HL8)Cl]  (7), [Cu(HL9)CI.]-%2H.O  (8),
[Cu(HL10)CI2] (9), [Cu(HL11)Cl2]-%2H20 (10), [Ag(HL7)NO3] (11), [Ag(HL8)NOs3]
(12), [Ag(HL9)NO3] (13), [Ag(HL10)NOs3] (14), [Bi(HLI9)CIz] (15), [Bi(HL10)Cl3] (16)
e [Bi(HL11)CI3]-2H.O (17), frente as bactérias Gram-positivas: Bacillus cereus,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus e Staphylococcus sanguinis, bactérias
Gram-negativas: Citrobacter freundii, Eschericha. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium e frente aos fungos leveduriformes: Candida albicans,
Candida. dubliniensis, Candida glabrata, Candida lusitaniae. Para fins de comparacao,
também foram testadas as atividades do sal de cobre(ll) (CuClz-2H20), do sal de
prata(l) (AgNO3) e dos farmacos nitrato de miconazol e nistatina, empregados como
controle positivo. Nao foi testada a sua atividade do sal de bismuto(l11) (BiCls) por ndo
ser soltvel no meio.

Os resultados da triagem mostraram que todos os complexos ndo apresentaram
atividades frente as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, pois apresentaram uma
porcentagem inibitéria do crescimento desses micro-organismos muito baixa na
concentragéo de 250 ug L1, Portanto, esses compostos ndo foram submetidos ao ensaio
da Concentracdo Inibitéria Minima - CIM, pelo método da microdiluigdo.

Os complexos de prata(l) foram ativos somente frente aos fungos
leveduriformes. O ensaio de CIM para os complexos de prata(l) forneceu valores da
concentracdo inibitoria minima de 50% do crescimento do micro-organismo, Clso em
uM, apresentados na Tabela 5.10.

Enquanto os ligantes foram inativos, os complexos de prata(l) mostraram
atividade antifangica, com valores de Clso de 28,49 - 5,29 uM. Foi possivel observar
que todos os complexos foram mais ativos contra C. dubliniensis (Clsp = 8,00 - 5,29
uM), atividade muito proxima ao farmaco de referéncia, nistatina (Clso = 4,44 uM). O
complexo [Ag(HL10)NOs] (14) também apresentou atividade significativa contra C.
glabrata, com atividade semelhante ao farmaco de referéncia, nitrato de miconazol
(Clso = 19,50 uM).
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Embora os ligantes livres tenham se mostrado inativos, os complexos de prata(l)
mostraram efeitos antimicrobianos contra leveduras de Candida, sendo mais ativos do
que nitrato de prata. Alguns complexos foram t&o ativos quanto a nistatina contra C.
dubliniensis. Como o nitrato de prata mostrou atividade antifungica, os efeitos
observados para os complexos (11 - 14) possivelmente ndo ocorrem em razdo da
presenca do grupo farmacoférico nitro, mas provavelmente estdo relacionados a
presenca de prata(l), sendo o papel da coordenacdo possivelmente aumentar a

lipofilicidade, permitindo ao metal atravessar a membrana celular fungica.

Tabela 5.10 — Atividade antifungica (valores de Clso em puM) dos complexos de prata(l)

com tiossemicarbazonas e hidrazonas derivadas de 5-nitroimidazol, com seus
respectivos desvios padréo.
Compostos Cloo (uM)
C. albicans  C. dubliniensis C. glabrata C. lusitaniae

HL7 - - - -
[Ag(HL7)NOgz] (11) 16,43+196 529+033 2720+£2,79 9,57+0,22
HL8 -- -- -- --
[Ag(HL8)NOz] (12) > 8 8,00£0,20 2849+117 859+0,13
HL9 - - - -
[Ag(HL9)NO3] (13) 1055+0,42 563+023 2435+518 10,31+0,21
HL10 - - - --
[Ag(HL10)NO3] (14) 1150+0,39  7,88+0,17 19,39+£0,056 8,59+0,15
AgNO3 40,33 £ 1,46 >11 64,24 +£221 20,79+1,76
Nitrato de Miconazol 5,84 £ 2,27 1,58 £0,51 19,50 + 4,53 < 0,062 x10°®
Nistatina 4,75+1,24 4,44 +0,76 1,92 +0,22 531+0,84

Clso= Concentracdo Inibitéria minima de 50% do micro-organismo

-- Inativo

5.3 - Avaliagcdo da atividade antimicrobiana frente a espécies de bactérias

anaerobicas

A atividade antimicrobiana dos complexos de cobre(ll), prata(l) e bismuto(ll)

foi avaliada frente as espécies de bactérias anaerobicas Gram-negativas: Bacteroides
fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus, Bacteroides ovatus,
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Parabacteroides distasonis e Fusubacterium nucleatum. Para fins de comparacdo,
também foram testadas as atividades do sal de cobre (CuCl,-2H-0), do sal de prata(l)
(AgNO:s) e do farmaco metronidazol empregado como controle positivo.

Os compostos foram submetidos ao ensaio da Concentracéo Inibitoria Minima —
CIM em uM, com intuito de avaliar a sua capacidade de inibigéo in vitro do crescimento
dos micro-organismos, e comparar a atividade ap6s a complexagdo dos ligantes aos
metais. Os resultados da avaliagdo séo apresentados na Tabela 5.11.

Os ligantes livres e complexos de cobre(ll) e prata(l) apresentaram atividade
antimicrobiana significativa frente as cepas bactérias anaerdbicas. Exceto para HL10,
mediante coordenacdo com cobre(ll), prata(l) e bismuto (111) a atividade antibacteriana
aumentou em Vvarios casos. Embora cloreto de cobre e nitrato de prata tenham se
mostrado inativos, a maioria dos complexos foram igualmente ou mais ativos do que
ligantes originais e foram t&o ativos quanto o metronidazol (CIM de 1,46 - 6,34 uM).

As atividades mais significativas contra as bactérias foram observadas para os
complexos [Cu(HL6)2Cl2] (5) e [Cu(HL8)CI2] (7) com valores de CIM de 6,64 - < 3,32
uM e 4,18 - < 2,08 uM, respectivamente, menores que os ligantes HL6 (CIM 14,18 -
4,16 uM) e 0 HL8 (CIM 13,28 - 6,64 uM) .

Os efeitos antimicrobianos provavelmente sdo devidos a presenca do grupo nitro
nos ligantes. Conforme demonstrado nos estudos de eletroquimica, ap6s a complexacgéo
com cobre(ll), prata(l) e bismuto(lll) a reducdo do grupo nitro foi favorecida o que

pode, em parte, ter contribuido para aumentar os efeitos antibacterianos.
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Tabela 5.11 — Atividade antibacteriana (valores de CIM* em uM) para os complexos de
cobre(ll) prata(l) e bismuto(lll) e seus ligantes derivados de 5-nitroimidazol frente a

bactérias anaerdbicas e o potencial de reducéo do R-NO; (Eplc).

CIM (uM)
Compostos B._ _ _ B. _ B. B. _ P. _ F. Eplc
fragilis  thetaiotaomicron vulgatus ovatus distasonis nucleatum

HL6 14,18 14,18 7,09 7,09 14,18 4,16 -1135
[Cu(HL6)2Cl] (5) 3,32 6,64 3,32 3,32 >13,26 3,32 -1033
HL7 29,78 7,45 3,72 3,72 7,45 8,36 -1101
[Cu(HL7)CI](6) 3,32 6,64 3,32 3,32 >13,27 3,32 -985
[Ag(HL7)NOs] (11) 4,18 4,18 4,18 <2,09 16,72 4,18 -928
HL8 13,28 13,28 13,28 6,64 13,28 6,64 -1115
[Cu(HL8)CI] (7) 4,18 4,18 <2,08 4,18 >33,43 <2,08 -880
[Ag(HL8)NO3] (12) 3,32 3,32 3,32 1,66 6,64 3,32 -873
HL9 25,36 25,36 12,68 3,17 6,34 3,90 -1120
[Cu(HL9)CI>] (8) 7,80 7,80 3,90 3,90 >31,22 1,95 -1025
[Ag(HL9)NOs] (13) 3,90 7,80 3,90 3,90 15,60 3,90 -831
[Bi(HL9)Clz] (15) 7,80 15,61 7,80 7,80 1,95 7,80 -843
HL10 3,24 6,47 3,24 3,24 6,47 3,24 -1125
[Cu(HL10)CI2] (9) 3,70 3,70 3,70 1,85 7,40 3,70 -1000
[Ag(HL10)NOs] (14) 3,70 3,70 3,70 3,70 >7,38 3,70 -826
[Bi(HL10)Cl3] (16) 3,70 7,40 3,70 3,70 >7,40 3,70 =742
HL11 4,84 4,84 4,84 4,84 2,42 12,03 - 1130
[Cu(HL11)CI;] (10) >6,02 >6,02 6,02 3,01 >6,02 6,02 -994
[Bi(HL11)Cls] (17) > 6,02 > 6,02 6,02 6,02 6,02 6,02 -820
CuCl2-2H20 >187,77 >187,77 >187,77 >187,77 187,77 187,77 -
AgNOs3 >187,77 >187,77 >187,77 187,77 94,19 187,77 -
BiClz NT NT NT NT NT NT --
Metronidazol 3,17 3,17 3,17 3,17 6,34 1,46 -1160

*CIM = concentragdo inibitéria minima NT = ndo testado

Os compostos derivados de 5-nitroimidazois ndo apresentaram atividade frente
as bactérias aerdbicas, porém apresentaram atividades bastante significativas frente as
bactérias anaerdbicas. Isto pode ocorrer, pois estudos ja demonstraram que 0S

nitroimidazois sdo bioativos classicos em condi¢des de anaerobiose, que podem atuar
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como pro-farmacos, como ja foi comentado no Capitulo 1, e podem ser ativados no
ambiente intracelular por flavoproteinas, ferrodoxinas e algumas enzimas, como
NADPH-citocromo P450 redutase, tiorredoxina redutase e superoxido dismutase. 90191
Essa ativacdo ocorre com a adicdo de um primeiro elétron para formar um anion
nitro-radical (R-NO3), que é a etapa crucial na ativacdo desses nitroimidazoéis. Ja em
condicGes aerdbicas o anion (R-NO3 ) é re-oxidado para forma percussora, resultando
em um “ciclo inatil”, ndo apresentando atividade. Os processos redox mais favoraveis
dos complexos derivados de 5-nitroimidazois poderiam, em parte, explicar suas

atividades antimicrobianas mais elevadas que as dos ligantes livres.

5.4 - Avaliacéo da atividade citotoxica

A atividade citotoxica das tiossemicarbazonas e hidrazonas livres e de seus
complexos de prata(l) e bismuto(lll), foi testada frente a linhagem de carcinona
colorretal (HCT-116), células leucémicas (HL-60), carcinoma da prostata (PC3),
glioblastoma- Sistema Nervoso Central (SNB-19) e células sadias de rim embrionario
humano (HEK-293). Apenas o complexo [Ag(HL9)NOz3] (13) e AgNOs foram ativos,
inibindo em mais de 50% a proliferacédo celular.

A Tabela 5.12 mostra os valores de Clso para o complexo [Ag(HL9)NOz] (13) e
AgNO:s. Os resultados dos testes mostraram que todos os ligantes foram inativos contra
todas as células, e apenas o complexo (13) mostrou-se ativo para todas as linhagens
(Clsp = 12,08 - 22,71 uM). Porém, este composto ndo apresentou seletividade para
células tumorais quando comparadas as células sadias (Clsp = 13,70 uM). O AgNOs
apresentou resultado préximo ao complexo (13), e foi menos ativo apenas para a
linhagem HCT-116, com Clso = 31,10 uM, enquanto o complexo (13) apresentou Clso =
20,91 uM, mostrando assim, que a atividade ocorre pela presenca do nitrato de prata.

Os resultados demonstram que os compostos foram de modo geral inativos em
condicBes de aerobiose. Se forem ativados em meio de hipoxia, poderiam constituir

interessantes candidatos a farmacos para o tratamento de tumores sélidos.

190 D, Leitsch, A.G. Burgess, L.A. Dunn, K.G. Krauer, K. Tan, M. Duche, P. Upcroft, L. Eckmann, J.A.
Upcroft. J Antimicrob. Chemother. 66 (2011) 1756 — 1765.
191D, Leitsch, D. Kolarich, 1.B.H. Wilson, F. Altmann, M. Duchene. PLoS Biol 5 (2007) 1820 - 1834.
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Tabela 5.12 - Atividade citotoxica (ICso, pM) dos compostos de prata(l) frente as
linhagens de células (HCT-1116, HL-60, PC3 e SNB19) e células sadias (HEK-293).

Clso (LM)
Compostos
HCT-116 HL-60 PC3 SNB-19 HEK-293
HL9 -- -- -- -- --
[Ag(HL9)NO3] (13) 20,91 +3,16 12,08 £0,07 22,71 +0,44 >23 13,70 £0,79
AgNO3 31,10 +0,86 10,01 +0,47 17,78 0,47 >58 21,07 £1,29
Clso= Concentracao Inibitéria minima de 50% -- Inativo

Parte dos resultados apresentados neste capitulo foram publicados nos artigos
intitulados:

“Antimicrobial Effects of Silver(I) and Bismuth(Ill) Complexes with
Secnidazole Derived Schiff Base Ligands: the Role of the Nitro Group Reduction” Ana
P. A. Oliveira, Jodo F. G. Ferreira, Luiz M. Farias, Paula P. Magalhées, Leticia R.
Teixeira and Heloisa Beraldo J. Braz. Chem. Soc. 30 (2019) 2299-2307. (Anexo II)

E “5-Nitroimidazole-derived Schiff bases and their copper(ll) complexes exhibit
potent antimicrobial activity against pathogenic anaerobic bactéria” Alexandre A.
Oliveira, Ana P. A. Oliveira, Lucas L. Franco, Micael O. Ferencs, Jodo F. G. Ferreira,
Sofia M. P. S. Bachi, Nivaldo L. Speziali, Luiz M. Farias, Paula P. Magalhdes, Heloisa
Beraldo. Biometals. 31 (2018) 571-584. (Anexo II)

Capitulo 6

Resultados e discussao

Complexos de ouro(l) de tiossemicarbazonas derivadas de 5-nitroimidazol:

avaliagdo da atividade citotdxica em condi¢des de normoxia e de hipoxia

Complexos de ouro(l) sdo utilizados no tratamento de artrite reumatoide.%?
Esses complexos também vém ganhando cada vez mais atencdo em fungdo de seus

efeitos citotoxicos contra células tumorais, através da inibicdo da enzima Tiorredoxina

192 v, Gandin, A. P. Fernandes, M. P. Rigobello, B. Dani, F. Sorrentino, F. Tisato, M. Bjornstedt, A.
Bindoli, A. Sturaro, R. Rella, C. Marzano. Biochem. Pharmacol. 79 (2010) 90-101.
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Redutase (TrxR), envolvida na biossintese do DNA.'% Nosso grupo de pesquisa ja
demonstrou que a complexacdo de tiossemicarbazonas com ouro(l) originou compostos

ativos contra células de tumores sélidos e leucemias.*®*

6.1 - Caracterizacao dos complexos de ouro(l) de tiossemicarbazonas derivadas de

5-nitroimidazol

As sinteses dos complexos de ouro(l) com as tiossemicarbazonas foram
realizadas de acordo com o procedimento descrito no capitulo 2, pagina 40. Os
compostos foram caracterizados por andlise elementar, faixas de fusdo, medidas de
condutimetria, por seus espectros de absorcdo na regido do infravermelho, RMN,
medidas eletroquimicas e analise de difracdo raios-X de monocristal. Os complexos
obtidos e caracterizados foram testados para determinar sua atividade citotoxica contra
tumores sélidos em condi¢Bes de normdxia e hipdxia e contra células saudaveis sob

condicGes de normoxia.

6.1.1 - Andlises dos complexos de ouro(l) de tiossemicarbazonas derivadas de 5-

nitroimidazol

Foram obtidos trés complexos inéditos de ouro(l): hexafluorofosfato de [(1-(2-
metil-5-nitroimidazol)propan-2-ilideno)hidrazinocarbotioamida)(trietilfosfina)ouro(l)]
[Au(HL9)P(CH2CHz3)3]PFes  (18), hexafluorofosfato de  [(N-metil-1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)hidrazinocarbotioamida) (trietilfosfina)ouro(1)],
[Au(HL10)P(CH2CH3)3]PFs  (19) e  hexafluorofosfato  de  [(1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)-N-fenil-hidrazinocarbotioamida)(trietilfosfina)ouro(l)],
[Au(HL11)P(CH2CHzs)3]PFs (20).

Os rendimentos das sinteses dos complexos (18 - 20), as massas molares,
resultados de microanalises e condutividades molares sdo apresentados na Tabela 6.1.
Os resultados das analises sugerem que, nos complexos, as tiossemicarbazonas estdo
coordenadas em sua forma neutra (HL) ao ion metélico, juntamente com o ligante a

trietilfosfina, com as formulas propostas do tipo [Au(HL)P(CH2CHs)3]PFs. A proposta

1931, Ott. Coord. Chem. Rev. 253 (2009) 1670.
194 3, A, Lessa, J. C. Guerra, L. F. de Miranda, C. F. D. Romeiro, J. G. Da Silva, I. C. Mendes, N. L.
Speziali, E. M. Souza-Fagundes, H. Beraldo. J. Inorg. Biochem. 105 (2011) 1729-1739.
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da presenca de tiossemicarbazonas nas formas neutras nas estruturas dos complexos é
amparada por dados de infravermelho e de RMN. As andlises condutimétricas
realizadas em DMF indicam que os complexos sdo eletrdlitos (1:1), pois possuem uma

condutividade molar entre 51,63 - 60,49 cm? Q1 mol1.1%

195 J. W. Geary. Coord. Chem. Rev. 7 (1971) 81.
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Tabela 6.1 - Formula molecular, massa molar (MM), temperatura de fusdo (TF(°C)), andlise elementar de C, H e N (valores tedricos em

parénteses), condutividade (AM) e rendimento (Rend.), dos complexos de ouro(l) com tiossemicarbazonas derivadas de 5-nitroimidazol.

Anélise elementar* AM Rend
Compostos Formula molecular F (°C)
(gmol™) %C %H %N (cm*Q*mol™) (%)
[Au(HL9)P(CH.CHa)3]PFs (18) C14H27AUFeNsO2P.S 716,37  Dec. 135,0  23,02(23,47) 3,65(3,80) 11,25(11,73) 64,49 40
[Au(HL10)P(CH2CHj3)3]PFs (19) CisH20AUFeNsO2P.S 730,40  105,0-106,3 25,29(24,67) 4,09(4,00) 11,21(11,51) 51,63 63
[Au(HL11)P(CH2CHz3)3]PFs (20) Ca0H31AUFeNsO2P2S 792,47  117,5-118,5 31,27(30,31) 3,91(3,94) 10,24(10,60) 54,30 57
Ne N “cH, g H3C N=
\( \3 \\lg\/k\;;,g NH \( CH3 i X
Y Y YT0O
0,N T O,N | O,N T
Au PF6 A,u PF6 Au PF6
H,C
CH 3 CH CH
Hs \/1’>\/ 3 \//}'>\/ 3 s \/1’>\/ 3
- H3C/, —J — H3C — — H3C/, -

[Au(HL9)P(CH,CH,);]PF, (18)

[Au(HL10)P(CH,CH,);|PF, (19)

[Au(HL11)P(CH,CH;);|PF, (20)

*experimental(calculado)

Dec.= decomposicao
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6.1.2 - Espectroscopia vibracional de absorcéo na regido do infravermelho (1V)

A espectroscopia no infravermelho foi utilizada como ferramenta complementar
para a caracterizacdo dos complexos de ouro(l) sintetizados, e as atribuicfes foram
baseadas em comparagfes com o0s espectros dos ligantes. As principais bandas
analisadas nos espectros foram: v(N-H), v(C=N), v(C=S), v(P-F) e vas/vs(NO2) e
encontram-se na Tabela 6.2.

Tabela 6.2 - Valores de numeros de ondas das bandas, nos espectros na regido do
infravermelho  (cm™), dos complexos de ouro(l) e de suas respectivas

tiossemicarbazonas, usando como suporte KBr (4000 - 400 cm™).

Composto V(N-H) v(C=N) v(C=S) v(P-F) vas/vs(NO2)
HL9 3170F 1530F 804 f -- 1463/1360 F
[Au(HL9)P(CH.CH3)3]PFs (18) 3138 m 1528F -  842F 1464/1366 F
HL10 3183m 1555F 786 f -- 1471/1362 F
[AU(HL10)P(CH2CHa)3]PFs (19) 3344m 1540F  --  846F 1470/1368F
HL11 3296 m 1554 F 772f -- 1471/1362 F
[Au(HL11)P(CH2CH3)s]PFe (20) 3298 m 1540F  --  844F 1472/1366 F

Intensidade das bandas: F = forte, m = média, f = fraca. -- Auséncia da banda

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho para as tiossemicarbazonas
e seus complexos foram registrados na regido de 4000 - 400 cm™. As bandas atribuidas
ao estiramento v(C=N), observadas na regido de 1530 - 1554 cm™ nos espectros dos
ligantes livres, deslocam-se para 1528 - 1540 cm™ nos espectros dos complexos.
Deslocamentos também podem ser observados nas bandas de vibra¢do v(N-H), que nas
tiossemicarbazonas livres encontram-se em 3170 - 3296 cm™, e nos complexos em 3138
- 3344 cmti% Ja os estiramentos v(C=S), encontrados nos espectros das
tiossemicarbazonas livre na regido de 772 - 804 cm™, ndo puderam ser observados nos
espectros dos complexos de ouro(l), pois, o aparecimento de uma nova banda bem mais
larga e forte é observada na mesma regido. Esta nova banda intensa que surgiu nos

espectros dos complexos é referente ao estiramento v(P-F), e ocorre na regido de 842 -

1% T, T. Tavares, G. C. Azevedo, A. Garcia, A. G. Carpanez, P. M. Lewer, D. Paschoal, B. L. Muller, H.
F. Dos Santos, R. C. Matos, H. Silva, R. M. Grazul, A. P. S. Fontes. Polyhedron 132 (2017) 95-104.
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846 cm™.2%7 A Figura 6.1 mostra, como exemplo, os espectros de absorcéo na regifo do

infravermelho para a tiossemicarbazona (HL10) e de seu complexo (19).
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Figura 6.1 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho do ligante HL10 e do
complexo [Au(HL10)P(CH2CHz)3]PFs (19).

6.1.3 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os complexos de ouro(l) com as tiossemicarbazonas foram caracterizados por
RMN de !H, 13C, DEPT 135, COSY, HMQC e 3!P. Todos os espectros foram obtidos
em DMSO-ds. Os principais sinais atribuidos nos espectros de RMN de H dos

complexos e das tiossemicarbazonas livres sdo apresentados na Tabela 6.3.

197 A Ferle, L. Pizzuti, S. D. Inglez, A. R. L. Caires, E. S. Lang, D. F. Back, A. F. C. Flores, A. M.
Junior, V. M. Deflon, G. A. Casagrande. Polyhedron 63 (2013) 9-14.
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Tabela 6.3 — Atribuicdo de nimero de hidrogénios (N° de H), deslocamento quimico & (ppm), multiplicidade (M)* dos principais sinais de RMN
de 'H das tiossemicarbazonas derivadas de 5-nitroimidazol e seus complexos em DMSO-ds.

Atribuicdo N°de H [AuP(CH2CHs3)3Cl] HL9 (18) HL10 (19) HL11 (20)
N4-H 1 - 10,42 (s) 11,39 (s) 10,31 (s) 10,73 (s) 10,87 (s) 11,40 (s)
N5-H 1 -- 8,16 e6,41(s) 9,21e7,69 (s) 7,24 (s) 7,85 (s) 8,83 (s) 9,56 (s)

C1CH3 3 - 2,38 (s) 2,40 (s) 2,39 (s) 2,40 (s) 2,43 () 2,44 (s)
H2 1 - 8,07 (s) 8,06 (s) 8,07 (s) 8,09 (s) 8,15 (s) 8,12 (s)
H4 1 - 5,13 (s) 5,20 (s) 5,12 (s) 5,15 (s) 5,23 () 5,24 (s)
C5CH3 3 -- 2,01 (s) 2,06 (m) 1,96 (s) 1,99 (m) 2,10 (s) 2,10 (s)
H7 3 - - - 2,89 (d) 2,99 (d) - -
H8 e 12 2 - - - -- - 7,51 (d) 7,41 (s)
H9ell 2 - - - -- - 7,35 (1) 7,41 (s)
H10 1 - - - - - 7,16 (1) 7,41 (5)
H13,15¢e 17 6 1,97-1,88 (m) - 2,06-1,87 (m) -- 2,02-1,86 (M) - 1,91-1,83 (m)
H14, 16 e 18 9 1,12/1,07 (m) - 1,16/1,07 (m) -- 1,15/1,05 (m) - 1,10/1,01 (m)
11\1\1 CH3CH3 . 11\1\1 CH3CH . H3C\NI; 11\1\1 CH3CH3 -
o 3 T o T PF o ' T T PF
14 Au " PFe 14 A’“ 18 6 1 Au " 6
H3C\13/1,) CH, H3C\13/P CH; H3C\13/1’) CH;
5] 17 15) 17 5] 17
— H,C _ — H;C — — H;C |

[Au(HL9)P(CH,CH,);]PF, (18)

[Au(HL10)P(CH,CH,);|PF, (19)

[Au(HL11)P(CH,CH;);]PF, (20)

M = (s) simpleto, (d) dubleto, (m) multipleto, (dt) duplo tripleto; -- Auséncia de sinal
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Foi observado que os principais sinais nos espectros de RMN de 'H dos
complexos apresentam deslocamentos quimicos significativos ao comparar com 0s
sinais dos ligantes livres. Nos espectros dos complexos os sinais dos hidrogénios
correspondentes ao N4-H e N5-H sofrem deslocamentos significativos em relacdo aos
das tiossemicarbazonas livres. Os sinais entre 6 10,31 - 10,87 ppm referentes ao N4-H
nos ligantes, deslocam-se para 6 10,39 - 11,40 ppm, ¢ os sinais entre 6 6,41- 8,83 ppm
referentes ao N5-H nos ligantes, deslocam-se para 6 7,69 - 9,56 ppm nos espectros dos
complexos, sugerindo a coordenacdo da tiocarbonila (C=S) ao centro metalico de
Au(l).18

Nos espectros dos complexos também é possivel identificar os novos sinais dos
hidrogénios referentes a0 CHz3 da trietilfosfina entre 6 1,01 - 1,16 ppm, e 0s sinais de
seis hidrogénios referentes ao CH; da trietilfosfina entre § 1,83 - 2,06 ppm.*®” A Figura
6.2 apresenta os espectros de RMN de H, comparando a tiossemicarbazona HL10 ao

seu complexo (19).
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Figura 6.2 - Espectros de RMN de 'H de HL10 e de seu complexo
[Au(HL10)P(CH2CHz3)3]PFs (19), em DMSO-de.

198 ], A Lessa, K. S. O. Ferraz, J. C. Guerra, L. F. de Miranda, C. F. D. Romeiro, E. M. Souza-Fagundes,
P.J. S. Barbeira, H. Beraldo. Biometals 25 (2012) 587-598.
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A Figura 6.3 exibe os espectros de RMN de °C, comparando a
tiossemicarbazona HL10 ao seu complexo (19). Os espectros de RMN de 3C também
confirmam a coordenacdo das tiossemicarbazonas ao centro metélico de forma
monodentada, devido ao deslocamento quimico significativo do carbono C6 (C=S)
observado para os ligantes livres entre 6 175,8 - 178,9 ppm e entre 6 171,2 - 176,8 ppm
nos complexos.!® A complexacdo também foi confirmada com o aparecimento dos
sinais referentes aos carbonos CHz entre 6 8,8 - 8,9 ppm e os sinais de carbonos CH>
entre § 16,4 - 17,0 da trietilfosfina.'%
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p N 0 o 2
n < Mm ™M o o <t ™M
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Figura 6.3 - Espectros de RMN C de HL1I0 e de seu complexo
[Au(HL10)P(CH>CH3)3]PFs (19), em DMSO-ds.

Os principais sinais atribuidos nos espectros de RMN de 3C dos complexos e

das tiossemicarbazonas livres sdo apresentados na Tabela 6.4.
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Tabela 6.4 - Atribuicdo dos principais sinais de RMN de *C das tiossemicarbazonas derivadas de 5-nitroimidazol e seus complexos de ouro(1)

em DMSO-ds.
Atribuicdo [AuP(CH2CHz)3Cl] HL9 (18) HL10 (29) HL11 (20)
C1 - 151,8 157,0 151,9 151,8 152,1 153,4
C1CHs -- 13,6 13,8 13,8 13,8 13,7 13,8
C2 -- 132,5 132,8 132,7 132,7 132,6 132,7
C3 -- 138,5 138,4 138,6 138,5 138,7 138,5
C4 -- 50,1 50,1 50,3 50,2 50,2 50,2
C5 -- 147.,4 151,8 1470 149,8 148,1 152,0
C5CHs -- 15,1 15,9 14,8 15,0 15,3 15,7
Cé6 -- 178,9 171,2 178,9 176,8 175,8 173,5
C7 -- -- 30.71 30,7 31,1 138,2 137,7
C8, 12 -- -- -- -- - 122,7 124,8
C9, 11 -- -- -- -- - 128,5 128,8
C10 -- -- -- -- - 125,0 126,5
C13,15e17 17,1e 16,7 -- 16,8/16,4 -- 17,0/16,6 -- 16,9/16,6
Cl4,16e18 9,0 - 8,8 -- 8,9 -- 8,9
— — 1 CH, ] . cH —
i CHj N={" el g HsC 7 Nl
N= CH; g ~..N.g NH h( s H
2 \\g\/\\N N6 1:1H2 2%\/1\21 s N4 \n/ 5 2%\/1\21\/5\1\1‘14\1\?\/1\51 ‘ ’
3 2 4 5 3 4 \‘( = 02N S O.N 4 3 S 5 10
O,N T | PF, ? | 1 PF
PF6 14 Au Au 6
14 A,u 18 H;C , gH H lé , ICSH
H,C CH 13 3 33 3
TNE_p 3 \/1;\]7/ N\Ep /
15 17 H.C 13
_ H,C il - ; - - HyC |

[Au(HL9)P(CH,CH,);]PF, (18)

[Au(HL10)P(CH,CH,);]PF, (19)

[Au(HL11)P(CH,CH,);|PF (20)

-- Auséncia de sinal
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Os complexos de ouro(l) com as tiossemicarbazonas também foram
caracterizados por RMN de *!P. Todos os espectros foram obtidos em DMSO-ds. Todos
os complexos apresentam um sinal de fosforo em & 36,8 ppm, 6 36,6 ppm e & 38,8 ppm
para os complexos (18), (19) e (20), respectivamente, enquanto esse sinal aparece em o
34,2 ppm no precursor [AuP(CH2CH3)sCI]. Também foi observado sinal de fosforo em
8 -143,8 ppm, que € sinal tipico de (PFs"), correspondente ao contra ion dos complexos.

A Figura 6.4 apresenta os espectros de RMN de 3P, comparando o sal

organometalico [AuP(CH2CH?3)sClI] com o complexo (19).

—34.2
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Figura 6.4 - Espectros de RMN 3P do [AuP(CH:CH3)sCl] e o complexo
[Au(HL10)P(CH2CH2)3]PFs (19), em DMSO-ds.

6.1.4 - Determinagdes das estruturas cristalograficas
As estruturas cristalinas de duas novas tiossemicarbazonas contendo o grupo 5-
nitroimidazol (HL10 e HL11) foram determinadas. A Tabela 6.5 apresenta alguns dos

parametros da coleta de dados e o refinamento dos monocristais. Os cristais de HL10 e
HL11 foram obtidos durante a recristalizagdo dos complexos (19) e (20) em DMF.
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A analise dos dados cristalogréaficos indica que o ligante HL10 cristalizou-se no

sistema triclinico P-1, enquanto o HL11 cristalizou-se no grupo espacial ortorrombico

Pbca. HL10 formou cristais geminados com a mesma composi¢éo e célula unitaria, mas

com orientac@es diferentes (Figura 6.5).

Figura 6.5 - Representacao das estruturas moleculares de HL10 e HL11, elipsoides com

50% de probabilidade, os &tomos de hidrogénio foram omitidos para obter maior clareza

nas imagens.

Tabela 6.5 - Dados cristalograficos e parametros de refinamento estrutural para os

ligantes HL10 e HL11.

Composto HL10 HL11
Foérmula molecular CoH14N6O2S C14H18N6O3S
Massa molecular (g.mol™) 270,32 350,40
Comprimento de onda (M) 0,71073 0,71073
Sistema cristalino Triclinico Ortorrébmbico
Grupo espacial P-1 Pbca
Temperatura (K) 298(2) 298(2)

a (A) 8,1536(4) 15,3961(5)
b (A) 8,7320(6) 13,6020(4)
c(A) 9,8349(5) 16,0574(4)
a () 89,139(5) 90
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B ) 81,378(4) 90
7(% 68,290(6) 90
V (A3 642,57(7) 3362,70(17)
z 2 8
Densidade calculada (g.cm) 1,397 1,384
Dimensdes do cristal (mm?) 0,241x0,214x 0,125 0,723x0,468x 0,425
F(000) 284,0 1472,0
Coeficiente de absor¢do (mm™) 0,257 0,219
Tmin/ Tmax 0,614 /1 0,475 /1
Intervalo de 0 (°) 3,18 - 27,033 3,214 - 29,291
Reflexdes coletadas 14624 4639
Reflexdes independentes 11169 3439
NUmero de parametros 164 217
indices finais R [1>2(0)] R1=0,0659 WR,= R1=0,0489 wR>=
0,1960 0,1538
indices finais R (todos os dados) 0,086 0,0678
Goodness-of-fit on F2 1,127 1,027
Apmax. € Apmin. 0,384 e -0,396 0,309 e -0,256

As distancias e os angulos de ligacdo selecionados nas estruturas de HL10 e
HL11 estdo na Tabela 6.6. Nos dois compostos, as distancias de ligacdo C6-S e N3-C5
(1,689(4) e 1,275(5) A para HL10 e 1,6709(16) e 1,272(2) para HL11, respectivamente)
indicam a presenca de ligagdes dupla C=S e C=N, conforme o esperado.'®

A conformacdo molecular em ambos os compostos é semelhante. O angulo
diédrico entre o anel imidazol e o fragmento de tiossemicarbazona € de 77,2(1)° em
HL10 e 83,88(5) em HL11. Em HL11, o angulo diédrico entre o anel benzénico e o

fragmento de tiossemicarbazona é 14,43(8)°.

19 F.H. Allen, O. Kennard, D.G. Watson, L. Brammer, A.G. Orpen, R. Taylor. J. Chem. Soc. Perkin
Trans. 11 12 (1987) S1-S19.
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Tabela 6.6 - Principais distancias de ligacdo (A) e angulos (°) das estruturas
moleculares dos HL10 e HL11

Compostos HL10 HL11
S-C6 1,689(4) 1,6709(16)
N3 - N4 1,384(4) 1,3744(19)
N4 - H4 0,8273 0,8821
N5 - C6 1,316(5) 1,3418(19)
N5 - C9 1,448(5) 1,4123(19)
N5 - H5 0,8923 0,8294
N6 - 02 1,209(5) 1,216(2)
N6 - O1 1,231(6) 1,227(2)
N3-C5 1.275(5) 1.272(2)
Cl-C8 1.499(8) 1.481(3)
C5-C7 1.492(6) 1.501(2)
N3 - N4 - H4 117,9 123,9
C6-N5-C9 123,6(3) 133,20(14)
C6-N5-H5 117,8 114,6
C9-N5-H5 118,5 112,2
N5 - C6 - N4 117,5(3) 113,28(14)
H3A - O3 - H3B - 109
Cl4-C9-C10 - 119,34(15)
Cl4-C9-N5 - 115,75(15)
C10-C9-N5 - 124,88(15)
C9-C10-H10 - 120,5
C9-Cl4-H14 - 119,8

O empacotamento cristalino dos compostos (Figuras 6.6 e 6.7) é muito distinto,
principalmente devido a presenca da molécula de agua e do fenil em HL11. No
empacotamento cristalino de HL10, foi observada a ligagdo intermolecular de
hidrogénio N5-H---N1(d(N5---N1) = 2,960(6) A), com formacdo de um arranjo
estrutural dimérico, Tabela 6.7. No empacotamento cristalino de HL11 ndo foram

observadas fortes interacGes intermoleculares, e a estabilizacdo no sélido é devida as
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ligacBes de hidrogénio N4-H---03 (d(N4---03) = 2,937(2) A) e 03-H---N1 (d(03---N1)
=2,853(2) A) entre as moléculas de 4gua (Tabela 6,7 e 6,8).

b
c
< Y Ny ’ /‘\ 3> \w/\ >y /\
............. A (PN - N L
L L Y |

Figura 6.6 - Interacdes intermoleculares de HL10 mostrando o esquema da ligacdo de

hidrogénio.

Figura 6.7 - Interacdes intermoleculares de HL11 mostrando o esquema da ligacdo de

hidrogénio.

Tabela 6.7 - Comprimentos de ligacéo de hidrogénio (A) e angulos (°) para HL10.

D-H---A d(D-H) d(H---A) d(D--:A)  <(D-H---A) Operadores de simetria

N5-H---N1 0,89 2,20 2,960(6) 143,0 [1-x1-y,-17]
N4-H4---S 0,83 2,63 3,457(4) 174,0 [-x,1-y,1-7]

Tabela 6.8 - Comprimentos de ligacéo de hidrogénio (A) e angulos (°) para HL11.

D-H---A d(D-H) d(H:--A) d(D---:A) <(D-H---A)  Operadores de simetria

N4-H--03 0,38 208  20937(2) 165,0 [X, v, Z]
03-H---N1 0,92 193  2,853(2) 177,0 [%-%1-Y,-Y%+17]

As superficies de Hirshfeld (SH) e analise dos graficos de impressdes digitais
mostraram que a mudanca de metil, em HL10, para fenil em HL11 promove

modificacOes relevantes no estado sélido. Comparando a SH dos compostos (Figura
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6.8) é possivel notar a diferenca em suas formas e, como esperado, em volume (HL10 =
314,64 A% e HL11 = 388,79 A®). A distribuicio das interacdes intermoleculares também
é distinta nos compostos. Em HL11, as interacdes intermoleculares sdo mais fortes do
que em HL10, uma vez que a distancia (di + de) € 4,7 A, em HL10 e 4,5 A em HL11. No

entanto, as interacdes mais fortes estdo relacionadas a N---H nos dois compostos.

(2) (b)
Figura 6.8 - Superficie de Hirshfeld (em cima) e graficos de impressGes digitais (em
baixo) de a) HL10 e b) HL11.

As interacfes mais representativas sdo os contatos H---H ndo direcionais, que
representam 39,1 e 39,9% para HL10 e HL11, respectivamente (Figura 6.9(a)). A
contribuicdo da interacdo do O---H (Figura 6.9(b)) é semelhante nos compostos (20,5%
em HL10 e 22,1% em HL11). No entanto, devido a presenca da molécula de agua, os
graficos de impressdes digitais de HL11 sdo assimétricos, bem como para a interacdo
N---H (Figura 6.9(c)). As interacdes de N---H e S---H correspondem a 14,2% e 15,3%,
respectivamente para HL10 e 5,0% e 9,0% para HL11. Os graficos de impressoes
digitais ndo mostraram um padrdo de asa caracteristico, indicando que interacdes

CH:--m ndo estdo presentes nesses compostos.
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Figura 6.9 - Grafico de impressdo digital de HL10 (esquerda) e HL11 (direita) para a)
H---H,b) O---Hec) N---H.

6.1.5 — Estudo preliminar de estabilidade dos complexos por meio de espectros

eletrénicos de absorcéo na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Os complexos (18 - 20) mostraram-se estaveis em solucdo de 100% DMSO e em
solucdo 5% DMSO/Tris-HCI, em estudo no UV-vis. A Figura 6.10 mostra 0s espectros
eletronicos do complexo [Au(HL10)P(CH2CHa)z]PFs (19), ao longo do tempo em
DMSO e a Figura 6.11 os espectros eletronicos do complexo (19) em solucdo de 5%
DMSO/Tris-HCl em pH 7,2.
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Figura 6.10 - Espectros eletronicos ao longo do tempo do
[Au(HL10)P(CH2CHs)s]PFs (19), em DMSO.
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Figura 6.11 - Espectros eletronicos ao longo do tempo do

[Au(HL10)P(CH2CH?3)3]PFs (19), em solugdo 5% DMSO/Tris-HCI.

6.1.6 - Estudos eletroquimicos

complexo

complexo

Como a voltametria € uma importante ferramenta eletroquimica para estudar

mecanismo no processo de oxidacdo/reducdo, principalmente para compostos organicos

e inorganicos, foi possivel observar a estabilidade do anion nitro-radical presente nas

tiossemicarbazonas

complexadas

com organometalico de ouro(l).

O estudo

eletroquimico foi realizado utilizando disco de eletrodo de platina, usando 0,1 mol L
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de perclorato de tetrabutilamonio [BusN][CIOs]" como eletrolito de suporte e os
compostos com concentragdo de 1,0 x 10° mol L em DMF. Sera apresentado o
voltamograma ciclico do complexo [Au(HL10)P(CH2CHs)s]PFs (19) a 250 mV s de -
1500 a 1500 mV e regido expandida de -1200 a -200 mV (Figura 6.12), ja que todos os
voltamogramas apresentaram comportamentos eletroquimicos semelhantes para todos
0s compostos. Os voltamogramas ciclicos dos complexos apresentam pares de picos
andodicos e catddicos bem definidos e estdo descritos na Tabela 6.9.

No geral, os complexos apresentaram processos quasi-reversiveis atribuidos ao
par redox RNO2/R-NO; (picos Ic e la). Partindo do potencial negativo para potencial
positivo é observado um processo de oxidacdo irreversivel (l1a) entre 1137 - 1410 mV,
atribuido ao processo de oxidacdo do ouro(l). Os picos Ic/la e Va sdo representados

pelas Equacdes (1) e (6), respectivamente, onde (HL) representa as tiossemicarbazonas.

R-NO2 + ¢ 5 R-NO, Equacédo (1)
[Au'(HL)P(CH2CHa)s]™ = [Au'(HL)P(CH2CH3)s]™?+e  Equagio (6)

40 -

Va

Corrente (uA)

-10 -+ Ic

-2000 ' —1600 ' CI) ' 1OI00 ' ZOIOO

Potencial (mV) vs. Ag/AgClI

Figura 6.12 - Voltamograma do complexo [Au(HL10)P(CH2CHz3)3]PFes (19) em meio
aprético (TBAP 0,1 M em DMF) vs. Ag/AgCl, CI” (3,0 M); taxa de varredura de 250
mV s E regido expandida em vermelho mostra uma varredura curta com o par
RNO2/R-NO, isolado.
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A Tabela 6.9 mostra os valores de potenciais de pico catodico e anddico (Epla e
Eplc), variagdes de potenciais entre picos catodicos e anddicos [AE = (Epla - Eplc)] e
corrente, Ipa/lpc. P6de-se observar que nos voltamogramas 0s potenciais dos picos
catddicos e anddicos variaram ligeiramente com a varredura, de modo que o parametro
AE para a primeira onda diminui com a diminui¢do da taxa de varrimento, assim,
atingindo valores entre 92 - 133 mV a 250 mV s™. Foi possivel observar também que os
valores de Ipa/lpc variaram de 0,66 a 0,82 A, e aumentam ligeiramente & medida que a
taxa de varredura aumenta. Como foi discutido no Capitulo 3, os comportamentos
descritos acima demonstraram que os complexos de ouro(l) apresentam sistemas quasi-
reversiveis.

Os valores de potenciais de reducédo (Eplc) dos complexos de ouro(l) encontram-
se na faixa de -978 a -1065 mV, enquanto os ligantes exibiram potencial de reducéo
(Eplc) proximo de -1100 mV. Assim, os complexos de ouro(l) apresentam potenciais de
reducdo mais favoraveis, sugerindo que esses complexos poderiam ser reduzidos mais

facilmente do que os ligantes.

Tabela 6.9 - Parametros da voltametria ciclica correspondentes ao par redox RNO2/R-

NOj e do ouro(l) a250 mV s,

RNO2/R-NO; Aul/Au"
Composto Eplc Epla AEp, Ipla/iplc Eplla
[Au(HL9)P(CH2CH3)3]PFs (18) -978  -845 133 0,82 1173
[Au(HL10)P(CH2CH3)s]PFs (19)  -1065 -974 92 0,73 1410
[Au(HL11)P(CH2CHz3)3]PFs (20)  -987  -894 93 0,66 1137

6.2 - Avaliacdo da atividade citotoxica contra células de carcinoma colorretal

Levando-se em consideracdo que o grupo farmacoférico 5-nitroimidazol
poderia, em principio, sofrer reducdo em condigBes anaerobicas, gerando espécies
toxicas aos tumores, avaliagdes das atividades citotoxicas dos complexos de ouro(l) e
das tiossemicarbazonas livres foram realizadas contra linhagens celulares de carcinoma
colorretal (HCT-116), em condi¢cdes de normoéxia e hipoxia e contra células néo

malignas de rim embrionario humano (HEK-293), em normoéxia. A Tabela 6.10
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apresenta a concentracdo necessaria para inibir 50% da proliferacdo celular (Clso, M)

dos compostos frente as linhagens estudadas.

Tabela 6.10 - Atividade citotoxica (Clso, pM) e indices de seletividade (IS) dos
compostos nas células HCT - 116 e HEK — 293 e o potencial de reducdo do R-NO;

(Eplc).
HCT-116 HEK-293

Compostos

Normoxia IS Hipodxia IS Normoxia Eplc
HL9 5,617 0,8 > 100 ND 4,7+0,4 -1120
[Au(HL9)P(CH2CHz3)3]PFs (18) 1,240,3 3,7 5,725 0,8 4,5+2,0 - 978
HL10 4,4+19 1,0 > 100 ND  4,3t0,8 -1125
[Au(HL10)P(CH2CHa)3]PFs (19)  11,3%x1,7 11 3,5+0,9 3,7 12,8+2,1 - 1065
HL11 > 100 ND > 100 ND > 100 - 1130
[Au(HL11)P(CH2CHs3)s]PFs (20) 6,9+2,4 1,3 6,0£2,2 1,5 8,9+0,8 - 987
[AuP(CH2CH?3)sCl] 8,9%+2,1 0,4 5,2+0,7 0,6 3,311,2 --
Tirapazamina 459+72 0,6 7,211 40  28,949,2 --

ND = nédo determinado; IS = ClsoHek-203/ClsoHcT-116hipoxia

Os ligantes HL9 - HL11 foram inativos contra células HCT-116 sob condigdes
de hipoxia. HL11 também foi inativo contra células HCT-116 sob condigBes de
normoxia. HL9 e HL10 apresentaram atividade contra as células HCT 116 e HEK 293
sob normoxia, com valores de Clso de 5,6 e 4,4 uM, respectivamente. Provavelmente,
como mostrado pelas analises de SH, HL10 e HL11 apresentam formas e volumes
moleculares muito diferentes no sélido, e essas diferencas podem permanecer no meio
aquoso, o que em parte poderia explicar seus efeitos citotoxicos distintos.

O complexo (19) revelou-se ativo contra as células HCT-116 e HEK-293, sendo
ligeiramente mais ativo contra as células HCT-116 em normoéxia do que em hipoxia,
com valores de Clso de 1,2 e 4,7 uM, respectivamente. Ja os complexos (18) e (20)
foram ativos contra as duas linhagens celulares, sendo t&o ativo em normodxia quanto em
hipdxia, contra as células HCT-116. A atividade do complexo (20) pode ser atribuida a
presenca do trietiefosfinaouro(l), pois HL11 foi inativo contra as linhagens celulares.

A inatividade dos ligantes HL9 - HL11 sob hipoxia pode ser ligada aos

potenciais de reducdo mais desfavoraveis que seus complexos, como pode ser visto na
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Tabela 6.10. Apo6s coordenacdo com o ouro(l), os potenciais de reducdo tornam-se
menos negativos, de modo que os complexos (18 - 20) foram ativos contra as duas
linhagens celulares em normoxia e também em condi¢des de hipoxia. O precursor do
trietilfosfinaouro(l) também foi ativo contra as duas linhagens celulares.

No entanto, o complexo (19) foi mais ativo contra 0 HCT-116 em hipoxia do
que em condi¢des de normoxia, com indice de seletividade IS = ClsoHEk-293/ClsoHCT-
116hipoxia igual a 3,7, valor semelhante ao farmaco controle tirapazamina, um
medicamento anticancer que é ativado apenas em areas hipdxicas de tumores sélidos,?%
com IS = 4,0. O precursor [AuP(CH2CH?3)sCl] também mostrou-se um pouco mais ativo
contra células HCT-116 em hipoxia, porém seu indice de seletividade foi muito menor,
IS =0,6.

Os resultados sugerem que novos estudos do complexo (19) visando testes in
vivo seriam de grande relevancia.

Os resultados descritos neste capitulo foram publicados no artigo intitulado:
“Triethylphosphinegold(I) Complexes with Secnidazole-Derived Thiosemicarbazones:
Cytotoxic Activity against HCT-116 Colorectal Cancer Cells under Hypoxia
Conditions” Ana P. A. Oliveira, Jennifer T. J. Freitas, Renata Diniz, Claudia Pessoa,
Sarah S. Maranhdo, Juliana M. Ribeiro, Elaine M. Souza-Fagundes, Heloisa Beraldo.
ACS Omega 5 (2020) 2939-2946 (Anexo II).

Capitulo 7
Discussao e Conclusfes

Doencas negligenciadas, como por exemplo leishmaniose e doenca de Chagas
ndo tém a devida atencdo das industrias farmacéuticas. Desta forma, os farmacos
utilizados no tratamento dessas doencas ndo sdo mais tdo eficazes, pois pode ocorrer
resisténcia a esses medicamentos e podem também surgir efeitos colaterais severos a
salde humana. A resisténcia aos antimicrobianos também constitui ameaca importante a
salde.

Apesar de muitos esfor¢cos no desenvolvimento de compostos antitumorais a

base de platina, os farmacos que estdo em uso provocam efeitos colaterais adversos, e 0

200w, Denny, B. Wilson. Expert opin. Inv. Drugs 9 (2000) 2889-2901.
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aparecimento de resisténcia celular a esses compostos impulsiona a investigacdo de
novos farmacos que sejam mais eficazes e seletivos, e que possam substituir os
complexos de platina.

Assim, no presente trabalho procuramos contribuir para a Quimica Medicinal na
procura de novos candidatos a protétipos de farmacos e metalofarmacos
antimicrobianos, antiparasitarios e antitumorais com base em hidrazonas e
tiossemicarbazonas funcionalizadas com os grupos farmacoforicos nitroimidazol e
nitrobenzeno, assim como estudos de bioatividades desses compostos e uma
investigacdo preliminar do papel da reducdo do grupo nitro em seus mecanismos de
acao.

Na busca de funcionalizar hidrazonas com nitrocompostos para serem testadas
frente a espécie Leishmania chagasi in vitro, foram obtidas 2-acetilpiridina-4-
nitroimidazolhidrazona (HL1), 2-acetilpiridina-2-nitroimidazolhidrazona (HL2) e 2-
benzoilpiridina-4-nitroimidazolhidrazona (HL3). Apesar das diferencas estruturais dos
compostos, nenhum dos derivados apresentou citotoxicidade para células de macrofagos
de mamiferos, diferentemente da pentamidina, farmaco de referéncia. Por outro lado,
HL2 ndo apresentou atividade antileishmania contra forma amastigota intracelular de L.
chagasi, enquanto HL1 e HL3 foram ativos nas condi¢cOes experimentais. Assim, a
presenca do grupo 4-nitroimidazol, mas ndo o grupo 2-nitroimidazol, pode ser um fator
determinante para o efeito farmacoldgico, enquanto a escolha entre os grupos metila ou
fenila parece néo interferir significativamente na atividade.

Além disso, os resultados indicaram que, no caso de HL1 e HL3, ocorre reducao
do grupo nitro para formar o anion nitro-radical com Eplc = -1203 e -1162 mV,
respectivamente, enquanto no caso de HL2, esse processo ocorreu em Eplc = -1025
mV. Essas diferencas também parecem ndo influenciar tanto na atividade quanto a
posicdo do grupo nitro. Protozoarios e mamiferos apresentam capacidades distintas para
a reducdo de compostos nitroimidazolicos, e a posicdo do grupo nitro influencia
fortemente o perfil farmacoldgico de derivados biorredutiveis de nitroimidazol, o que
pode explicar por que nenhum dos compostos apresentou toxicidade para células de
macrofagos.?®t Assim, HL1 e HL3 podem ser considerados bons candidatos a pro-

farmacos antileishmaniais biorredutiveis.

201 ], A. Squella, A. Campero, J. Maraver, J. Carbajo. Electrochim. Acta 52 (2006) 511-518.

117



No presente trabalho, também foi estudado, a funcionalizacdo de hidrazonas
derivadas de 8-hidroxiquinolina (8-HQ), 2-formil-8-hidroxiquinolina-4-
nitroimidazolhidrazona (H2L4) e 2-formil-8-hidroxiquinolina-4- nitrobenzenohidrazona
(H2L5) e seus complexos de antimonio(lll): [2-formil-8-hidroxiquinolina-4-
nitroimidazolidrazona)(dicloro)antiménio(lll)], [Sb(HL4)Cl;] (1) e [2-formil-8-
hidroxiquinolina-4-nitrobenzenohidrazona)(dicloro)antiménio(l11)], [Sb(HL5)CI2] (2) e
bismuto(l1): [2-formil-8-hidroxiquinolina-4-
nitroimidazolidrazona)(dicloro)bismuto(l1l)], [Bi(HL4)Cl2] (3) e [2-formil-8-
hidroxiquinolina-4-nitrobenzenohidrazona)(dicloro)bismuto(l11)], [Bi(HL5)CI;] (4). A
obtencdo das hidrazonas (H:L4) e (H:L5) e seus complexos [Sb(HL4)Cl2] (1),
[Sb(HL5)CI2] (2), [Bi(HL4)Cl2] (3) e [Bi(HL5)CI2] (4) visou, principalmente, a
obtencdo de compostos com atividade antitripanossoma in vitro.

H>L4, HoL5 e os complexos (1) e (3) ndo apresentaram atividade citotoxica nas
células de fibroblastos humanos hFIB. O complexo (3) apresentou citotoxicidade apenas
nos macréfagos, enquanto os complexos (2) e (4) apresentaram atividade citotdxica
contra hFIB, e contra macrdfagos de camundongo, quando testados na concentragédo
méaxima de 50 uM.

O composto HzL4 apresentou efeitos antitripanossOmicos e, mediante a
coordenacdo com antimonio(lll) e bismuto(lll), a atividade antiparasitaria aumentou,
principalmente para o complexo (3). HoL5 mostrou-se ativo contra amastigotas (forma
intracelular), mas inativo contra tripomastigotas (forma extracelular), enquanto seus
complexos (2) e (4) foram ativos contra ambas as formas do parasita, sendo o complexo
(4) o mais ativo, exibindo ECso de 0,06 puM. Em todos os casos, os complexos de
bismuto(ll1) apresentaram os maiores indices de seletividade contra tripomastigotas.

Como o complexo (4) foi o mais ativo contra a forma tripomastigota, foi
realizada a investigagdo do mecanismo de morte celular induzida pelo complexo,
sugerindo que seus efeitos antiparasitarios ocorram com a inducdo de morte celular
causada por necrose. A partir de estudos com microscopia eletrdnica de varredura
(MEV), a andlise ultraestrutural mostrou encurtamento do flagelo e fragmentacdo da
membrana do parasita quando tratado com a concentragdo de 0,06 pM do complexo (4).
Além disso, pbde-se observar uma degradacéo total do parasita, apos tratamento com 1
MM do complexo.

O secnidazol é um potencial farmaco contra micro-organismos anaerdbicos.

Apresenta farmacocinética apropriada, sendo rapido e completamente absorvido apos
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administragdo oral.?®? Esse farmaco requer bioativagdo do grupo nitro para exercer seu
efeito antimicrobiano e seu mecanismo de agdo envolve a reducdo do grupo nitro,
gerando espécies radicalares reativas, principalmente o &nion nitro-radical, que reage
com componentes celulares, como DNA ou proteinas.?®® Funcionalizar este composto
com Bases de Schiff é uma excelente estratégia para melhorar atividade e diminuir a
resisténcia das bactérias anaerobicas.

Deste  modo, foram  obtidos  (1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-

ilideno)hidrazonacarboxamida (HL®), (1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)acetilhidrazona (HL7), (1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)benzoilhidrazona (HLS), (1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-

ilideno)hidrazinocarbotioamida (HL9), (N-metil-1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida  (HL10) e (1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)-N-fenil-hidrazinocarbotioamida (HL11), bem como seus complexos de
cobre(ll): bis[1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazonacarboxamida)(dicloro)cobre(ll)] [Cu(HL6)2Cl2] (5), [(1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)acetilhidrazona)(dicloro)cobre(l1)] hemi-metanol
[Cu(HL7)CI2]-¥2CH30H (6), [(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)benzoilhidrazona)(dicloro)cobre(Il)]  [Cu(HL8)2Cl]  (7),  [(1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)hidrazinocarbotioamida)(dicloro)cobre(11)] hemi-
hidratado [Cu(HL9)Cl2]-Y2H20 (8), [(N-metil-1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(dicloro)cobre(11)] [Cu(HL10)CI2] (9) e [(1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)-N-fenil-hidrazinocarbotioamida)(dicloro)cobre(l1)]

[Cu(HL11)CIl]-%H.O  (10), de prata(l): [(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)acetilhidrazona)(nitrato)prata(l)] [Ag(HL7)NO3]  (11), [(1-(2-metil-5-
nitroimidazol)propan-2-ilideno)benzoilhidrazona)(nitrato)prata(l) [Ag(HL8)NOs] (12) e
[(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-ilideno)hidrazinocarbotioamida)(nitrato)prata(l)]
[Ag(HL9)NO3] (13) e [((N-metil-1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(nitrato)prata(l)] [Ag(HL10)NOs3] (14) e de
bismuto(I11) [(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(tricloro)bismuto(111)] [Bi(HL9)Cls] (15), [(N-metil-1-

202 C, W. Ang, A. M. Jarrad, M. A. Cooper, M. A. T. Blaskovich, J. Med. Chem. 60 (2017) 7636—-7657.
203y, Miyamoto, J. Kalisiak, K. Korthals, T. Lauwaet, D. Y. Cheung, R. Lozano, E. R. Cobo, P. Upcroft,
J. A. Upcroft, D. E. Berg, F. D. Gillin, V. V. Fokin, K. B. Sharpless, L. Eckmann. Proc. Nat. Acad. Sci.
110 (2013) 17564-17569.
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(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(tricloro)bismuto(l1l) [Bi(HL10)Cls] (16) e ((1-(2-
metil-5-nitroimidazol)propan-2-ilideno)-N-fenil-
hidrazinocarbotioamida)(tricloro)bismuto(l11)] diidratado [Bi(HL11)Cl3z]-2H20 (17). Os
efeitos antimicrobianos dos compostos foram avaliados contra bactérias anaerdbicas
Bacteroides fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus, Bacteroides
ovatus, Parabacteroides distasonis e Fusubacterium nucleatum. Também foram
realizados estudos eletroguimicos sobre a reducdo do grupo nitro, para investigar a
capacidade dos compostos sofrerem ativacdo de biorreducdo.

Os compostos HL6-HL11 exibiram atividade antibacteriana in vitro contra as
seis cepas avaliadas. Em alguns casos, os ligantes apresentaram concentragoes
inibitérias minimas (CIM) inferiores aos dos farmacos de referéncia, o secnidazol e o
metronidazol. Como o0s compostos em estudo mostraram potenciais de reducdo na
mesma faixa que os medicamentos biorredutiveis secnidazol e benznidazol, suas
atividades bioldgicas também podem estar relacionadas a biorreducdo intracelular. O
comportamento eletroquimico semelhante pode explicar parcialmente a razdo pela qual
os valores de CIM dos compostos em estudo sdo comparaveis entre si e com 0s do
secnidazol e metronidazol.

Com a coordenacdo dos derivados de secnidazol com o cobre(ll), prata(l) e
bismuto(lll), a atividade antibacteriana aumentou em varios casos. Os potenciais de
reducdo do grupo nitro, em geral, foram menos negativos para 0s complexos que para
os ligantes de partida, sugerindo que essa poderia ser uma das razdes para sua agao
antimicrobiana melhorada. O fato de os ligantes e seus complexos de cobre(l1), prata(l)
e bismuto(lll) ndo apresentarem atividade antimicrobiana contra bactérias aerdbicas,
mas serem altamente ativos contra cepas anaerdbicas sugere fortemente a formacdo do
anion nitro-radical (R-NO3") sob condigdes anaerdbicas e a possivel participagdo dessas
espécies na atividade antibacteriana, mostrando, assim, que esses compostos sdo
altamente seletivos.

Além disso, os complexos de prata(l) apresentaram efeitos antifungicos,
diferentemente dos ligantes livres e dos complexos de cobre(ll) e bismuto(lll),
sugerindo que os complexos de prata(l) exibem um espectro de acdo mais amplo. As
atividades antifangicas dos complexos (11-14) provavelmente se devem a presenca da

prata(l), uma vez que o nitrato de prata também apresentou atividade.
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Foi verificada também a atividade citotdxica dos ligantes livres e dos complexos
de prata(l) e bismuto(lll) frente as linhagens de carcinoma colorretal (HCT-116),
células leucémicas (HL-60), carcinoma da prostata (PC3), glioblastoma-Sistema
Nervoso Central (SNB-19) e células sadias de rim embrionario humano (HEK-293).
Apenas o complexo [Ag(HL9)NOs] (13) e AgNOs foram ativos, demonstrando que, de
modo geral, os compostos derivados de secnidazol s&o inativos em condigdes de
aerobiose, podendo ser ativados em meio de hipoxia.

Por fim, foram testadas as atividades antineoplasicas dos ligantes derivados de
secnidazol e seus complexos de ouro(l) contra linhagens celulares de carcinoma
colorretal (HCT-116) e células sadias de rim embrionédrio humano (HEK-293). As
atividades destes compostos estdo relacionadas com a capacidade de reducdo do grupo
nitro sob condi¢bes de baixa concentracdo de oxigénio, gerando espécies reativas de
oxigénio toxicas, que resultam em danos ao DNA e outras biomoléculas.?®* Portanto, a

presenca de nitroimidazol pode resultar em seletividade hipdxica. Assim, complexos

hexafluorofosfato de [(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-
ilideno)hidrazinocarbotioamida)(trietilfosfina)ouro(l)] [Au(HL9)P(CH2CHj3)3]PFs (18),
hexafluorofosfato de [(N-metil-1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-

ilideno)hidrazinocarbotioamida) (trietilfosfina)ouro(l)], [Au(HL10)P(CH>CHz3)3]PFs
(19) e hexafluorofosfato de [(1-(2-metil-5-nitroimidazol)propan-2-ilideno)-N-fenil-
hidrazinocarbotioamida)(trietilfosfina)ouro(l)], [Au(HL11)P(CH2CHz3)3]PFs  (20),
foram obtidos com tiossemicarbazonas derivadas de secnidazol. As atividades
citotdxicas dos compostos foram investigadas em condi¢des de normdxia e hipoxia.
Tirapazamina (TPZ), uma pr6-farmaco ativada por hipdxia usada clinicamente,?® foi
utilizada como farmaco de reférencia.

Os ligantes HL9 - HL11 foram inativos contra células HCT-116 sob condicdes
de hipoxia. HL11 também foi inativo contra células HCT-116 sob condigdes de
normoxia. Por sua vez, os complexos de ouro(l) foram ativos contra as células HCT-116
tanto em condigdes de normdxia como de hipoxia. Além disso, o complexo (19) foi
mais seletivo contra as células tumorais HCT-116 em hipoxia que contra as células
sadias HEK-293, com indice de seletividade (IS = Clsonek-203/ClsoHcT-116hipexia) igual a

3,7, sendo tdo seletivo quanto o farmaco tirapazamina (IS = 4). Assim, a complexagéo

204 p_ D. Bonnitcha, A. L. Vajvere, J. S. Lewis, J. R. Dilworth. J. Med. Chem. 51 (2008) 2985-2991.
205 3. M. Brown,W. R. Wilson. Nat. Rev. Cancer 4 ( 2004) 437-447.
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de HL10 com ouro(l) mostrou-se uma estratégia valiosa para melhorar a seletividade
contra células cancerigenas HCT116.

Nossos resultados sugerem que a estratégia de unir bases de Schiff aos grupos
farmacofdricos nitroimidazol e nitrobenzeno no planejamento de farmacos e
metalofarmacos biorredutiveis mostrou-se muito importante. Levando-se em conta a
resisténcia das doengas e baixa seletividade apresentadas pelos medicamentos em uso
clinico, este trabalho representa uma importante contribuicdo para o desenvolvimento
de novos candidatos a protétipos de farmacos e metalofarmacos antimicrobianos,

antiparasitarios e antineoplasicos.
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ANEXO I: LISTA DE ESTRUTURAS

123



® ® N
X
O,N
.N N. O,N | |
— HN NH 2 N O,N N OH
[\ >‘:\ HN’ HN
N N\/& N\/§ >—\
g N
o) Y o N%/N\/&o No N\/go
HL1 NO
2 HL3 H,L4
HL2
X
| CH; CH; CH,
H Z N CH; H N CH; H N CH; H
N = = =
I ~ NH g CH -
N OH N N\/,\N'N\“/ 2 N N'N\“/ 3 N N
HN 0 0 o}
NO, NO, NO,
0)
HL6 HL7 HLS
O,N H,LS
X
.
s _.<CH3 CH i O,N | T
N= CH;H N= C sH T3 N= CH3H H 2 .N 0]
R(N SN N KON AN N g(N Sy NN _ BN \Sb<
T T TO N ha
NO, NO, NO, &
HL9 HL10 HL11 [Sb(HL4)Cl,] (1)
w N e | <o ON__
N N W HN Cl T
N | o oN B | o \l 5 HaC /1‘\1\\/ Ny
HN \Sb< — HN \Bi/ HN’ \Bi/ 3 j ;:u\ P CHCH3
o l cl NVN \O/ l \Cl \O/ ‘ \Cl H3C7/N I \ 1\\1 3
Cl / O~_NH
O,N c O,N cl N ~No, h
[Sh(HLS)Cl,] (2) [BIHLACL]1 () ’ [Bi(HLS)CL,] (4) o
2 2 [Cu(HL6),Cl,] (5)
H,C H,N
o) S H
= Cl = Cl
\ () \ yd H.C-N HN
N, ed” =N, HN 3 s s
w__—Ci HN e . Cy = Cl = c1
N Sl —"Ci N el N, e N, g
H;C A Cl H;C N— N\ N—" N
H;C ) Cl ) Cl
J J H,C H,C
H;C N H;C NO
\«f 0, H;C N NO, \«f 2 HaC N HC N
N \gf N 3 \«J/NOZ 3 \“]NOZ
[Cu(HL7)Cl,] (6) [Cu(HL9)Cl,] (8) N N

[Cu(HL8)Cl,] (7)

[Cu(HL10)Cl,] (9)

[Cu(HL11)Cl,] (10)

124



[Au(HL9)P(CH,CH,);|PF, (18)

[Au(HL10)P(CH,CH,),]PF, (19)

H
H,N -N
H3C 2 — H3C =
° N =0 = le/ \ =0 7/ gl =0
i N/ \ / HN \ =0 N/ \ " \O/
I N/ \0/ / e
H,C I H,C .
HC H;C._N
H;C._N 3 /S H;C.__N 3 NO
3 \ﬂf o2 H3C\(N NO 3 \Wj N \l\}(j 2
1\}\/)/ 2 N [Ag(HL10)NO;|(14)
[Ag(HL7)NO;] (11) [Ag(HL9)NO;] (13)
[Ag(HL8)NO;] (12)
H,C-NH HN Cl
H2N>$S\ /(21 >/S / HN>¢S\B /
/ Bl | I—
HN\N/B‘I\Cl N/ ‘ —Ql 1/\1/ Cl
ned ) H3CJS Cl H3C/S cl
H,C
H;C N M€ N ’ YN
I\/)\NOZ ?V[/\/)\NOZ 1\l ~—NO,
[Bi(HL9)Cl5] (15) [Bi(HL10)Cl,] (16) [BI(HLIDCL] (17)
B o _ = B \(CH3 ]
. N~( "cH;y H
N=<( CH;y \< TN "N >N N\( )
N N\/k\N,N\n/NHz N N S\/N\/kN \‘ST
O,N T O:N T PF o | e
Au ¥ A’u ‘ H;C A,u
e cH 3 CH,
Hsc\/l,)\/CH3 3 \/P\/ 3 \//'P\/
J H C/' - - Hs€ B
L H;C — - 3

[Au(HL11)P(CH,CH,);|PF (20)

125



ANEXO II: ARTIGOS E CAPA DO ARTIGO

126



™ |

research papers n Cpdates

CTRUCTURAL Structural studies and antileishmanial activity of
(@) crevisTRY 2-acetylpyridine and 2-benzoylpyridine nitro-
imidazole-derived hydrazones

Acta Cryst

ISSN 2053-2296

Ana P. A. Oliveira,” Isabella P. Ferreira,® Angel A. Recio Despaigne,® Jeferson G. da
Silva,® Ana Carolina S. Vieira,® Mariana S Santos,® Magna S. Alexandre-Moreira,?
Renata Diniz® and Heloisa Beraldo®*

Received 22 November 2018

Accepted 27 January 2019
?Departamento de Quimica, Universidade Federal de Minas Gerais, 31270-901 Belo Horizonte, MG, Brazil,

b, Lo . . . . .
Edited by A. R. Kennedy, University of Strath- Departamento de Quimica, Universidade Federal de Vigosa, 36570-900 Vigosa, MG, Brazil, “Departamento de

Farmacia, Campus Governador Valadares, Universidade Federal de Juiz de Fora 35010173—Governador Valadares, MG,
clyde, Scotland

Brazil, and YLaFl-Laboratério de Farmacologia e Imunidade, Instituto de Ciéncias Biolégicas e da Sadde, Universidade

Federal de Alagoas, Maceié-AL 57072-900, Brazil. *Correspondence e-mail: heloisaberaldoufmg@gmail.com
Keywords: antileishmanial activity; electro-

chemistry; imidazole; antiprotozoal activity;

hydrazone; acetohydrazide; crystal structure. Three imidazole hydrazone compounds, namely 2-(4-nitro-1H-imidazol-1-yl)-
N'-[1-(pyridin-2-yl)ethylidene]acetohydrazide, C;,H,NO3, (1), 2-(2-nitro-1H-
CCDC references: 1893830; 1893829; imidazol-1-yl)-N'-[1-(pyridin-2-yl)ethylidene]acetohydrazide, C;;H,N¢O3, (2),

1893828; 1893827 and 2-(2-nitro-1H-imidazol-1-yl)-N'-[(phenyl)(pyridin-2-yl)methylidene]aceto-

hydrazide, C;7;H4N4O3, (3), were obtained and fully characterized, including
their crystal structure determinations. While all the compounds proved not to be
cytotoxic to J774.A1 macrophage cells, (1) and (3) exhibited activity against
Leishmania chagasi, whereas (2) was revealed to be inactive. Since both (1) and
(3) exhibited antileishmanial effects, while (2) was devoid of activity, the
presence of the acetyl or benzoyl groups was possibly not a determining factor in
the observed antiprotozoal activity. In contrast, since (1) and (3) are 4-nitro-
imidazole derivatives and (2) is a 2-nitroimidazole-derived compound, the
presence of the 4-nitro group probably favours antileishmanial activity over the
2-nitro group. The results suggested that further investigations on compounds
(1) and (3) as bioreducible antileishmanial prodrug candidates are called for.

Supporting information: this article has

supporting information at journals.iucr.org/c

1. Introduction

Neglected Tropical Diseases (NTDs) are a group of diseases
that are prevalent in tropical and subtropical regions, causing
social and economic damage. These diseases are considered
neglected by lack of funding, research and concern by health
authorities (Engelman et al., 2016; WHO, 2015). Among the
NTDs, leishmaniasis is a complex of diseases caused by
different species of the genus Leishmania, which are endemic
in 98 countries. In the most severe form, leishmaniasis can lead
to death (WHO, 2013, 2014). It is estimated that around 20 to
40 thousand people die each year from leishmaniasis and that
400 million are at risk of developing the disease (Alvar et al.,
2012; WHO, 2013).

Currently, pentavalent antimonials are the drugs of choice
for the treatment of all forms of leishmaniasis, followed by
amphotericin B and pentamidine salts. All these therapies
have a high cost, adverse side effects and varied therapeutic
response (Amato et al., 2007, Machado et al., 2015; WHO,
2014).

The activity of nitroimidazole-derived compounds as anti-
protozoal agents is well established (Trunz et al., 2011). Fexi-
nidazole (or 1-methyl-2-{[4-(methylsulfanyl)phenoxy]methyl}-
5-nitro-1H-imidazole; Hoe 239) has been rediscovered by the
© 2019 International Union of Crystallography Drugs for Neglected Disease Initiative (DNDi) and is now
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being considered for the treatment of Chagas disease and
human African trypanosomiasis. Its leishmanicidal activity
and preliminary preclinical profile as a candidate for the
treatment of visceral leishmaniasis have been investigated
(Wyllie et al., 2012).

10

©)

Scheme 1

Hydrazones are a class of compounds which show numerous
bioactivities as antimicrobial (Popiotek, 2017), anticancer
(Despaigne et al., 2012), anti-inflammatory (Bispo Junior et al.,
2011) and antiparasitic agents (Romero & Ldépez, 2017).
4-Chloro-1-phthalazinylaryl- and heteroarylhydrazones exhibit
potent activity against Leishmania braziliensis (Romero et al.,
2017).

In previous work, we demonstrated that secnidazole-
derived hydrazones and thiosemicarbazones present potent
antimicrobial activity against pathogenic anaerobic bacteria
(Oliveira et al., 2018).

In the present work, a family of compounds containing the
nitroimidazole and hydrazone pharmacophoric groups was
synthesized, namely 2-(4-nitro-1H-imidazol-1-yl)-N'-[1-(pyri-
din-2-yl)ethylidene]acetohydrazide, H2Ac4NO,Im, (1), 2-(2-
nitro-1H-imidazol-1-yl)-N'-[1-(pyridin-2-yl)ethylidene]aceto-
hydrazide, H2Ac2NO,Im, (2), and 2-(2-nitro-1H-imidazol-
1-y1)-N'-[(phenyl)(pyridin-2-yl)methylidene]acetohydrazide,
H2Bz4NO,Im, (3) (Scheme 1). Structural studies on these
compounds, as well as an investigation of their antileishmanial
activities and their cytotoxic effects on J774.A1 macrophage
cells, were carried out.

2. Experimental
2.1. Materials and methods

All common chemicals were purchased from Aldrich and
were used without further purification. Partial elemental
analyses were performed on a PerkinElmer CHN 2400
analyzer. IR spectra were recorded on a PerkinElmer FT-IR
1000 spectrometer using KBr pellets (4000-400 cm ™). NMR

spectra were obtained with a Bruker DPX-200 Advance
(200 MHz) spectrometer using DMSO-dg as the solvent and
tetramethylsilane (Me,Si) as the internal reference.

2.2. Synthesis and crystallization

The title hydrazones were prepared by reacting equimolar
amounts (1 mmol) of 2-acetylpyridine or 2-benzoylpyridine
with 2-nitroimidazole-1-carbohydrazide or 4-nitroimidazole-1-
carbohydrazide in methanol (10 ml), with the addition of three
drops of acetic acid as catalyst. The reaction mixtures were
kept under reflux for 4 h. After cooling to room temperature,
the obtained solids were filtered off, washed with methanol
and ethyl ether, and dried under reduced pressure

2.2.1. Analytical data for (1). White solid. Analysis calcu-
lated for C;,H,N¢O5 (%): C 50.11, H 4.03, N 29.15; found: C
50.00, H 4.20, N 29.15. M.p. 240.2-240.6 °C. IR (KBr, cm™'):
v(N—H) 3190; v(C=0) 1686; v(C=N) 1536; v(N—O) 1488,
1336; p(py) 622. '"H NMR (DMSO-d,): § 11.31, 11.03 [s, 1H,
N(3)H], 8.14 (d, 1H, H3), 7.87 (s, 1H, H4), 7.43 (¢, 1H, HY),
8.62 (m, 1H, H6), 5.53, 5.12 (s, 2H, H9), 8.39 (s, 1H, H10), 7.87
(s, 1H, H12), 2.42, 2.37 (s, 3H, H13). °C NMR (DMSO-dj): §
149.84 (C2), 124.19 (C3), 136.68 (C4), 120.17 (CS), 149.84 (C6),
154.69 (C7), 168.92 (C8), 49.31 (C9), 123.26 (C10), 146.71
(C11), 138.68 (C12), 12.05 (C13). Yield: 89%.

2.2.2. Analytical data for (2). White solid. Analysis calcu-
lated for C;,H,N¢O5 (%): C 50.21, H 4.46, N 29.17; found: C
50.00, H 4.20, N 29.15. M.p. 239.4-240.9 °C. IR (KBr, cm™'):
v(N—H) 3187; v(C=0) 1686; v(C=N) 1546; v(N—O) 1495,
1377; p(py) 622. '"H NMR (DMSO-d,): § 11.33, 11.11 [s, 1H,
N(3)H], 8.14, 8.01 (d, 1H, H3), 7.86 (¢, 1H, H4), 7.43 (¢, 1H,
HS), 8.61 (d, 1H, H6), 5.78, 5.39 (s, 2H, H9), 7.24 (s, 1H, H11),
7.69 (s, 1H, H12), 2.42, 2.38 (s, 3H, H13). *C NMR (DMSO-
de): § 145.27 (C2),120.20 (C3), 136.67 (C4), 124.22 (C5), 148.68
(C6), 154.70, 154.70 (C7), 168.51, 163.40 (C8), 51.69 (C9),
150.02 (C10), 127.71 (C11), 128.71 (C12). Yield: 62%.

2.2.3. Analytical data for (3). White solid. Analysis calcu-
lated for C;H4N¢O53 (%): C 57.45, H 4.04, N 24.09; found: C
58.28, H 4.03, N 23.99. M.p. 208.0-208.3 °C. IR (KBr, cm™'):
V(N—H) 3196; v(C=0) 1686; v(C=N) 1540; v(N—O) 1492,
1336; p(py) 624. "H NMR (DMSO-d,): § 12.45, 10.72, 10.58 [s,
1H, N(3)H], 8.20 (d, 1H, H3), 8.04, 7.97 (m, 1H, H4), 7.28 (t,
1H, HS5), 8.85, 8.70, 8.48 (d, 1H, H6), 5.61, 5.04 (s, 2H, H9). 8.37
(s, 1H, H10), 7.85 (s, 1H, H12), 7.62-7.38 (m, SH, H14/15/16/
17/18). °C NMR (DMSO-dy): § 146.68 (C2), 121.38 (C3),
136.90, 136.76 (C4), 129.55, 129.22 (C5), 147.11, 146.68 (C6),
155.45, 155.06 (C7), 168.59, 168.43 (C8), 49.31, 48.97 (C9),
124.10, 123.21 (C10), 149.53, 148.97 (C11), 138.66, 138.07
(C12), 129.22-124.91 (C13/14/15/16/17/18). Yield: 65%.

2.3. Crystal structure determination

Crystal data, data collection and structure refinement
details are summarized in Table 1. H atoms connected to C
atoms were placed in idealized positions and treated using a
rigid model, with Ujo(H) = 1.2U(C) and C—H = 0.93 and
0.97 A for aromatic CH and CH,, respectively. The methyl H
atoms [compounds (1) and (2)] were modelled as disordered

Acta Cryst. (2019). C75, 320-328

Oliveira et al.

+ Antileishmanial activity of nitroimidazole-derived hydrazones 321



research papers

Table 1

Experimental details.

Crystal data

Chemical formula

M,

Crystal system, space group
Temperature (K)

a, b, c (A)

a, By (%)

V (A%

Z

Radiation type

p (mm™)
Crystal size (mm)

Data collection
Diffractometer

Absorption correction

Toniny Tinax

No. of measured, indepen-
dent and observed [ >
20(1I)] reflections

Rim

(sin O/A ) max (A7)

Refinement

R[F? > 20(F?%)], wR(F?), §
No. of reflections

No. of parameters

No. of restraints

H-atom treatment

Apmax’ Apmin (e Ai})

@®

C12H1oN6O03

288.28

Monoclinic, P2,/c

270

5.9284 (4), 13.6918 (7),
16.0601 (12)

90, 96.721 (7), 90

1294.65 (15)

4

Mo Ka

0.11

0.42 x 0.28 x 0.06

Rigaku Xcalibur Gemini
ultra diffractometer with
an Atlas detector

Multi-scan (CrysAlis PRO;
Rigaku OD, 2015)

0.666, 1.000

8641, 2653, 2015

0.027
0.625

0.041, 0.113, 1.05

2653

215

0

H atoms treated by a
mixture of independent
and constrained refine-
ment

0.16, —0.21

O]

C1oH1oN6O;

288.28

Monoclinic, 12/a

270

12.189 (1), 18.7185 (11),
12.4701 (9)

90, 106.612 (8), 90

2726.4 (4)

8

Mo Ka

0.11

0.41 x 0.08 x 0.02

Rigaku Xcalibur Gemini
ultra diffractometer with
an Atlas detector

Multi-scan (CrysAlis PRO;
Agilent, 2014)

0.807, 1.000

9783, 2786, 1955

0.036
0.625

0.044, 0.119, 1.05

2786

203

0

H atoms treated by a
mixture of independent
and constrained refine-
ment

0.19, —0.20

(3a)

C7H14N6O;

350.34

Monoclinic, P2;/c

270

13.1965 (5), 14.0718 (6),
8.9747 (5)

90, 92.596 (4), 90

1664.88 (13)

4

Mo Ko«

0.10

0.25 x 0.19 x 0.12

Rigaku Xcalibur Gemini
ultra diffractometer with
an Atlas detector

Multi-scan (CrysAlis PRO;
Rigaku OD, 2015)

0.778, 1.000

26042, 3410, 2323

0.051
0.625

0.047, 0.134, 1.04

3410

235

0

H-atom parameters
constrained

0.15, —0.18

(3b)

C7H14N6O;

350.34

Triclinic, PT

270

5.8656 (4), 10.3304 (12),
13.7224 (16)

74.736 (10), 88.725 (8),
87.006 (8)

801.04 (15)

2

Mo Ka

0.11

0.18 x 0.13 x 0.07

Rigaku Xcalibur Gemini
ultra diffractometer with
an Atlas detector

Multi-scan (CrysAlis PRO;
Agilent, 2014)

0.859, 1.000

5468, 3273, 2094

0.032
0.625

0.060, 0.166, 1.04

3273

211

6

H-atom parameters
constrained

0.37, —0.44

Computer programs: CrysAlis PRO (Rigaku OD, 2015), SHELXS2017 (Sheldrick, 2015a4), SHELXL2017 (Sheldrick, 2015b), Mercury (Macrae et al., 2008), ORTEP-3 for Windows

(Farrugia, 2012), WinGX (Farrugia, 2012) and pubICIF (Westrip, 2010).

over two sites. For amine groups, riding models with N—H =
0.86 A and Uiso(H) = 1.2U(N) were applied. Characteriza-
tions using Hirshfeld surfaces and fingerprint plots were
carried out using CrystalExplorer (Turner et al., 2017). The
surfaces are shown transparent to allow a clear view of the
molecules and the interaction environment of the crystals. The
fingerprint plots are displayed in the standard 0.4-3.0 A range
for the d. and d; axes.

2.4. Electrochemistry studies

Cyclic voltammetry experiments were carried out at room
temperature by means of a conventional three-electrode cell
(with a volumetric capacity of 10 ml) in a pAutolab type II
potentiostat (Echo Chemie, Utrecht, the Netherlands) using
the GPES (Version 4.9; https://www.ecochemie.nl/) software.
The working electrode was a Metrohm glassy carbon elec-
trode, the auxiliary electrode was a platinum wire and Ag/
AgCl, CI” (3.0 M) was used as the reference electrode. The
glassy carbon electrode was previously fine-polished with
0.3 pm alumina slurry on a polishing felt for 10 min. Solutions

for analysis were prepared in spectroscopic dimethylform-
amide (DMF) containing 1 mM of analyte and 0.1 M of
tetrabutylammonium perchlorate (TBAP) as the supporting
electrolyte. Before recording the voltammograms, the test
solution was thoroughly purged with high-purity nitrogen gas
to remove any traces of dissolved oxygen. Cyclic voltammo-
grams were recorded in the 1.00 to —2.50 V potential range
using a 250 mV s~ scan rate.

2.5. Evaluation of the cytotoxic activity against macrophage
cells and of the antileishmanial effects of compounds (1)—(3)

2.5.1. Macrophage culture. J774.A1 lineage macrophages
were maintained in culture bottles containing 10 ml of RPMI
medium supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS)
and 2 mM L-glutamine, non-essential amino acids and pyru-
vate. For the experiments, cells were counted, adjusted in
RPMI medium supplemented with 10% FBS and then plated
on a 96-well plate.

2.5.2. Macrophage viability assay. The MTT {3-[4,5-di-
methylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide} tetra-
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zolium reduction assay was used for the study of cell viability
of macrophages (Mosmann, 1983; Hussain et al., 1993).
J774A.1 macrophages were plated in 96-well plates for 1 h (5 x
10" per well) and exposed to different concentrations of
diluted compounds in supplemented RPMI (0.1, 1, 10 and
100 pM) medium for 24 h in an incubator at 37 °C and 5%
CO, humid atmosphere. Cells cultivated with culture medium
and cells cultured in the presence of the vehicle used in the
dilution of the compounds (0.1% DMSO) were used as
controls. After the incubation period, the supernatant was
discarded and then 100 ul of the MTT solution (0.5 mg ml™")
were added. The plates were again incubated for 1 h at 37 °C
and 5% CO,, after which the supernatant was removed and
100 pl of DMSO P.A. added to solubilize the MTT (formazan)
metabolism product. The spectrophotometric reading was
performed at 550 nm. The cell viability in the wells treated
with the different compounds was compared to the death
standard obtained from the control cultures.

2.5.3. Macrophage infection with Leishmania chagasi.
Macrophages from the J774.A1l lineage were plated in a 24-
well plate containing 13 mm-diameter glass coverslips at 5 x
10" cells/well using RPMI medium. The cells were then incu-
bated for 1 h at 37 °C and 5% CO, humid atmosphere for cell
adherence. For macrophage infection, promastigotes of L.
chagasi were used in the proportion 10 parasites to 1 macro-
phage. A 6 h period was required for the infection of the cells,
incubated at 37 °C and 5% CO, humid atmosphere. After
infection, the macrophages were ‘washed’ with phosphate
buffered saline (PBS, pH 7.2) for removal of the nonphago-
cytized parasites. Infected macrophages were cultured within
RPMI supplemented with 10% FBS, 2 mM L-glutamine, 2 mM
non-essential amino acids and 2 mM pyruvate, in the presence
or absence of a 10 pM concentration of the compounds, and
were kept for 24 h in an incubator at 37 °C and a 5% CO,
atmosphere. After this culture period, the wells containing the
coverslips were washed with PBS and the cells were fixed with
ice-methanol and stained with Giemsa—May—Griinwald. The
infection evaluation was performed by observing the number
of infected macrophages and the number of amastigotes in 100
macrophages. Cell counting was performed using a 100x
objective (immersion) optical microscope (Nunes et al., 2005).

2.6. Assessment of the antileishmanial effect of compounds
(1)—(3) with promastigote culture

The parasites from Gongalo Moniz Research Center—
Fiocruz-BA, assigned by Dr Valéria de Matos Borges
(MCAN/BR/89/BA262), were used to perform the culture of
L. chagasi promastigotes. Promastigotes were maintained in
vitro in Schneider’s medium supplemented with 10% FBS and
2% male human urine at 27 °C in a Biochemical Oxygen
Demand (BOD) incubator. For the experiments, the parasites
were placed in Falcon tubes and centrifuged at 3000 rpm for
10 min. Subsequently, the supernatant was discarded and the
pellet which formed was resuspended in Schneider’s medium.
The parasites were then counted in a Neubauer chamber for
plating and subsequent assays.

(d)

Figure 1

The molecular structures of (a) H2Ac4NO2Im, (1), (b) H2Ac2NO2Im,
(2), (¢) (Z2)-H2Bz4NO2Im, (3a), and (d) (E)-H2Bz4NO2Im, (3b),
showing the labelling schemes of the non-H atoms and their displacement
ellipsoids at the 50% probability level.

3. Results and discussion

Microanalyses and IR and NMR spectra were compatible with
the formation of H2Ac4NO,Im, (1), H2Ac2NO,Im, (2), and
H2Bz4NO,Im, (3). In the IR spectra of the hydrazones, the
v(C=N) vibrational mode was observed at 1546-1536 cm™ ",
while the v(C=0) absorption was observed at 1686 cm ™' and
the in-plane deformation mode of the pyridine ring was found
at 624-622 cm™"' (Despaigne et al., 2010).

The NMR spectra of the hydrazones were recorded in
DMSO-d,. The 'H resonances were assigned on the basis of
chemical shifts, multiplicities and by using 2D homonuclear
'"H-"H correlation spectroscopy (COSY). The carbon type (C
or CH) was determined by using distortionless enhancement
by polarization transfer (DEPT135) experiments and the
assignments were made by 2D heteronuclear multiple

Acta Cryst. (2019). C75, 320-328
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Table 2

Selected bond lengths (A) and angles (°) in the structures of (1), (2), (3a) and (3b).

Bond/angle H2Ac4NO,Im, (1) H2Ac2NO,Im, (2)
01-C8 1.2219 (18) 1.2219 (19)
03—N6 1.2273 (19) 1.210 (2)
02—N6 1.225 (2) 1214 (2)
N3—C8 1.3471 (19) 1.3381 (19)
N3—N2 1.3738 (17) 1.3744 (18)
N2—C7 1.2814 (19) 1.2806 (19)
C7—C2 1.486 (2) 1.488 (2)
C8—N3—N2 118.87 (12) 118.27 (13)
N2—N3—H3N 120.6 120.9
C10—N4—C12 106.68 (13) 105.05 (14)
C7—N2—N3 119.24 (13) 118.58 (13)
02—N6—03 124.08 (15) 123.90 (19)
C6—N1—-C2 117.44 (15) 117.27 (16)
N2—C7—C2 114.94 (13) 114.37 (14)

(E)-H2Bz4NO,Im, (3a) (Z2)-H2Bz4NO,Im, (3b)

1218 (2) 1.226 (3)
1228 (2) 1235 (3)
1.226 (2) 1.224 (3)
1.346 (2) 1.349 (3)
1372 (2) 1373 (3)
1.285 (2) 1.289 (3)
1.494 (3) 1472 (3)
118.84 (14) 117.5 (2)
1206 1212

107.09 (15) 107.5 (2)
118.41 (15) 119.6 (2)
124.02 (18) 124.1 (3)
116.76 (19) 120.0

12435 (17) 1142 (2)

quantum coherence (HMQC) and heteronuclear multiple
bond coherence (HMBC) experiments.

Duplicated signals were observed in the "H NMR spectra of
the hydrazones. The N3—H signals at § 11.31 and 11.03 for (1),
11.33 and 11.11 for (2), and 10.72 and 10.52 for (3) are in
accordance with the presence of the Z (88, 90, 45%) and E (12,
10, 42%) configurational isomers in DMSO-ds solution
(Despaigne et al., 2009). In the spectrum of (3), an additional
signal of N3—H at § 10.58 was attributed to the presence of
the enol form (13%) in equilibrium with the keto tautomer.
For (3), three signals of H6 were observed in the '"H NMR
spectrum at § 8.85, 8.70 and 8.48, attributed to the Z, E and
enol forms, while duplicated signals were noticed for atoms
C4, C5, C6, C7 and C8 in the *C NMR spectrum, in accor-
dance with the presence of Z and E configurational isomers.

3.1. Crystal structure determination

Crystals of H2Ac4NO,Im, (1), H2Ac2NO,Im, (2), and (Z)-
H2Bz4NO,Im (3a), were obtained from the mother liquor in

the syntheses, and crystals of (E)-H2Bz4NO,Im, (3b), were
obtained by slow evaporation of the compound in DMSO-d.
A summary of the crystal data, data collection and refinement
details for (1)—(3) is listed in Table 1. The atom arrangements
and atom-numbering schemes are shown in Fig. 1. Selected
bond lengths and angles for the title compounds are given in
Table 2.

H2Ac4NO,Im, (1), and (Z)-H2Bz4NO,Im, (3a), crystal-
lized in the monoclinic space group P2,/c, with four molecules
per unit cell (Z = 4). H2Ac2NO,Im, (2), crystallized in the
monoclinic space group [2/a (Z = 8) and (E)-H2Bz4NO,Im,
(3b), crystallized in the triclinic space group P1 (Z = 2).

Hydrazones (1), (2) and (3b) adopt the E configuration,
while (3a) adopts the Z configuration in the crystal. The
C8=01 and C7=N2 bond lengths [1.2219 (18) and
1.2814 (19) A, respectively, in (1); 1.2219(19) and
1.2806 (19) A in (2); 1.218 (2) and 1.285 (2) A in (3a); and
1.226 (3) and 1.289 (3) A in (3b)] are characteristic of C=0
and C=N double bonds. The N2—N3 bond lengths of
13738 (17), 1.3744 (18), 1.372 (2) and 1.373 (3) A in (1), (2),

Figure 2 = )

(c)

Intermolecular N—H- - -O interactions in the crystal packing of (a) H2Ac4NO2Im, (1), (b) H2Ac2NO2Im, (2), and (¢) (E)-H2Bz4NO2Im, (3b).
[Symmetry codes: (i) —x, —y, —z + 1; (ii)) —x + 1, —y, —z + 1; (iii)) —x + 2, —y, —z.]
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Figure 3

N- - -N intermolecular interactions in the crystal packing of (Z)-H2Bz4NO,Im, (3a), along the a axis. [Symmetry codes: (iv) —x + 1,y + 3, —z + % (v) x,

y+lz(vi) —x+1,y—% —z+ L5 (vi)x,y — 1, 2]

(3a) and (3b), respectively, are intermediate between single
N—N and double N=N bonds. This effect probably results
from the m-delocalization in the hydrazone skeleton. The bond
lengths are similar to those reported in the literature for
hydrazones of the same type (Dias et al, 2015).

The hydrazone [CC(O)NNC] skeleton is essentially planar
in all the structures, with an r.m.s. deviation from the C7/N2/
N3/C8/01/C9 least-squares plane of 0.0142 A in (1), 0.0184 A
in (2), 0.0201 A in (3a) and 0.0390 A in (3b).

The E conformation in H2Ac4NO,Im, (1), H2Ac2NO,Im,
(2), and H2Bz4NO,Im, (3b), is stabilized by a strong inter-
molecular N—H. --O interaction {N3---0O1' = 2.9166 (16) A
and N3—H3N...01' = 165° [symmetry code: (i) —x, —y,
—z + 1] in (1), N3...01" = 28754 (17) A and N3—
H3N- - -01" = 164° [symmetry code: (ii) —x + 1, —y, —z + 1] in
(2), and N3.--0O1' = 2,994 (3) A and N3—H3N. - -O1 = 162°
[symmetry code: (iii) —x + 2, —y, —z] in (3b). These inter-

e

d; d;
T e

UEURTUTZ TR TR T 2T AT I

Figure 4

actions lead to the formation of dimeric structural arrange-
ments (Fig. 2). In the crystal packing of (Z)-H2Bz4NO,Im,
(3a), the intermolecular N3—H- - -NS5 interaction [N3 - - -N5" =
3.009 (2) A and N3—H3N. - -N5" = 160°; symmetry code: (iv)
—x + 1,y + 4, —z + §], results in a zigzag structural arrange-
ment, with the formation of chains along the crystallographic b
axis (Fig. 3). Nonclassical intermolecular C—H- - -N and C—
H. . -O interactions are also observed in the crystal packings of
(1), (2), (3a) and (3b).

The Hirshfeld surfaces (Spackman & Jayatilaka, 2009) and
fingerprint plots (Spackman & McKinnon 2002) for all the title
compounds have been generated and analyzed (Fig. 4). In all
the compounds, the closest contact (red region in Fig. 4a) in
the Hirshfeld surfaces are observed for N—H---O in (1), (2)
and (3b), and for N—H- - -N in (3a). The fingerprint analysis of
these surfaces show that hydrogen bonds are responsible for
around 31% of the close contacts in the Hirshfeld surfaces for

O T T T TR T I I I L e e o

(a) Hirshfeld surfaces and (b) fingerprint plots for (1), (2), (3a) and (3b), shown left to right.
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Table 3

Cyclic voltammetry parameters” corresponding to the R—NO,/R—NO, ~
couple for compounds (1)—(3) versus the Ag/AgCl, CI™ (3.0 M) reference
electrode.

Compound” Epie (mV) AE; (mV) Lo/ Iie
(1) —1203 83 0.58
2) —1025 105 0.90
3) —1162 95 0.53
Metronidazole —1160 — -
Benznidazole —1019 — —

Notes: (a) scan rate of 250 mV s~ *; (b) compounds at 1 mM dissolved in DMF using 0.1 M
of TBAP as the supporting electrolyte.

compounds (1) and (2), 25% for (3b) (H---O contacts) and
13% for (3a) (H---N contacts). These interactions are
displayed in fingerprint plots at smaller distances of d; (closest
internal distance from a given point on the Hirshfeld surface)
and d. (closest external distance from a given point on the
Hirshfeld surface), forming a symmetric distribution. The
nondirectional H- - -H contacts and the conventional hydrogen
bonds are responsible for more than half of the interactions in
the crystals [around 60% for compounds (1), (2) and (3a), and
56% for (3b)]. The C---H and H---C contacts exhibit the
characteristic wing pattern only in the fingerprint plots of
compounds (1) and (3b), indicating that C—H-- -7 inter-
actions are significant in these compounds (Clausen et al.,
2011).

3.2. Electrochemistry studies

Nitroimidazoles are prodrugs that require bioactivation by
reduction of the nitro group in the intracellular environment
in order to exert their pharmacological effect. The formation
of the nitro anion radical is presumed to trigger a series of
reduction steps, resulting in the production of nitroso,
hydroxylamine and amine metabolites (Fig. 5), which interact
with different biomolecules, including DNA, proteins and
lipids (Ang et al., 2017; Miyamoto et al., 2013).

Compounds (1) and (3) exhibited a process with E,. =
—1200 mV, while (2) exhibits a process with E,;. = —1020 mV,
corresponding to a quasi-reversible monoelectronic transfer-
ence with the formation of R—NO, . These values are similar
to those reported for the bioreducible drugs metronidazole
(Livertoux et al. 1996) and benznidazole (Bollo et al., 2001).
The cyclic voltammograms also showed a reversible reduction
at —2500 mV attributed to the formation of hydroxylamine.
The remaining processes were attributed to redox effects
occurring in the Schiff base skeleton (Table 3).

Peaks Ic and Ia: R—NO, + ¢~ <+ R—NO, ™ (1)
Peak IIc: R—NO, ™ + 3e™ + 4H" - R—NHOH + H,0 (2)

3.3. Cytotoxic activity against }774 macrophages

The cell-viability assay of the title compounds on macro-
phages J774A.1 showed no toxicity at the highest assayed
concentration (100 pM), whereas pentamidine, used as the
positive control, proved to be cytotoxic, with ICsy =

Table 4
Cell viability (toxicity) on macrophages J774A.1 in the MTT assay after
24 h.

Treatment  J774A.1 macrophage ICs, (xM)* Maximum cytotoxicity (%)°
Pentamidine 44.1+0.4 93.240.8*

>100 16.02+£1.24

>100 18.09+2.73

>100 18.60+2.73

The results refer to: (a) the 50% lethal concentration of macrophages (LCs) calculated
by concentration—toxic response curves; (b) mean =+ standard error of the mean
maximum cytoxicity in triplicate of a representative experiment. The maximum effect
values were considered significant when (*) p < 0.001 compared to the 0.1% DMSO

group.

Table 5
Effect of compounds (1)-(3) on the intracellular forms of Leishmania
chagasi amastigotes at 10 uM after 24 h of treatment.

Treatment Maximum effect (%)
Glucantime 49.7542.25%
Pentamidine NA > 10

(1) 83.67+2.75*

(2) NA > 10

(3) 452342.82%

The results refer to: maximum effect (ME), which is expressed as a mean of the maximum
cytotoxicity + standard error of the mean in triplicate of a representative experiment.
The values were considered significant when (*) p < 0.001 compared to the 0.1% DMSO
group. NA means the substance showed no significant lethal activity over L. chagasi
amastigotes up to the concentration of 10 M in relation to the DMSO group.

441404 pM and a maximum cytotoxicity of 93.2+0.8%
(Table 4). Hence, despite the structural differences between
the compounds, unlike pentamidine, none of the derivatives
presented cytotoxicity towards the mammalian cells.

3.4. Antileishmanial activity

Structural differences in the nitroimidazole group (2-nitro-
imidazole or 4-nitroimidazole) have a considerable influence
on the antileishmanial activity. Only (1) and (3) showed
statistically significant activity on intracellular amastigote
forms of L. chagasi (Table 5), while (2) proved to be inactive at
the assayed concentration (10 pM). In fact, compound (1)
presented a maximum effect of 83.6742.75% and (3) exhibited
a maximum effect of 45.224+2.82%. Since both (1) and (3) are
4-nitroimidazole derivatives, while (2) is a 2-nitroimidazole
hydrazone, this structural change probably results in the
decreased antileishmanial effect.

4. Conclusions

Structural studies revealed that H2Ac4NO,Im, (1), and
H2Ac2NO,Im, (2), crystallized in the E configuration, while

3 e 2e 2e”
RNO N RNHOH

e

S -
RNO, '/\ RNO, RNH,

0, O,

Figure 5
Bio-reductive processes of nitroimidazole compounds involving the
production of the nitro anion radical and of the nitroso, hydroxylamine
and amine species.
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H2Bz4NO,Im, (3), crystallized in both the Z, (3a), and E, (3b),
configurations. Interestingly, NMR data indicated the predo-
minance of the Z isomer in DMSO-d; for both (1) and (2),
while for (3), the two isomers are present in equivalent
amounts.

Hirshfeld surface and fingerprint plot analyses indicated
that in all the compounds the H: - -H and H- - -O interactions
are responsible for crystal packing stabilization.

Despite the structural differences between the compounds,
unlike pentamidine, none of the derivatives presented cyto-
toxicity towards mammalian macrophage cells. In contrast,
compounds (1) and (3) exhibited antileishmanial effects
against L. chagasi, whereas (2) proved to be inactive under the
experimental conditions, suggesting that the presence of the
4-nitroimidazole group (but not the 2-nitroimidazole group)
might be a determining factor for the pharmacological effect.
Since (2) was devoid of activity while both (1) and (3) proved
to exhibit antileishmanial effects, the presence of the acetyl or
benzoyl groups was possibly not a determining factor for the
observed antileishmanial activity.

In addition, the results indicated that, in the case of (1) and
(3), reduction of the nitro group to form the nitro anion
radical occurs with E,;. = —1203 and 1162 mV, respectively,
while in the case of (2), this process takes place at E,. =
—1.025 mV.

The literature reports that the position of the nitro group
strongly influences the pharmacological profile of bioreducible
nitroimidazole derivatives (Squella et al., 2006). In addition,
protozoa and mammals show distinct capacities for the
reduction of nitroimidazole compounds (Edwards, 1993a,b),
which might explain why none of the title compounds
presented toxicity towards macrophage cells.

In conclusion, (1) and (3) or their analogues deserve to be
investigated further as bioreducible antileishmanial prodrug
candidates. Studies involving a greater number of compounds
are needed in order to establish structure—activity relation-
ships.
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Investigation of the antitrypanosomal effects of
2-formyl-8-hydroxyquinoline-derived hydrazones
and their antimony(in) and bismuth(in) complexest
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In the present work 8-hydroxyquinoline-derived hydrazones were obtained, namely 2-formyl-8-hydroxy-
quinoline-4-nitroimidazolhydrazone (H2Q4NO,lm) (HpLa, 1) and 2-formyl-8-hydroxyquinoline-4-
nitrobenzenehydrazone (H2Q4NO,Ph-H,0) (H,Lb, 2), as well as their antimony() [Sb(L)Cl,] (3, 4) and
bismuth(m) [Bi(L)Cl] (5, 6) complexes. The cytotoxic concentration range of the compounds was first
determined in non-infected human and mouse cells. Furthermore, their antiparasitic activity against
Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease, was evaluated. While H,Lb (2) was inactive,
H,La (1) and complexes 3—6 inhibited T. cruzi trypomastigotes with ECso values ranging from 0.06 to
30.05 pM. Complex 3 proved to be as potent as the reference drug benznidazole whereas complexes
4-6 were more potent than benznidazole as antiparasitic agents. The antimony(i) (4, ECsg = 0.33 uM)
and bismuth(m) (6, ECsp = 0.06 uM) complexes presented the highest activities against the extracellular
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DOI: 10.1039/c9nj02676b parasites. As expected, complexes 4 and 6 also exhibited the highest anti-T. cruzi activity against the

amastigote form, with ECsq values of 3.05 and 2.31 uM, respectively. Investigation of the mode of action
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Introduction

Chagas disease is a neglected disease caused by the protozoan
parasite Trypanosoma cruzi (Trypanosomatidae). It is estimated
that about 6 to 7 million people live with Chagas disease
worldwide, mainly in Latin America, where it is endemic in 21
countries." Since the end of the 1960s and the beginning of the
1970s nifurtimox and benznidazole have been used for the
treatment of Chagas disease.”> However, both drugs cause
severe side effects and are mostly effective during the acute
phase of the disease.? Moreover, strains resistant to these drugs
have already been reported.” In spite of several studies aiming
to develop efficient antiparasitic drugs, an ideal treatment for
Chagas disease is still lacking. Different approaches have been

“ Departamento de Quimica, Universidade Federal de Minas Gerais,
31270-901 Belo Horizonte, MG, Brazil. E-mail: hberaldo@ufing.br
b Departamento de Quimica, Universidade Federal de Vicosa, 36570-900 Vicosa,
MG, Brazil
¢ Instituto Gongalo Moniz, FIOCRUZ, 40296-710, Salvador, BA, Brazil
4 Escola Bahiana de Medicina e Saiide Publica, 40290-000, Salvador, BA, Brazil
t Electronic supplementary information (ESI) available: NMR and IR spectra of
all compounds, the thermogravimetric curve of H,Lb (2) and data on the crystal
packing of complex 4a. CCDC 1912682 (4a). For ESI and crystallographic data in
CIF or other electronic format see DOI: 10.1039/c9nj02676b

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2019

of complex 6 on trypomastigotes suggested the occurrence of cell death by necrosis.

used for drug discovery against trypanosomatids, including
target-based approaches, compound repositioning and pheno-
typic screening, which involves screening for growth inhibitors
directly against an intact parasite.’

8-Hydroxyquinoline (8-HQ) is considered as a privileged
structure in medicinal chemistry.® In fact, 8-HQ and its derivatives
present a wide spectrum of pharmacological applications as
antimicrobial, antineoplastic, anti-neurodegenerative, anti-
inflammatory” and antioxidant® agents. Some of the therapeutic
effects of these compounds are believed to rely on metal
coordination.” We demonstrated that antimony(m) complexes
with 8-HQ derivatives present antitrypanosomal activity.’

Functionalization of the 8-HQ scaffold with different groups
leading to bioactive derivatives is reported in the literature.'® In
previous studies some of us carried out the syntheses of 8-HQ-
derived Schiff bases which showed promise for modulating
copper-Af peptide interactions, believed to take part in the
development of Alzheimer’s disease.'

In the modes of action of both nifurtimox and benznidazole
the nitro group is supposed to undergo bio-reduction generating
the nitro anion radical, which is highly toxic to the parasite.’* In
previous studies we demonstrated that 4-nitrobenzaldehyde- and
4-nitroacetophenone thiosemicarbazones and their copper(u)
and ruthenium(u) complexes exhibit potent antitrypanosomal
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Fig. 1 Structural representations of 2-formyl-8-hydroxyquinoline-4-nitro-
imidazolhydrazone (H2Q4NO,Im) (H,La, 1) and 2-formyl-8-hydroxy-
quinoline-4-nitrobenzenehydrazone (H2Q4NO,Ph) (H,Lb, 2).

effects"*'* and that nitroimidazole-derived hydrazones and their

metal complexes exhibit antimicrobial effects."”” Hence, in the
present work functionalization of 8-HQ with the 4-nitroimidazole
or 4-nitrobenzene pharmacophoric groups attached to a hydra-
zone chelating system was carried out (Fig. 1).

Antimony-based drugs are used in the therapy of parasitic
leishmaniasis. In addition, antimony(m) complexes present
antimicrobial,'® antineoplastic'” and antiparasitic'® effects.
Bismuth(m) complexes were also shown to exhibit anti-
protozoal,® antimicrobial and antitumor activities.’*>"

In order to investigate the antiparasitic activities of 8-HQ
derivatives, antimony(m) and bismuth(u) complexes with the novel
8-HQ-derived hydrazones were obtained, and the compounds under
study were evaluated for their antitrypanosomal effects.

Materials and methods
Materials and measurements

All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich and used
without further purification. Melting points were recorded on a
Mettler MQAPF-302 apparatus. Molar conductivities (Ay) were
measured using a YSI model 31 conductivity bridge. Partial
elemental analyses were performed on a PerkinElmer CHN
2400 analyzer. Infrared (IR) spectra (4000-400 cm ') were
recorded on a PerkinElmer FT-IR Spectrum GX spectrometer
using KBr pellets. NMR spectra were obtained using a Bruker
DPX-400 Advance (400 MHz) spectrometer using DMF-d; as the
solvent and TMS as the internal reference. Thermogravimetric
curves were obtained using a TGA50H thermobalance (Shimadzu)
in the 25-600 °C temperature range under a dynamic nitrogen
atmosphere at a heating rate of 10 °C min~".

Single crystal X-ray diffraction measurements were carried
out on an Oxford-Rigaku Diffraction GEMINI-A Ultra diffracto-
meter (LabCri-UFMG) using graphite-enhance source Mo Ko
radiation (4 = 0.71073 A) at 270(2) K. Data collection, cell
refinements, data reduction and analytical absorption corrections
were performed using the CrysAlis Pro software package.”* The
structure of complex 4a was solved using SUPERFLIP.>* The full-
matrix least-squares refinement procedure on F* with anisotropic
thermal parameters was carried out using SHELXL-2018/3.>*
Positional and anisotropic atomic displacement parameters were
refined for all non-hydrogen atoms. The hydrogen atoms bound to
carbon and nitrogen atoms were refined using a riding model.
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Table 1 Crystal data and refinement parameters for complex 4a

Complex [Sb(HQ4NO,Ph)(DMF)CL,]- 3DMF (4a)
Molecular formula C,oH39Cl,NgOgSh

Molecular mass (g mol ™) 820.33

Temperature (K) 270(2)

Radiation (MoKo) (A) 0.71073

Triclinic, P1

9.5820(5); 12.0943(6); 16.3348(8)
102.036(4); 100.383(4); 93.829(4)
1810.32(16), 2

Crystal system, space group
a (A); b (A); ¢ (A)
(B () ()

Volume (A%)/z

Density (Mg m™?) 1.505

w (mm~1) 0.967

F(000) 836

Crystal size (mm) 0.48 x 0.06 x 0.03

6 range (°) 1.92-30.51

hkl range -13 < h <13
17 < k<17
23 < 1«23

Measured reflections/unique/R;,,  21771/11 054 [R(int) = 0.0336]

Complete 0 = 26.37° 100.0%

Data/restraints/parameters 11 054/2/456

S (goodness-of-fit on F) 1.045

Statistic parameters [I > 2sigma(l)] R; = 0.0394. wR, = 0.0782
Statistic parameters [all] R; = 0.0647. WR, = 0.0906
Ap min/max (e A™%) 0.636 and —0.690

The molecular plots were prepared using ORTEP-3 for Windows,
Pov-Ray*® and Mercury.”” A summary of the crystal data, data
collection details and refinement results for the compound is
listed in Table 1.

Syntheses of 2-formyl-8-hydroxyquinoline-4-nitroimidazol-
hydrazone (H2Q4NO,Im) (H,La, 1) and 2-formyl-8-hydroxy-
quinoline-4-nitrobenzenehydrazone (H2Q4NO,Ph-H,0) (H,Lb, 2).
Hydrazones were obtained by mixing equimolar amounts (1 mmol)
of 8-hydroxyquinoline carbaldehyde with 4-nitroimidazole hydra-
zide or 4-nitrobenzene hydrazide in methanol, with addition of
3 drops of acetic acid as the catalyst. The reaction mixture was kept
under reflux for 4 hours. The obtained solids were filtered off,
washed with cold methanol and diethyl ether, and dried under
reduced pressure.

Syntheses of complexes 3-6. Complexes 3-6 were obtained by
mixing equimolar amounts (1 mmol) of the desired hydrazone with
SbCl; or BiCl; in methanol. The reaction mixture was kept under
reflux for 24 h. The obtained solids were filtered off, washed with
cold methanol and diethyl ether, and dried under reduced pressure.

2-Formyl-8-hydroxyquinoline-4-nitroimidazolhydrazone (H2Q4-
NO,Im) (H,La, 1). Yellow solid. Anal. calc. for C;5H;,NsO, (FW =
340.29 ¢ mol™"): C, 52.94; H, 3.55; N, 24.70. Found: C, 52.41;
H, 3.67; N, 24.48. Fusion point: 272.0-272.8 °C. IR (KBr, cm '):
N-H) 3127; (O-H) 3254; {C—=0) 1679; C—=N) 1533; Va5, Vs
(N-O,) 1489-1331; p(py) 720. 6 'H NMR (DMF-d,): 12.08 (s, 1H,
N(3)H), 9.82 (s, 1H, O1H), 8.50 (d, 1H, H12), 8.4 (s, 1H, H4), 8.37 (s,
1H, H9), 8.21 (d, 1H, H3), 8.01 (s, 1H, H14), 7.54 (t, 1H, H6), 7.49 (d,
1H, H5), 7.22 (d, 1H, H7), 5.75 (s, 2H, H11). 6 *C NMR (DMF-d):
169.5 (C10), 154.9 (C8), 152.6 (C13), 148.5 (C2), 146.0 (C9), 139.8
(C8a), 139.4 (C14), 137.8 (C4), 130.2 (C4a), 129.6 (C6), 124.1 (C12),
119.0 (C5), 118.7 (C3), 112.9 (C7), 50.1 (C11). Yield: 95%.

2-Formyl-8-hydroxyquinoline-4-nitrobenzenehydrazone (H2Q4-
NO,Ph-H,0) (H,Lb, 2). Yellow solid. Anal. calc. for C;;H14,N,O5
(FW = 354.32 g mol ~): C, 57.63; H, 3.98; N, 15.85. Found: C, 57.05;
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H, 4.10; N, 15.46. Fusion point: 237.1-238.0 °C. IR (KBr, cm™"):
(N-H) 3242; 1(O-H) 3370; {(C—=0) 1648; {(C=N) 1558; vy, Vs
(N-0,) 1522-1330; p(py) 712. 5 'H NMR (DMF-d): 12.57 (s, 1H,
N(3)H), 9.83 (s, 1H, O1H), 8.79 (d, 1H, H9), 8.45 (m, 3H, H4, 13, 15),
8.32 (d, 2H, H12, 16), 8.24 (d, 1H, H3), 7.54 (t, 1H, H6), 7.49 (d, 1H,
H5), 7.21 (d, 1H, H7). § *C NMR (DMF-d,): 163.3 (C10), 154.8 (C8),
153.0 (C14), 150.2 (C9), 140.3 (C2), 139.5 (C8a), 137.7 (C4), 130.4
(C12, 16), 130.3 (C4a), 129.7 (C6), 124.8 (C13, 15), 119.1 (C3, 5),
112.9 (C7). Yield: 82%.
[2-Formyl-8-hydroxyquinoline-4-nitroimidazolhydrazonedi-
chloro]antimony(ur) [Sb(HQ4NO,Im)Cl,] (3). Red solid. Anal. calc.
For C,5H,;CLN0,Sb (FW = 531.95 g mol "): C, 33.87; H, 2.08; N,
15.80. Found: C, 33.75; H, 2.03; N, 15.27. Decomposition at
252 °C. Molar conductivity (1.0 x 10~ mol L™" DMF): 8.81 cm®
Q' mol . IR (KBr, cm ™ "): o(N-H) 3157; o(C=0) 1716; v(C=N)
1545; vy, Vs (N-O,) 1490-1336; p(py) 748. 5 'H NMR (DMF-d):
13.49 (s, 1H, N(3)H), 8.95 (d, 1H, H4), 8.93 (s, 1H, H9), 8.54 (s, 1H,
H12), 8.29 (d, 1H, H3), 8.03 (s, 1H, H14), 7.73 (t, 1H, H6), 7.51 (d,
1H, H5), 7.26 (d, 1H, H7), 5.46 (s, 2H, H11). § "*C NMR (DMF-d.):
165.9 (C10), 158.5 (C8), 148.6 (C2), 147.1 (C13), 142.8 (C9), 142.2
(C4), 139.7 (C14), 132.4 (C8a), 131.4 (C6), 124.7 (C4a), 123.8 (C3),
123.6 (C12), 117.0 (C5), 116.9 (C7), 50.0(C11). Yield: 88%.
[2-Formyl-8-hydroxyquinoline-4-nitrobenzenehydrazonedi-
chloroJantimony(m) [Sb(HQ4NO,Ph)CL,] (4). Red solid. Anal.
cale. For C;,H,;;Cl,N,0,Sb (FW = 527.96 g mol "): C, 37.40; H,
2.40; N, 10.26. Found: C, 37.42; H, 2.34; N, 9.76. Decomposition
at 271 °C. Molar conductivity (1.0 x 107> mol L™' DMF):
15.18 ecm® Q' mol . IR (KBr, cm '): o(N-H) 3345; v(C=0)
1688; v(C=N) 1540; vug,vs (N-O,) 1523-1349; p(py) 743. §
'H NMR (DMF-d,): 13.72 (s, 1H, N(3)H), 9.16 (s, 1H, H9), 8.93
(d, 1H, H4), 8.47 (s, 2H, H13, 15), 8.43 (s, 2H, H12, 16), 8.33
(d, 1H, H3), 7.73 (t, 1H, H6), 7.51 (d, 1H, H5), 7.28 (d, 1H, H7).
C NMR (DMF-d,): 163.3 (C10), 158.5 (C8), 151.3 (C14), 147.1
(C2), 143.3 (C9), 142.7 (C4), 138.4 (C11), 132.4 (C6), 131.5 (C8a),
130.9 (C12, 16), 125.0 (C4a, 13, 15), 124.8 (C3, 5), 117.0 (C7).
Yield: 81%.
[2-Formyl-8-hydroxyquinoline-4-nitroimidazolhydrazonedi-
chloro]bismuth(um) [Bi(HQ4NO,Im)Cl,] (5). Red solid. Anal. calc.
For C;5Hy;BiCl,N,0, (FW = 619.17 g mol "): C, 29.10; H, 1.79;
N, 13.57. Found: C, 29.20; H, 1.79; N, 13.33. Decomposition
at 318 °C. Molar conductivity (1.0 x 10> mol L' DMF):
13.33 cm® Q' mol . IR (KBr, cm™"): v(N-H) 3156; v(C=0)
1698; v(C=N) 1546; v,,v, (N-O,) 1489-1338; p(py) 741. §
"H NMR (DMF-d-): 13.93 (s, 1H, N(3)H), 9.12 (s, 1H, H9), 8.94
(d, 1H, H4), 8.56 (s, 1H, H12), 8.37 (d, 1H, H3), 8.06 (s, 1H, H14),
7.74 (t, 1H, H6), 7.21 (d, 1H, H5), 6.93 (d, 1H, H7), 5.53 (s, 2H,
H11). § *C NMR (DMF-d,): 167.7 (C10), 163.3 (C8), 162.6 (C2),
148.7 (C13), 148.1 (C8a), 145.2 (C9), 142.0 (C4), 139.7 (C14),
134.1 (C4a), 133.5 (C6), 124.5 (C3), 123.8 (C12), 120.4 (C7), 115.0
(C5), 49.7 (C11). Yield: 91%.
[2-Formyl-8-hydroxyquinoline-4-nitrobenzenehydrazonedichloro]-
bismuth(u) [Bi(HQ4NO,Ph)CL,] (6). Red solid. Anal. calc. For C;;H;4
BiCL,N,0, (FW = 615.18 g mol "): C, 33.19; H, 1.80; N, 9.11. Found:
C, 34.33; H, 1.86; N, 9.14. Decomposition at 303 °C. Molar
conductivity (1.0 x 107> mol L™" DMF): 10.12 cm®> Q" mol .
IR (KBr, cm %): o(N-H) 3202; v(C=—0) 1648; v(C—=N) 1599;
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VassVs (N-0,) 1520-1333; p(py) 740. § "H NMR (DMF-d,): 9.35
(s, 1H, H9), 8.98 (d, 1H, H4), 8.48 (m, 5H, H3, 12, 13, 15, 16),
7.72 (t, 1H, H6), 7.31 (d, 1H, H5), 7.05 (d, 1H, H7). Yield: 76%.

Biological activity
Parasites

All experiments were performed with the Y strain of T. cruzi.
Trypomastigote forms of the parasite were obtained from the
supernatant of infected LLC-MK2 cells and maintained in
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS) and penicillin-streptomycin
(100 U mL ™) (all from Gibco/Life Technologies, Grand Island,
NY, USA) at 37 °C with 5% CO,.

Activity against T. cruzi

The antiparasitic activities of the compounds under study were
investigated against trypomastigotes and intracellular amastigotes
using the protocol previously established by Bastos et al.*® In brief,
trypomastigotes (2 x 10° cells per mL) were incubated in 96-well
plates in DMEM in the presence or absence (negative control) of
the compounds at different concentrations, with a maximum
concentration of 50 uM, and the plates were incubated for
24 hours. After this incubation period, the viable parasites
(refringent and moving cells) were counted in a hemocytometer.
The antiparasitic activity was expressed as 50% effective concen-
tration (ECso) in comparison to the untreated parasites.

T. cruzi infection assay

An in vitro parasite infection assay was performed using human
primary skin fibroblasts (hFIB) obtained from patient skin biopsy,
as well as in peritoneal macrophages isolated from BALB/c mice
stimulated with 3% sodium thioglycolate (Sigma-Aldrich).
All experiments were carried out in accordance with the recom-
mendations of Ethical Issues Guidelines and were approved by
the local Ethics Committee (Hospital Sao Rafael, CAAE:
20032313.6.0000.0048) and Animal Ethics Committee (Instituto
Goncalo Moniz, protocol number: 001/2015). hFIB (3 x 10* cells
per mL) and peritoneal macrophages (5 x 10> cells per mL)
were plated in 96-well plates and maintained overnight at 37 °C
with 5% CO,. Cells were infected with trypomastigotes
(10 parasites:1 host cell) for 24 hours. The culture was washed
with saline solution in order to remove non-internalized parasites.
Fresh medium was added, with or without (negative control)
compounds at different concentrations, with a maximum concen-
tration of 50 uM, and incubated for 72 hours. Cells were fixed and
stained by the addition of 50 uL of a solution containing 4%
paraformaldehyde and 4 uM Draq5 DNA dye (BioStatus, Shepshed,
UK) per well. The analysis was performed on an Operetta High
Content Imaging System (PerkinElmer, Waltham, MA, USA)
confocal microscope using a 10x air objective. The percentage
of intracellular parasites was determined and compared with
the negative control, and the compounds’ antiparasitic activities
were also expressed as ECso. Each compound concentration
was tested in triplicate, and three independent experiments
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were performed. The reference drug benznidazole was used as
the positive control. Nonlinear regression analysis performed
with GraphPad Prism version 5.01 (Graph Pad Software, San
Diego, CA, USA) was used to calculate ECs, values.

Mammalian cell toxicity

Cytotoxicity assays were carried out using hFIB and peritoneal
macrophages. A volume of 100 L of hFIB (3 x 10" cells per mL)
and peritoneal macrophages (5 x 10° cells per mL) was plated
in 96-well plates and treated with the drugs for 72 h of
incubation time. Following drug treatment, the cells were
washed twice in saline solution, and the cell viability was
determined by the Alamar Blue assay (Thermo Fisher Scientific,
Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s instructions.
After 24 h, colorimetric readings were performed at 570 and
600 nm. Fifty-percent cytotoxic concentration (CCs,) values were
calculated using data points gathered from three independent
experiments. Gentian violet (Synth, Sao Paulo, Brazil) was used as
a positive control. Nonlinear regression analysis performed with
GraphPad Prism version 5.01 (Graph Pad Software) was used to
calculate CCj, values.

Flow cytometry analysis

Trypomastigotes (2 x 10° cells per mL) were resuspended in
supplemented DMEM medium and treated with the compounds
at 0.06 uM for 6 hours. Parasites were labeled with propidium
iodide (PI) and annexin V using the annexin V-fluorescein
isothiocyanate (FITC) apoptosis detection kit (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA), according to the manufacturer’s instructions.
The experiment was performed using a BD LSR Fortessa SORP
(San Jose, CA, USA) by acquiring 10 000 events, and the data were
analyzed using FlowJo VX (Ashland, OR, USA).

Scanning electron microscopy studies

The parasites were cultured for 24 h in RPMI 1640 medium
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) buffered to pH 7.5 and
supplemented with HEPES (20 mM), 10% fetal bovine serum,
penicillin (100 U mL™"), and streptomycin (100 pg mL™ "),
containing complex 6 at the ECs, concentration and twice the
value of EC5q. The parasites were collected, washed in PBS and
fixed with 2.5% glutaraldehyde, 4% formaldehyde, and 0.1 M
cacodylate buffer at pH 6.8. They were then post-fixed in 2%
osmium tetroxide (OsO,) in a 0.1 M cacodylate buffer at pH 6.8
and processed for scanning electron microscopy (SEM). For
SEM analysis, the parasites were dehydrated in graded ethanol
and dried by the critical point method with CO,. The samples
were mounted on aluminum stubs, coated with gold, and
examined under a JEOL-5600LV microscope.

Results and discussion

Microanalyses and the "H and >C NMR spectra are in accordance
with the formation of H2Q4NO,Im (H,La, 1) and H2Q4NO,Ph-H,0
(H,Lb, 2). The crystallization water molecule in 2 was confirmed
from its thermogravimetric curve, which shows a weight loss of
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5.15% (caled. 5.09%). Microanalyses and molar conductivity
data are compatible with the formation of Sb(HQ4NO,Im)Cl, (3),
Sb(HQ4NO,Ph)Cl, (4), Bi(HQ4NO,Im)Cl, (5) and Bi(HQ4NO,-
Ph)Cl, (6), in which an anionic hydrazone ligand is attached to
the antimony(u) (3, 4) or bismuth(m) (5, 6) center together with
two chloride ions.

Spectroscopic characterization

Infrared spectra. The absorption peaks assigned to the 1(O-H)
vibration at 3254 cm ™" (H,La, 1) and 3370 cm ™' (H,Lb, 2) in the
infrared spectra of the hydrazones are absent in the spectra of
complexes 3-6, due to deprotonation and coordination through
the phenolate oxygen.”® The vibrations attributed to {N-H) at
3127 (H,La, 1) and 3242 (H,Lb, 2) cm ™" in the infrared spectra of
the hydrazones shift to 3157 and 3345 cm™ ' in the spectra of
complexes 3 and 4, respectively, and to 3156 and 3202 cm™ ' in
the spectra of 5 and 6, respectively. The 1(C—N) vibrations at
1533 (H,La, 1) and 1558 (H,Lb, 2) cm™" in the infrared spectra of
the hydrazones shift to 1545 and 1540 cm™ " in the spectra of
complexes 3 and 4 and to 1546 and 1599 cm ' in complexes 5
and 6, respectively, in agreement with the coordination of the
azomethine nitrogen.*® The 1(C=O0) absorption observed at 1679
(H,La, 1) and 1648 (H,Lb, 2) cm ' in the spectra of the free
hydrazones shifts to 1716 and 1688 cm™" in the spectra of
complexes 3 and 4 and to 1698 and 1648 cm ™" in the spectra of
5 and 6, respectively. The in-plane deformation mode of the
pyridine ring at 712-720 cm ™" in the spectra of the uncomplexed
hydrazones shifts to 748-740 cm™" in complexes 3-6, suggesting
coordination of the hetero-aromatic nitrogen.*

NMR spectra. The NMR spectra of the hydrazones and their
antimony(mr) and bismuth(ur) complexes were recorded in DMF-d.
The "H resonances were assigned on the basis of chemical shifts
and multiplicities. The carbon type (C, CH) was determined by
using distortionless enhancement by polarization transfer
(DEPT 135) experiments. The assignments of the protonated
carbons were made by 2D hetero-nuclear multiple quantum
coherence experiments (HMQC).

The signals attributed to N3-H at § 12.08 (H,La, 1) and ¢
12.57 (H,Lb, 2) in the "HNMR spectra of the hydrazones shift to
0 13.49 and 6 13.72 in the spectra of 3 and 4 and to 6 13.93 in
the spectrum of 5. This signal is not observed in the spectrum
of 6, possibly due to deprotonation in solution.?® The signals of
the phenolic hydrogen at 6 9.82 (H,La, 1) and ¢ 9.83 (H,Lb, 2)
are absent in the spectra of the complexes in accordance with
deprotonation and coordination through the oxygen.” The signals
of all hydrogens in the quinoline rings undergo significant shifts
on complexation.

Complex 6 was not soluble enough to allow recording of its
3C NMR spectrum. The signals of C9 at § 146.0 (H,La, 1) and §
150.2 (H,Lb, 2) in the ">C NMR spectra of the hydrazones shift
to 6 142.8 (3), 0 143.3 (4) and to 6 145.2 (5), indicating
coordination through the imine nitrogen. Similarly, the signals
of C8 at § 154.9 (H,La, 1) and 6 154.8 (H,Lb, 2) in the spectra of
the hydrazones shift to 6 158.5 (3), 6 158.5 (4), and ¢ 163.4 (5), in
accordance with coordination through the phenolate carbon.
The signals of C10—0 at ¢ 169.5 (H,La, 1) and 6 163.3 (H,Lb, 2)
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in the spectra of the hydrazones are found at 6 165.9 (3), J 163.3 (4),
and 0 167.7 (5).

X-ray diffraction analyses

Crystals of [Sb(HQ4NO,Ph)(DMF)Cl,]-3DMF (4a) were obtained
by slow evaporation of a DMF-d, solution. Table 2 shows
selected bond distances and angles in the crystal structure of
complex 4a.

[Sb(HQ4NO,Ph)(DMF)CL,]-3DMF (4a) crystallized in the triclinic
system, P1, with two molecules of the complex and six molecules
of DMF per unit cell (Z = 2). The asymmetric unit corresponds to
the molecular formula of the complex and three DMF molecules.
The disordered C20 (methyl group) carbon atom belongs to a non-
coordinated DMF molecule and presents an occupational value of
0.72 and 0.28 for each site.

In 4a the anionic tridentate ligand is attached to the antimony(i)
center through the quinoline oxygen and nitrogen atoms, and
through the hydrazone imine nitrogen. The Sb1-O2 bond distance,
3.181(2) A, is close to the sum of the van der Waals radii, 3.5 A,*
indicating that the hydrazone oxygen is not coordinated to the
metal, in accordance with the NMR data. The molecular structure
of 4a is displayed in Fig. 2.

Table 2 Selected bond distances and angles in the crystal structure of
complex 4a

Bond distance/A Bond angle/°

Sb1-01 2.0444(16) 01-Sb1-N2 139.44(6)
Sb1-N2 2.7587(18) N2-Sb1-N1 63.70(6)
Sb1-N1 2.2601(18) N1-Sb1-Cl1 84.16(5)
Sb1-Cl1 2.5370(7) N1-Sb1-Cl2 80.48(5)
Sb1-Cl2 2.6578(7) N2-Sb1-Cl2 85.54(4)
Sb1-011 2.5454(19) N3-N2-Sb1 129.36(14)
N2-N3 1.357(3) Cl1-Sb1-Cl2 164.54(3)
N1-C2 1.337(3) C8-01-Sb1 118.36(13)
01-C8 1.338(3) C9-N2-N3 118.53(19)
N2-C9 1.271(3) C2-N1-Sb1 128.30(15)
N1-C8A 1.358(3) 011-Sb1-N2 144.84(7)
C10-02 1.210(3) N2-N3-C10 118.68(19)
N3-C10 1.368(3) 01-Sb1-N1 75.77(6)
01-Sb1-011 75.63(7)
\\
N1l
on

Fig. 2 Ortep representation of [Sb(HQ4NO,Ph)(DMF)Cl,]-3DMF (4a). The
H atoms and non-coordinated DMF molecules are omitted for clarify. The
thermal ellipsoids are drawn with the 50% probability level.
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The fragment of the molecule which corresponds to the
hydrazone chelating system and the antimony(u) center is
essentially planar with rms deviation from the plane formed
by the Sb1, O1, C8, C8A, N1, C2, C9, and N2 plane of 0.0218 A;
the antimony atom deviates 0.00141 A from this plane. The
metal coordination sphere contains the tridentate hydrazone
ligand, two chlorides, a DMF molecule and the antimony lone
pair, in a “pseudo” pentagonal pyramidal geometry. The bond
angles around the metal in the basal plane are O1-Sb1-N1 =
75.77(6)°, N2-Sb1-N1 = 63.70(6)°, 01-Sb1-011 = 75.63(7)° and
011-Sb1-N2 = 144.84(7)°. The sum of these angles is 359.94°,
close to the theoretical value of 360°, indicating a pseudo
distorted pentagonal pyramidal geometry. The angles in the
basal plane differ from 72°, the angle of a regular pentagonal
pyramidal structure. Similarly, the Cl1-Sb1-Cl2 angle is
164.54(3)°, differing from 180°, in accordance with a distortion
due to repulsion between the antimony lone pair and the
electrons from the covalent Sb-L bonds and due to the for-
mation of five membered rings involving antimony(ur) and the
Oquinoline_Nquinoline_Nimine ?helating SyStem- N

The C10—02, 1.210(3) A, and C9—N2, 1.271(3) A, distances
are characteristic of double bonds [C=0 (1.22 A) and C=N
(1.28 A)]. The N2-N3 bond distance, 1.357(3) A, is intermediate
between a single N-N (1.45 A) and a double N=N (1.25 A) bond.
The N3-C10 bond distance, 1.368(3) A, is characteristic of a
single bond. These values are in accordance with the fact that
N3-H remains protonated in the complex.

Discussion of the crystal packing of complex 4a is provided
in the ESL¥

Biological activity

Cytotoxicity to mammalian cells. The cytotoxic activities in
non-infected cells were assessed in human and mouse cells. No
cytotoxicity was observed in hFIB when treated with H,La (1)
and its antimony (3) and bismuth (5) complexes. However,
complex 5 was cytotoxic to mouse macrophages with CCsq =
49.17 uM. H,Lb (2) was non-cytotoxic to hFIB while its antimony
(4) and bismuth (6) complexes were cytotoxic against hFIB with
a CCso of 21.62 UM and 6.13 pM, respectively, and also against
mouse macrophages with a CCs, of 10.30 pM and 5.71 pM,
respectively (Table 3). Nonetheless, the observed concentration
range of cytotoxicity to mammalian cells was acceptable for further
assessing the antiparasitic activity of the compounds under study.

Antiparasitic activity. As shown in Table 3, H,Lb (2) was the
only compound that had no activity against trypomastigotes, while
all other compounds presented substantial antiparasitic activity.
H,La (1) and complexes 3-6 inhibited trypomastigotes with ECs,
values ranging from 0.06 to 30.05 uM. Complexes 4-6 were more
potent as antiparasitic agents than benznidazole (ECs, of 14.36 uM),
while complex 3 was as potent as benznidazole. The antimony (4)
and bismuth (6) complexes with H,Lb (2) presented the highest
activities against the extracellular parasites, displaying ECs,
values of 0.33 and 0.06 uM, respectively (Table 3).

Furthermore, the compounds were tested against the intra-
cellular (amastigote) form of the parasite. All compounds
reduced the ratio of infected macrophages, with ECs, values
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Table 3 Antiparasitic and cytotoxic activities of the compounds

ECso + SEM* (HM) CCso + SEM* (uM)
Compounds Trypomastigote Infected M@” hFIB* Mo? SI°
H,La (1) 30.05 + 1.21 14.98 + 6.96 >100 >100 3(>5)
H,Lb (2) NA 12.69 + 0.91 >100 >100 (>7)
3 13.01 + 4.52 13.76 £ 2.93 >100 >100 7(>7)
4 0.33 + 0.10 3.05 + 0.49 21.62 £+ 4.29 10.30 £ 0.35 31 (3)
5 1.21 £+ 0.53 14.71 £ 4.63 >100 49.17 £+ 2.05 40 (3)
6 0.06 £ 0.04 2.31 £ 0.17 6.13 £ 0.56 571 £ 1.11 95 (2)
Benznidazole 14.36 + 3.81 1.43 £ 0.21 >100 >100 7 (>70)
GV ND ND 13.51 £+ 3.21 0.4 £+ 0.04 ND

“Values were calculated based on at least three distinct experiments, performed in triplicate. SEM = mean standard error. ” M@ = infected
peritoneal macrophages. © hFIB = human fibroblasts. ¢ M@ = non-infected peritoneal macrophages. ¢ SI = selectivity index against trypomastigotes.
In parentheses, selectivity index against infected macrophages. NA = not active at the maximum tested concentration (50 uM). ND = not determined.

GV = gentian violet.

ranging from 2.31 to 14.98 uM. As expected, given their high
activity against trypomastigote forms, complexes 4 and 6 presented
also the highest anti-T. cruzi activity against the amastigote form,
with ECs, values of 3.05 and 2.31 uM, respectively (Table 3).

Since complex 6 had the highest activity against trypomastigotes,
we investigated the mechanism of cell death induced by
the compound. Trypomastigotes were incubated with 6 at a

Pl(+)
53.0%

| ISR BT BT B |

| I

Pl dye

Fig. 3 Trypomastigote cell death analysis by flow cytometry. Histograms
represent the population of trypomastigotes not treated (gray) and treated
with 0.06 pM complex 6 (black) after 6 hours of incubation. After this
period, cells treated with 6 presented 53.0% PI (+) cells, indicating that cell
death was induced by necrosis.

15KV X10,000  1pm

X10,000  1pm

concentration of 0.06 uM (ECs, value) for 6 h at 37 °C, and
then double labeled with annexin V-fluorescein isothiocyanate
(FITC) and propidium iodide (PI). Individual cellular data were
acquired and analyzed by flow cytometry.

Untreated trypomastigotes showed 2.2% PI positive staining,
while parasites treated with complex 6 showed 53.0% (Fig. 3). No
annexin V positive staining was observed after treatment of
parasites with 6, suggesting that its antiparasitic effects occur
with the induction of cell death by necrosis. In addition, it
confirms the potent antiparasitic activity of 6 against trypomas-
tigotes, since this assay was performed for 6 h of incubation time.

In order to investigate the effects of the compounds on the
parasite morphology, the ultrastructural effects of 6 on trypo-
mastigotes after 24 h were analyzed by SEM at the ECs, and twice
the ECs, concentrations. The ultrastructural analysis showed short-
ening of the flagellum and membrane fragmentation while the
control group retained its typical morphology (Fig. 4).

Conclusions

In conclusion, in the present work we demonstrated that 2-formyl-8-
hydroxyquinoline-4-nitroimidazolhydrazone (H,La, 1) shows anti-
trypanosomal effects and that upon coordination to both
antimony(im) and bismuth(m) the antiparasitic activity increases,
mainly for the bismuth(m) complex (4). 2-Formyl-8-hydroxy-
quinoline-4-nitrobenzenehydrazone (H,Lb, 2) proved to be active
against amastigotes but inactive against trypomastigotes while
its antimony(m) (5) and bismuth(m) (6) complexes were active
against both forms of the parasite, with the bismuth(ur) complex

15KV X10,000  1pm

Fig. 4 Ultrastructural alterations in trypomastigotes visualized by SEM. Treatment of trypomastigotes with complex 6 induced membrane fragmentation
and shortening of the flagellum. (A) No treatment; after treatment with complex 6 for 24 h at 0.06 uM (B) and 1 uM (C).
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(6) being the most active. In all cases the bismuth(u) complexes
showed the highest selectivity indexes against trypomastigotes.
Hence, 8-hydroxyquinoline-derived hydrazones and their anti-
mony(m) and bismuth(ur) complexes should be further investi-
gated as an interesting platform for the development of new
drugs and metal-based antitrypanosomal drug candidates.
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Abstract In the present work a family of novel
secnidazole-derived Schiff base compounds and their
copper(Il) complexes were synthesized. The antimi-
crobial activities of the compounds were evaluated
against clinically important anaerobic bacterial
strains. The compounds exhibited in vitro antibacterial
activity against Bacteroides fragilis, Bacteroides
thetaiotaomicron, Bacteroides vulgatus, Bacteroides
ovatus, Parabacteroides distasonis and Fusubac-
terium nucleatum pathogenic anaerobic bacteria.
Upon coordination to copper(Il) the antibacterial
activity significantly increased in several cases. Some
derivatives were even more active than the antimicro-
bial drugs secnidazole and metronidazole. Therefore,
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the compounds under study are suitable for in vivo
evaluation and the microorganisms should be classi-
fied as susceptible to them. Electrochemical studies on
the reduction of the nitro group revealed that the
compounds show comparable reduction potentials,
which are in the same range of the bio-reducible drugs
secnidazole and benznidazole. The nitro group reduc-
tion potential is more favorable for the copper(Il)
complexes than for the starting ligands. Hence, the
antimicrobial activities of the compounds under study
might in part be related to intracellular bio-reduction
activation. Considering the increasing resistance rates
of anaerobic bacteria against a wide range of antimi-
crobial drugs, the present work constitutes an impor-
tant contribution to the development of new
antibacterial drug candidates.

Keywords 5-Nitroimidazole - Copper(II)
complexes - Schiff bases - Anaerobic bacteria -
Antimicrobial activity - Bio-reduction

Introduction

The importance of nitro compounds in medicinal
chemistry emerged with the discovery of chloram-
phenicol, an antibacterial agent containing a nitro-
phenyl group, first isolated in 1947 from a culture of
Streptomyces venezuelae (Ehrlich et al. 1947). Since
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then, nitro-heterocyclic compounds have been exten-
sively investigated as antimicrobial agents (Patterson
and Wyllie 2014; O’Shea et al. 2016).

2-Nitroimidazole (azomycin, Fig. 1a), isolated in
1953 from the bacterium Nocardia mesenterica, was
found to be active against Trichomonas vaginalis, the
causative parasite of trichomoniasis (Anderson et al.
2012). After this finding, the synthesis and biological
evaluation of nitroimidazole derivatives led to the
discovery of metronidazole in 1957 (Fig. 1b), a potent
antiprotozoal agent with greater activity than azomy-
cin and acceptable toxicity (Anderson et al. 2012;
Wright et al. 2014).

In 1960 metronidazole became the first drug to be
introduced into human therapy for the treatment of
trichomoniasis and later, for treating infections caused
by a variety of anaerobic bacteria (Wright et al. 2014).
Metronidazole is classified as an essential medicine by
the World Health Organization (WHO 2018). It is
widely used for the treatment of infections caused by
Giardia lamblia, Trichomonas vaginalis, Entamoeba
histolytica and Blastocystis sp. protozoa, as well as
against Clostridium difficile and Bacteroides fragilis
anaerobic bacteria and the microaerophilic species
Helicobacter pylori (Dunn et al. 2010).

Afterwards, different derivatives of nitroimidazoles
were synthetized and a second-generation of 5-ni-
troimidazole antimicrobial agents has been developed,
including secnidazole (Fig. 1c), tinidazole (Fig. 1d)
and ornidazole (Fig. le) (Nagata et al. 2012; Kapoor
et al. 2003).

Secnidazole proved to be a very promising alter-
native for metronidazole due to its broad spectrum of
activity and potency against anaerobic microorgan-
isms. Secnidazole presents appropriate pharmacoki-
netics, being rapidly and completely absorbed after
oral administration. It has a long terminal elimination

OH
e

OH

T
OzN\iNgy

(a) (b) (0

half-life, which allows the administration of lower
doses and makes single-dose applications possible
(Gillis and Wiseman 1996; De Backer et al. 2010; Ang
et al. 2017).

Anaerobic bacteria are the most predominant
components of the human indigenous microbiota and
the most frequent cause of endogenous bacterial
infections. Anaerobic infections are often considered
as life threatening and may occur at the central
nervous system, oral cavity, head and neck, chest,
abdomen, pelvis, skin and soft tissues. The most
relevant anaerobes associated with the etiopathogen-
esis of approximately 95% of anaerobic infections are
Gram-negative rods, among them Bacteroides, Pre-
votella, Porphyromonas, Fusobacterium, Bilophila
and Sutterella (Brook 2016).

The polymicrobial etiology of anaerobic infections,
mainly an association between anaerobes and facul-
tative bacteria, results in difficulties in treating these
infections (Brook 2016). Another obstacle for the
effective treatment is the increasing resistance rates of
anaerobic bacteria against a wide range of antimicro-
bial agents, including metronidazole, frequently
employed in clinics (Akhi et al. 2015; Tan et al.
2017; Hastey et al. 2016).

5-Nitroimidazoles are prodrugs that require bioac-
tivation of the nitro group in the intracellular envi-
ronment in order to exert their biological effect. After
these compounds enter the cells the nitro group is
reduced to a short-lived nitro anion radical (R-NO;"),
the critical step in the activation of nitroimidazoles
(Ang et al. 2017).

While the nitro group is crucial for the activity of
5-nitroimidazoles against anaerobic bacteria, different
substituents in the imidazole side chains may result in
different spectra of activity and pharmacokinetic
properties.
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Fig. 1 Chemical structures of nitroimidazole derivatives a 2-nitroimidazole, b metronidazole, ¢ secnidazole, d tinidazole and

e ornidazole
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Hydrazones and thiosemicarbazones are Schiff
base compounds which show potent antimicrobial
activity (Divar et al. 2017; Abdelrahman et al. 2017;
Popiolek 2017). In several cases the antimicrobial
activity of these compounds increases upon metal
coordination (Ferreira et al. 2016). In particular,
complexation to copper(Il) often results in antibacte-
rial activity enhancement (Recio-Despaigne et al.
2012; Mendes et al. 2007).

In this way, in the present work novel secnidazole-
derived compounds functionalized with different
Schiff base groups were obtained (Fig. 2) as well as
their copper(Il) complexes. The antimicrobial effects
of the compounds were evaluated against Bacteroides
fragilis, Bacteroides thetaiotaomicron, Bacteroides
vulgatus, Bacteroides ovatus, Parabacteroides dista-
sonis and Fusubacterium nucleatum pathogenic anaer-
obic bacteria. Electrochemistry studies on the
reduction of the nitro group were performed as well,
aiming to investigate the ability of the compounds to
undergo bio-reduction activation.

Materials and methods
Equipment and reagents

All reagents were purchased from Aldrich and Merck
and used as received. Partial elemental analyses were
performed on a Perkin Elmer CHN 2400 analyzer.
Melting points were determined with a Mettler
MQAPF-302 apparatus. Magnetic susceptibility mea-
surements were performed with a Johnson Matthey
MSB/AUTO balance. An YSI model 31 conductivity
bridge was employed for molar conductivity mea-
surements. Infrared spectra were recorded on a Perkin
Elmer Spectrum One employing the attenuated total
reflectance (ATR) method (4000400 cm™'). NMR
spectra were obtained at 25 °C with a Bruker DPX-
400 Advance (400 MHz) spectrometer using DMSO-
de as solvent. Mass spectra were recorded with a
Shimadzu LCMS-IT-TOF instrument working at
high-resolution.

Fig. 2 Syntheses of O,N
H>N &
secnidazole-derived ) CH; g - N
compounds 2, (HL3-HLS) . oH N, oQ al N
and copper(Il) complexes 2 N l\\g\ / Ha
(Ca(;Cf). Reagents and \[N/>—CH3 Hscj/ CK'\N/ CH;
conditions: (a) PDC, !
CH,Cl,, r.t. 48 h; (b) HL3- e 5 © OYNH
HLS5: NH,NHCOR, AcOH, a|84% N 2—N NH, (Ca)
MeOH, reflux, 4 h; HL6— : NOs
HLS8: NH,NH,CSNHR,
AcOH, MeOH, reflux, 4 h; 2) CHj;
(¢, d) CuCl,, MeOH, reflux, //'§ ¢ x
8 h O,N N (6]
N CH; -
‘}/Q\ X
2 5 ~N
oN_ A NI
'ﬂ[ p—cH, °
) 2N 1 X = O (HL3-HL5)
R groups Yield 1 X =S (HL6-HLS)
HL3 -NH; (45%) d
HL4 -CHj; (81%)
HLS -Ph (66%)
HL6 -NH, (74%)
HL7 -NHCH; (62%) R
HL8 -NHPh (84%) )43‘(\ cl
Ca -NH, (50%) HN o gl
Cb -CH; (51%) N
Cc  -ph (50%) e Cl
E" gli (7a%) ’ X = O (Cb-Cc)
€ _NHCH; (65%) - P
Cf _NHPh  (61%) G X=8(CaCH)
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Electrochemical studies

Cyclic voltammetry was carried out at room temper-
ature with a conventional three-electrode cell (with
volumetric capacity of 10 mL) in a pAutolab type II
potentiostat (Echo Chemie, Utrecht, the Netherlands)
using the GPES 4.9 software. The working electrode
was a Metrohm glassy carbon electrode, the auxiliary
electrode was a platinum wire and Ag/AgCl, Cl™
(3.0 M) was used as the reference electrode. The
glassy carbon electrode was previously fine-polished
with 0.3 pm alumina slurry on a polishing felt during
5 min. Solutions for analysis were prepared in spec-
troscopic dimethylformamide (DMF) containing
1 mM of analyte and 0.1 M of tetrabutylammonium
perchlorate (TBAP) as supporting electrolyte. Before
recording the voltammograms, the test solution was
thoroughly purged with high purity nitrogen gas to
remove any traces of dissolved oxygen. Cyclic
voltammograms were recorded in the 1.50 to
— 2.50 V potential range using 250 mV s~ scan rate.

Syntheses of the 5-nitroimidazole-derived Schiff
bases and their copper(Il) complexes

Compounds (HL3-HLS8) were synthetized from the
intermediate (2), prepared by oxidation of secnidazole
(1) with pyridinium chlorochromate (PCC) or pyri-
dinium dichromate (PDC), according to procedures
described in the literature (Fig. 2) (Corey and Schmidt
1979; Breuning et al. 2009). HL3-HLS8 were obtained
by stirring under reflux a methanol solution (5 mL) of
2 with an equimolar amount of the desired hydrazine
derivative (0.55 mmol) for 4 h, with addition of few
drops of acetic acid as catalyst. After cooling to room
temperature, 10 mL of ethyl ether and 10 mL of
isopropanol were added and the obtained precipitate
was filtered off, washed with ethyl ether and dried in a
desiccator under reduced pressure.

Copper(Il) complexes (Ca—Cf) were obtained by
reacting equimolar amounts (0.5 mmol) of the desired
thiosemicarbazone or hydrazone with CuCl,-2H,0 in
methanol (10 mL) under reflux for 8 h. The resulting
solids were filtered off and washed with methanol and
ethyl ether, and dried under reduced pressure.

The Schiff base ligands were characterized by
elemental analysis and by means of their infrared,
NMR and HRMS spectra. Complexes (Ca—Cf) were
characterized by microanalyses, molar conductivities,

@ Springer

magnetic susceptibilities and by means of their
infrared spectra. All data that support the chemical
characterization of the compounds are reported in
Supplementary Information (SI).
1-(2-Methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)propan-2-one
(2) White solid. Yield: 77% (oxidant: PCC) and 84%
(oxidant: PDC). Anal. Calc. for C;HgN;O5; (%): C,
45.90; H, 4.95; N, 22.94. Found: C, 46.22; H, 4.83; N,
22.96. FW: 183.17 g mol~". IR (ATR, cm™"): 3110 (v
C2-H), 1726 (v C=0), 1529 (v C=N), 1456/1361 (V,s¢/ Vs
NO,). 'H NMR [400.13 MHz, DMSO-d,, 8(ppm)]:
8.05 [s, 1H, H2], 5.31 [s, 2H, H4], 2.35 [s, 3H, C1CH3],
227 [s, 3H, C5CH;]. "*C{'H} NMR [100.61 MHz,
DMSO-ds, d(ppm)]: 200.8 [C5], 151.3 [C1], 138.3
[C3], 132.3 [C2], 54.8 [C4], 27.0 [C5CH3)], 13.5
[CICH;3]. HRMS [ESI(+), IT-TOF] calculated for
C;H,oN303, [M + H]": 184.0722, found: 184.0722.
(E)-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)pro-
pan-2-ylidene)hydrazinecarboxamide (HL3) White-
yellowish solid. Yield: 45%. Melting point:
211.8-213.2 °C. Anal. Calc. for CgH{,NO3 (%):
C,40.00; H, 5.04; N, 34.98. Found: C, 39.75; H, 4.64;
N, 34.08. FW: 240.22 g mol~'. IR (ATR, cm™'):
3180 (v N4-H), 3123 (v C2-H), 1698 (v C=0), 1670
(v C=C), 1576, 1540 (v C=N), 1461/1361 (Vag/Vs
NO,). "H NMR [400.13 MHz, DMSO-d, 5(ppm)]:
9.39 [s, 1H, N4H], 8.40 [s, 1H, H2], 6.13 [sl, 2H,
N5H], 5.13 [s, 2H, H4], 2.50 [s, 3H, C1CHj3], 1.92 [s,
3H, C5CH;]. *C{'H} NMR [100.61 MHz, DMSO-
dg, d(ppm)]: 156.8 [C6], 150.7 [C1], 142.3 [C5],
138.3 [C3], 128.8 [C2], 50.3 [C4], 14.5 [C5CHa)],
12.8 [C1CH3]. HRMS [ESI(+), IT-TOF] calculated
for CgH[,NgNaO;, [M + Na]™: 263.0869, found:
263.0885.
(E)-N'-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)pro-
pan-2-ylidene)acetohydrazide (HL4) White-yellow-
ish solid. Yield: 81%. Melting point: 165.4-167.8 °C.
Anal. Calc. for CoH;3NsO5 (%): C, 45.18; H, 5.48; N,
29.27. Found: C, 44,10; H, 5,19; N, 28,34. FW:
239.24 g mol™'. IR (ATR, cm™"): 3264 (v N4-H),
3142 (v C2-H), 1674 (v C=0), 1653 (v C=C), 1530 (v
C=N), 1471/1362 (vu/ve NO,). 'H NMR
[400.13 MHz, DMSO-dg, 6(ppm)]: 10.32 [s, 1H,
N4H], 8.04 [s, 1H, H2], 5.10 [s, 2H, H4], 2.37 [s,
3H, C1CH3;], 1.93 [s, 3H, C5CH;], 1.66 [s, 3H, H7].
BC{'H} NMR [100.61 MHz, DMSO-d,, 3(ppm)]:
172.2 [C6], 151.5 [C1], 144.9 [C5], 138.6 [C3], 1324
[C2], 49.9 [C4], 199 [CT], 14.4 [C5CH3)], 13.5
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[CICH3]. HRMS [ESI(+), IT-TOF] calculated for
CoH 4N503, [M + H]*: 240.1097, found: 240.1103.
(E)-N'-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)pro-
pan-2-ylidene)benzohydrazide (HLS) Yellow solid.
Yield: 66%. Melting point: 205.1-206.2 °C. Anal.
Calc. for C4H;5sNs03 (%): C, 55.81; H, 5.02; N,
23.24. Found: C, 56.43; H, 4.88; N, 23.49. FW:
301.31 g mol~'. IR (ATR, cm™'): 3185 (v N4-H),
3123 (v C2-H), 1670 (v C=0), 1585 (v C=C),
1578/1526 (v C=N), 1461/1355 (vu/vs NO,). 'H
NMR [400.13 MHz, DMSO-ds, d(ppm)]: 10.70 [s,
1H, N4H], 8.06 [s, 1H, H2], 7.78 [sl, 2H, H8, H12],
7.58-7.17 [m, 3H, H9, H10, H11], 5.22 [s, 2H, H4],
2.42 [s, 3H, CICH;], 2.04 [s, 3H, C5CH;]. *C{'H}
NMR [100.61 MHz, DMSO-dg, d(ppm)]: 163.1 [C6],
157.0 [C1], 151.7 [C5], 138.5 [C3], 133.7 [CT], 132.7
[C2], 131.5 [C10], 128.3 [C9, C11], 127.7 [C8, C12],
50.1 [C4], 15.8 [C5CH3)], 13.7 [C1CH3]. HRMS
[ESI(+), IT-TOF] calculated for C;4H;5NsNaOs,
[M + Na]*: 324.1073, found: 324.1072.
(E)-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol- 1-yl)propan-
2-ylidene)hydrazinecarbothioamide (HL6) White solid.
Yield: 74%. Melting point: 168.4—171.2 °C. Anal. Calc.
for CgHoNgO,S (%): C, 37.49; H, 4.72; N, 32.79.
Found: C, 38.26; H, 479, N, 31.32. FW:
256.28 gmol_l. IR (ATR, cm_l): 3170 (v N4-H),
3083 (v C2-H), 1644 (v C=C), 1611/1530 (v C=N),
1463/1360 (voe/Vs NO,), 804 (v C=S). 'H NMR
[400.13 MHz, DMSO-ds, o(ppm)]: 1042 [s, 1H,
N4H], 8.16 [s, 1H, N5H], 8.07 [s, 1H, H2], 6.41 [s,
1H, N5H], 5.13 [s, 2H, H4], 2.38 [s, 3H, C1CH;3], 2.01 [s,
3H, C5CH;]. *C{'H} NMR [100.61 MHz, DMSO-ds,
d(ppm)]: 178.9 [C6], 151.8 [C1], 147.4 [C5], 138.5 [C3],
132.6 [C2], 50.1 [C4], 15.1 [C5CH3)], 13.6 [C1CHj3].
HRMS [ESI(+), IT-TOF] calculated for CgH3NgO-S,
[M + H]": 257.0820, found: 257.0796.
(E)-N-methyl-2-(1-(2-methyl-5-nitro- 1 H-imidazol-
1-yDpropan-2-ylidene)hydrazinecarbothioamide (HLT)
Yellow solid. Yield: 62%. Melting point: 194.2—
196.9 °C. Anal. Calc. for C9H14NGOZS (%)I C, 3999,
H, 5.22; N, 31.09. Found: C, 39.86; H, 5.41; N, 30.45.
FW: 270.31 g mol™'. IR (ATR, cm™'): 3183 (v N4-H),
1555/1531 (v C=N), 1471/1362 (v, /Vs NO»), 786 (v
C=S). '"H NMR [400.13 MHz, DMSO-ds, 3(ppm)]:
10.31 [s, 1H, N4H], 8.07 [s, 1H, H2], 7.24 [s, 1H, N5H],
5.12[s, 2H, H4], 2.89 [d, 3H, H7], 2.39 [s, 3H, C1CH3],
1.96 [s, 3H, C5CH;]. “C{'H} NMR [100.6]1 MHz,
DMSO-dg, d(ppm)]: 178.9 [C6], 151.9 [C1], 147.0 [C5],
138.6 [C3], 132.7 [C2], 50.3 [C4], 30.7 [CT], 14.8

[C5CH3)], 13.8 [C1CH;]. HRMS [ESI(+), IT-TOF]
calculated for CoH,4NgNaO,S, [M + Na]™: 293.0797,
found: 293.0796.
(E)-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)pro-
pan-2-ylidene)-N-phenylhydrazinecarbothioamide
(HLS8) White-yellowish solid. Yield: 84%. Melting
point: 116.2-118.0 °C. Anal. Calc. for C4H;6N¢O,S
(%): C, 50.59; H, 4.85; N, 25.28. Found: C, 48.40; H,
4.92; N, 24.17. FW: 33238 gmol~'. IR (ATR,
cm_l): 3296 (v N4-H), 3138 (v C2-H), 1593 (v
C=C), 1554/1530 (v C=N), 1471/1362 (V45 /vs NOy),
772 (v C=S). 'H NMR [400.13 MHz, DMSO-dg,
d(ppm)]: 10.87 [s, 1H, N4H], 8.83 [s, 1H, N5H], 8.15
[s, 1H, H2], 7.51 [d, 2H, H8, H12], 7.35 [t, 2H, H9,
HI11], 7.16 [t, 1H, H10], 5.23 [s, 2H, H4], 2.43 [s, 3H,
CICH;5], 2.10 [s, 3H, C5CH;].">C{'H} NMR
[100.61 MHz, DMSO-ds, d(ppm)]: 175.8 [C6],
152.1 [C1], 148.1 [C5], 138.7 [C3], 138.2 [CT],
132.6 [C2], 128,5 [C9, C11], 125.0 [C10], 122.7 [C8,
C12], 50.2 [C4], 15.3 [C5CHj)], 13.7 [CICHj;].
HRMS [ESI(—I—), IT-TOF] calculated for C14H16N6_
NaO,S, [M + Na]*: 355.0953, found: 355.0940.
Bis[(E)-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)
propan-2-ylidene)hydrazinecarboxamide)dichloro-
copper(Il)], [Cu(HL3),Cl,] (Ca) Dark blue solid.
Yield: 50%. Melting point: 183.0-184.5 °C. Anal.
Calc. for C;¢H»4Cl,CuN,Og (%): C, 31.25; H,
3.93; N, 27.34. Found: C, 31.36; H, 3.70; N,
27.25. FW: 614.89 g mol~'. Molar conductivity
(DMSO, 1 mM): 18.83 cm? Q! mol™'. IR (ATR,
ecm™'): 3434 (v N4-H), 1712 (v C=0), 1683
v(C=C), 1566/1520 v(C=N), 1484/1390 (Va/Vs
NO,). Magnetic moment: 2.00 ug.
[(E)-N'-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)
propan-2-ylidene)acetohydrazidedichlorocopper
(IDH] [Cu(HL4)Cl,]-%2CH3;0H (Cb) Green solid.
Yield: 51%. Melting point: decomposition at
195 °C. Anal. Calc. for Cy sH;5C1,CuNs05 5 (%):
C, 29.28; H, 3.88; N, 17.97. Found: C, 30.33; H,
3.58; N, 17.76. FW: 389.70 g mol~!. Molar con-
ductivity (DMSO, 1 mM): 28.82 cm? Q™' mol™".
IR (ATR, cm™'): 3126 (v N4-H), 1736 (v C=0),
1634 v(C=C), 1550 v(C=N), 1476/1388 (Vs Vs
NO,). Magnetic moment: 1.60 pg.
[(E)-N'-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)pro-
pan-2-ylidene)benzohydrazidedichlorocopper(Il)] [Cu
(HL5)Cl,] (Ce) Green solid. Yield: 50%. Melting point:
decomposition at 210 °C. Anal. Calc. for C4H;5Cl,.
CuNsO3 (%): C, 38.59; H, 3.47; N, 16.07. Found: C,
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38.09; H, 3.21; N, 16.39. FW: 43575 g mol ", Molar
conductivity (DMSO, 1 mM): 33.18 cm®> Q' mol™".
IR (ATR, cm™'): 3126 (v N4-H), 1736 (v C=0), 1585
V(C=C), 1556/1526 v(C=N), 1480/1386 (V,s/Vs NO,).
Magnetic moment: 1.63 pg.
[(E)-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)pro-
pan-2-ylidene)hydrazinecarbothioamidedichlorocop-
per(Il)] [Cu(HL6)Cl,]-"2H,0 (Cd) Dark green solid.
Yield: 75%. Melting point: decomposition at 160 °C.
Anal. Calc. for CgH3Cl,CuNgO, 5S (%): C, 24.04; H,
3.28; N, 21.02. Found: C, 23.91; H, 3.20; N, 21.28.
FW: 399.74 g mol~'. Molar conductivity (DMSO,
1 mM): 43.57 cm? Q' mol ™! IR (ATR, cm™'): 3224
(v N4-H), 788 (v C=S), 1640 v(C=C), 1594/1526 (v
C=N), 1474/1390 (v,s/vs NO,). Magnetic moment:
[(E)-N-methyl-2-(1-(2-methyl-5-nitro- 1 H-imidazol-
1-yDpropan-2-ylidene)hydrazinecarbothioamidedichloro-
copper(Il)] [Cu(HL7)Cl,] (Ce) Dark green solid. Yield:
65%. Melting point: decomposition at 180 °C. Anal. Calc.
for CoH14Cl,CuNgO,S (%): C, 26.71; H, 3.49; N, 20.76.
Found: C, 26.81; H, 3.73; N, 20.20. FW: 404.76 g mol .
Molar conductivity (DMSO, 1 mM): 26.75 cm®> Q'
mol ™. IR (ATR, em™"): 3374 (v N4-H), 784 (v C=S),
1562/1530 v(C=N), 1474/1370 (va5/Vs NO,). Magnetic
moment: 1.63 .
[(E)-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1 H-imidazol- 1-yl)pro-
pan-2-ylidene)-N-phenylhydrazinecarbothioamidedich-
lorocopper(Il)] [Cu(HL8)Cl,]-%2H,O (Cf) Dark green
solid. Yield: 61%. Melting point: decomposition at
205 °C. Anal. Calc. for C14H;7Cl,CuN¢O, 5S (%): C,
35.34; H, 3.45; N, 17.66. Found: C, 35.18; H, 3.25; N,
17.22. FW: 47584 g mol™'. Molar conductivity
(DMSO, 1 mM): 46.82 cm®> Q' mol™'. IR (ATR,
em™1): 3300 (v N4-H), 760 (v C=S), 1596 v(C=C), 1552
V(C=N), 1496/1368 (V,s/Vs NO,). Magnetic moment:

Crystal structure determination

Single crystal X-ray diffraction measurements were
carried out on an Oxford-Diffraction GEMINI-Ultra
diffractometer (LabCri-UFMG) using graphite-En-
hance Source Mo Ka radiation (A = 0.71073 A) at
293(2) K. Data collection, cell refinements and data
reduction were performed using the CrysAlisPro
software package (Oxford 2010). An absorption
correction based on a multi-scan method was applied.
The structure was solved by direct methods using
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SHELXS-2013/1 (Sheldrick 2013, 2015). Full-matrix
least-squares refinement procedure on F* with aniso-
tropic thermal parameters was carried on using
SHELXL.-2014/7 (Sheldrick 2014). Positional and
anisotropic atomic displacement parameters were
refined for all non-hydrogen atoms. Hydrogen atoms
were placed geometrically and the positional param-
eters were refined using a riding model.

A suitable single crystal of HL6 was obtained at
room temperature from slow evaporation of the
mother liquor. A summary of the crystal data, data
collection details and refinement results is listed in
Table 1. Molecular graphics were plotted using
PLATON (Spek 2009).

Antimicrobial activity

In vitro susceptibility to the compounds under study
was evaluated according to Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI) (2015). Six reference strains
of Gram-negative anaerobic bacteria were tested:
Bacteroides fragilis (ATCC 25285), Bacteroides
thetaiotaomicron (ATCC 29741), Bacteroides vulga-
tus (ATCC 8482), Bacteroides ovatus (ATCC 8483),
Parabacteroides distasonis (ATCC 1295) and Fusub-
acterium nucleatum (ATCC 25586).

In order to evaluate the minimum inhibitory
concentration of each compound, bacterial strains
were cultured in Brucella Agar supplemented with
hemin (5 pg/mL), vitamin K1 (1 pg/mL) and horse
blood (5% v/v) (BA-S), at 37 °C for 48 h in an
anaerobic chamber (85% N,, 10% H, and 5% CO,).
The inoculum was prepared in sterile saline solution
0.9% w/v and standardized to obtain visual turbidity
comparable to that of the standard 0.5 of the McFar-
land scale, which provides a concentration of approx-
imately 1.5 x 10® CFU (colony forming units)/mL. A
1:10 dilution of the inoculum was prepared in sterile
saline solution 0.9% w/v, resulting in a concentration
of approximately 1.5 x 10’ CFU/mL. The adjusted
suspensions were used in the final inoculation up to
30 min after preparation.

The compounds under evaluation were tested for
determination of minimum inhibitory concentration
(MIC) by the agar dilution method. Briefly, the
technique consisted of adding 4.0 mL of working
solution of the compounds containing nine different
concentrations (ranging from 320 to 1.25 pg/mL) in
flasks containing 36 mL of the culture medium
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Table 1 Crystal data and
structure refinement results
for HL6

Compound HL6
Empirical formula CgH|,NgO,S
Formula weight (g mol™") 256.30
Crystal system Triclinic
Space group P-1
Wavelength (/D\) 0.71073
Temperature (K) 293 (2)
Unit cell dimensions

a (A) 7.2881 (3)

b (A) 8.5774 (4)

c (A) 10.1348 (4)

o/Bly (°) o = 90.017(4)/B = 103.727(4)/y = 104.761(4)
Vv (A% 593.91 (5)
Z 2
Density calculated (mg m™>) 1.433
Crystal size (mm®) 0.02 x 0.02 x 0.02
F(000) 268
Absorption coefficient (mm_l) 0.274
Index ranges — 10<h<10

— 12<k<12
- 14<1<14

20 range for data collection (°) 4.146 to 62.07
Reflections collected 31726
Independent reflections [Riy, Rgigmal 3532 [0.0621, 0.0413]
Completeness to 0 = 31.035° (%) 93.1
Data/restraints/parameters 3532/0/154

Final R indexes [I > 2o(I)]
Final R indexes (all data)
Goodness-of-fit on F>
Apmax. and Appin,

R, = 0.0555, wR, = 0.1407
R, = 0.0994, wR, = 0.1684
1.019

0.40 and — 0.36

followed by plating. In the preparation of the working
solutions of the compounds, DMSO was used as the
solvent and sterile distilled water as the diluent, so that
the final concentration of DMSO was less than 0.5% in
all tests. Inoculation was performed by adding
approximately 10> CFU/spot of each bacterial strain
using the Steers replicator and subsequent anaerobic
incubation at 37 °C for 48 h.

The minimum inhibitory concentration (MIC) was
expressed as the lowest concentration that resulted in
visual inhibition of the microorganism growth com-
pared with the growth in the culture medium free of
the tested compound (positive control). In addition,
incubation in the absence of inoculum was performed
to confirm the sterility of the culture medium (negative

control) as well as the control to assure the non-
interference of DMSO in cell viability. The tests were
performed in duplicate with absolute agreement of the
results and the MIC values were expressed in uM.

Results and discussion

Characterization

Microanalyses and high-resolution mass spectra were
compatible with the formation of 2 and HL3-HLS.
Microanalyses and molar conductivity data were in

accordance with the formation of [Cu(HL3),Cl,] (Ca).
In all other cases (Cb—Cf) the data were compatible
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with formation of [Cu(HL)CI,] complexes. Com-
plexes (Ca-Cf) showed magnetic moments in the
1.63-2.00 BM range, in accordance with d” electronic
configuration. The presence of crystallization solvent
molecules in complexes Cb, Cd and Cf was confirmed
by their thermogravimetry curves, which showed
weight losses of 4.09% (calcd. 4.10%), 2.29% (calcd.
2.25%) and 1.93% (calcd.1.89%), respectively.

In the infrared spectra of HL3-HLS8 three common
features associated with the imidazole nucleus were
observed: a vibration attributed to v(C2-H) in the
3083-3142 cm™' range, a vibration attributed to
V(C=N) near 1520-1540 cm™ ! and two bands near
1470 cm™" and 1360 cm™' corresponding to the
asymmetric and symmetric stretching modes of the
NO, group, respectively (Rodrigues et al. 2010). Upon
coordination to copper(I) the v(C2-H) vibration shifts
to 3098-3282 cm™'. The v(C=N) absorption shifts to
1500-1525 cm ™" and the asymmetric and symmetric
stretching modes of NO, shift to 1496-1368 cm™".

In addition, in all compounds absorptions at
1600-1670 cm™' were attributed to the v(C=C)
vibration and absorptions at 1550—-1580 cm™' were
attributed to v(C=N3). The vibrations attributed to
v(C=0) and v (C=S), observed at 1661-1714 cm™"
(HL3-HLS) (Recio-Despaigne et al. 2010) and
804-772 cm~ ! (HL6-HL8) (Mendes et al. 2001),
respectively, are observed at 1712-1736 cm™! (Ca—
Cc) and 788-760 cm ™! (Cd-C¥), respectively.

The NMR spectra were recorded in DMSO-dg. The
"H resonances were doubtless assigned on the basis of
chemical shifts, multiplicities and by using 2D
homonuclear 'H-'H  correlation  spectroscopy
(COSY). The carbon type (C, CH) was determined
by using distortionless enhancement by polarization
transfer (DEPT-135) experiments and the assignments
were made by 2D heteronuclear multiple quantum
coherence (HMQC) and heteronuclear multiple bond
coherence (HMBC) experiments.

In the '"H NMR spectra of 2 and HL3-HLS two
signals characteristic of the imidazole nucleus were
observed: a singlet near to 2.40 ppm and another near
to 8.00 ppm, corresponding to CICH; and H2,
respectively. In addition, a singlet around 2.00 ppm
attributed to C5CH3, and a singlet corresponding to the
methylene H4 near to 5.10 ppm were observed.
Formation of the Schiff bases was evidenced by the
presence of a signal corresponding to N4H in the
region between 9.08 and 11.01 ppm. In the '*C{'H}
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NMR spectra the signal at 200.8 ppm associated to the
CS5 nucleus in 2 is not present in the spectra of HL3—
HLS8, while a signal close to 150 ppm was assigned to
the iminic carbon.

In order to define the stereochemistry of the
compounds in solution, two-dimensional Nuclear
Overhauser Effect Spectroscopy (NOESY) was
employed. Contour maps showed intramolecular
"H-"H coupling involving C5CH5 and N4H, in accor-
dance with E stereochemistry around the azomethine
double bond.

X-ray crystallography

The atom arrangements and atom numbering
scheme for HL6 are shown in Fig. 3. Selected
intramolecular bond lengths and angles are listed in
Table 2. The thiosemicarbazone HL6 crystallizes in
the triclinic system, space group P-1, with two
molecules per unit cell. The C6—S and N3-C5 bond
distances are 1.690(2) and 1.275(3) 10\, as expected for
C=S and C=N double bonds (Allen et al. 1987). The
compound crystallized in the EE conformation in
relation to the N3-C5 and C6-N4 bonds.

In the crystal packing N5-H---O2 and N5-H---N1
inter-molecular hydrogen bonds were observed (see
Table S1 and Fig. S35).

Antimicrobial activity

Secnidazole (1), the intermediate ketone (2), Schiff
bases (HL3-HLS8) and the copper(Il) complexes (Ca—
Cf) were evaluated in vitro by the agar dilution method
for their ability to inhibit the growth of six strains of
Gram-negative anaerobic bacterial species. For com-
parison, metronidazole was also investigated. The
lowest concentrations of the studied compounds that
resulted in visual inhibition of the microorganism
growth (MIC values) are listed in Table 3.

The bacterial strains were quite susceptible to the
antimicrobial action of 2 and HL3-HLS. Indeed, low
micromolar MIC values were obtained. In some cases
the compounds under study proved to be more potent
than secnidazole (1) and metronidazole. Although
CuCl, per se was devoid of activity against the tested
bacterial strains, upon coordination to copper(Il) the
antibacterial activity significantly increased in several
cases. In fact, MIC = 29.78 uM (HL4) and MIC =

25.36 uM (HL6), while MIC = 3.32 uM (Cb) and
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Fig. 3 Molecular plot of
HL6 showing the labeling
scheme of the non-H atoms
and their displacement
ellipsoids at the 50%
probability level

Table 2 Selected bond lengths (1&) and angles (°) for HL6

Bonds Angles
C6-S 1.690 (2) N5-C6-N4 118.2 (2)
N5-C6 1.317 (3) N5-C6-S 122.68 (17)
C6-N4 1.348 (3) N4-C6-S 119.13 (16)
N4-N3 1.387 (2) C6-N4-N3 118.41 (17)
N3-C5 1.276 (3) C5-N3-N4 116.69 (18)
C7-C5 1.490 (3) N3-C5-C7 127.4 (2)
C5-C4 1.507 (3) N3-C5-C4 117.49 (19)
C4-N2 1.460 (3) C7-C5-C4 115.07 (19)
N2-C4-C5 113.72 (18)

MIC = 7.80 uM (Cd) against Bacteroides fragilis.
Similarly, MIC = 12.68 uM (HL6), while MIC =
3.90 uM (Cd) against Bacteroides vulgatus.

Electrochemistry studies on the reduction
of the nitro group

5-Nitroimidazoles are prodrugs that require bioacti-
vation by reduction of the nitro group in the intracel-
lular environment in order to exert their biological
effect. Electron donors, including ferredoxins and
reductase enzymes have been suggested to participate

in the bio-reductive activation of 5-nitroimidazoles
(Ang et al. 2017; Leitsch et al. 2007).

The formation of the nitro radical anion is pre-
sumed to trigger a series of reduction steps, leading to
the production of nitroso, hydroxylamine and amine
species, thought to contribute to the pharmacological
action of nitroimidazole derivatives (Fig. 4). Although
the metabolites can form adducts with different
biomolecules, including DNA, proteins and lipids,
the exact molecular target of action of nitroimidazole
compounds has not so far been completely elucidated
(Ang et al. 2017; Miyamoto et al. 2013).

In aerobic conditions, the bio-reductive activation
of 5-nitroimidazoles becomes reversible and the
radical anion is reoxidized, in a process resembling a
“futile” cycle which results in decreased biological
effects of the nitroimidazoles (Ang et al. 2017).
Indeed, 5-nitroimidazole derivatives have
E° ~ — 0.47 V versus normal hydrogen electrode
in water at pH 7, significantly lower than the one-
electron reduction potential exhibited by molecular
oxygen, E° &~ — 0.15 V, which explains why effec-
tive doses of activated S5-nitroimidazole are only
achieved in environments with low oxygen concen-
tration, as it occurs in some microaerophilic or
anaerobic microorganisms (Kizaka-Kondoh and
Konse-Nagasawa 2009).
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Table 3 Minimum inhibitory concentration (MIC) values for
the 5-nitroimidazole-derived compounds, their copper(Il)
complexes and CuCl, against Bacteroides fragilis (ATCC

Bacteroides vulgatus (ATCC 8482), Bacteroides ovatus
(ATCC 8483), Parabacteroides distasonis (ATCC 1295) and
Fusubacterium nucleatum (ATCC 25586)

25285),

Bacteroides

thetaiotaomicron

(ATCC 29741),

Compound MIC (uM)
Bacteroides Bacteroides Bacteroides Bacteroides Parabacteroides Fusubacterium
fragilis thetaiotaomicron vulgatus ovatus distasonis nucleatum
1 2.64 5.27 2.64 5.27 5.27 2.64
2 5.46 5.46 2.73 5.46 43.68 -
HL3 14.18 14.18 7.09 7.09 14.18 4.16
Ca 3.32 6.64 3.32 3.32 > 13.26 3.32
HL4 29.78 7.45 3.72 3.72 7.45 8.36
Chb 3.32 6.64 3.32 3.32 > 13.27 3.32
HL5 13.28 13.28 13.28 6.64 13.28 6.64
Ce 13.28 13.28 13.28 6.64 13.28 6.64
HL6 25.36 25.36 12.68 3.17 6.34 3.90
Cd 7.80 7.80 3.90 3.90 > 31.22 1.95
HL7 3.24 6.47 3.24 3.24 6.47 3.24
Ce 3.70 3.70 3.70 1.85 7.40 3.70
HLS 4.84 4.84 4.84 4.84 2.42 12.03
Ct > 6.02 > 6.02 6.02 3.01 > 6.02 6.02
CuCl, > 187.77 > 187.77 > 187.77 > 187.77 187.77 187.77
Metronidazole 3.17 3.17 3.17 3.17 6.34 1.46
Fig. 4 Bio-reductive e e 2e" 2e"
T s f nitroimidazol —
o e —=—— RNO, —~> RNO —> RNHOH —>> RNH,

0, O,

Taking into consideration that the biological assays
were performed in anaerobic conditions, electrochem-
istry studies on the reduction of the nitro group of the
nitroimidazole derivatives were performed. The redox
potentials E° (RNO, / R-NO;") of nitroimidazole
derivatives and of complexes (Ca-Cf) were deter-
mined aiming to evaluate the ability of the compounds
to be reduced in anaerobic media. The complete set of
cyclic voltammograms are shown in Supplementary
Information (SI).

Using the non-usual pulse radiolysis technique, the
monoelectronic transfer process RNO, / R-NO;" can
be observed and measured in aqueous solution.
However, usual electrochemical techniques are not
very useful due to the limited stability of the produced
R-NOj;  radical. This radical may be sufficiently
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stable only at pH > 7 or by adding an aprotic co-
solvent (Carbajo et al. 2002). Therefore, in order to
achieve the best experimental conditions that ensure
the nitro radical anion stability, a medium formed by
DMF and tetrabutylammonium perchlorate (TBAP) as
supporting electrolyte was employed in the cyclic
voltammetry studies.

Secnidazole (1), 2 and (HL3-HLS8) displayed a
similar electrochemical reduction process, typical of
nitroimidazoles in aprotic medium (Cavalcanti et al.
2004). As shown in Fig. 5, in general the compounds
exhibited a stable well-defined couple (system Ic/Ia)
with Epy. near -1100 mV, corresponding to a mono-
electronic transfer process attributed to the formation,
in the timescale of the experiment, of a stable nitro
radical anion (R-NO;").
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Fig. 5 Cyclic voltammogram of (a) secnidazole (1), (b) HL3 and (c) complex (Ca) in aprotic media (TBAP 0.1 M in DMF) versus Ag/
AgCl, CI™ (3 M); scan rate of 250 mV s~'. Dotted line shows a short sweep with the isolated RNO, / R-NOj;™ couple

The voltammograms also exhibited a second wave
near — 2000 mV, assigned to the generation of
hydroxylamine (R-NHOH) species and, in some cases,
an irreversible oxidation near to — 500 mV, related to
formation of nitroso (R-NO) species was observed.
The electrochemical processes related to the nitroim-
idazole moiety of the structures are represented by
Egs. 1-3. The remaining processes in HL3—-HLS are
related to the Schiff base moiety (Table 4).

Peaks Ic and Ia R-NO; + e~ = R-NO;~ (1)

Peak Ilc 2)
R-NO; +3e™ + 4H" — R-NHOH + H,0

Peak [lla  R-NHOH = R-NO +2¢~ +2H" (3)

The characterization of the voltammetric first wave
was performed by using the parameters Ipy,/Ip;. and

AE; (Epr. — Epyc) (Table 4) (Brett and Brett 1993).
Ip1/Ipic values higher than 0.82 in most of the cases
and AE values for the first wave in the 74-181 mV
range at 250 mV s~ ' suggest a behavior typical of
quasi-reversible systems.

The voltammograms of the copper(Il) complexes
(Fig. 5c) show two quasi-reversible processes which
were attributed to the RNO, / R-NOj (peaks Ic and Ia)
and Cu'/Cu" (peaks IVc and IVa) couples [see
Eq. 4)].

[Cu"(HL),Cly] + ¢~ — [Cu'(HL),Cl,] " @
x=1or2

As shown in Table 4, the obtained Epy. values for
the intermediate ketone (2) and the novel nitroimida-
zole-derivatives (HL3-HLS8) show that the electro-
chemical behaviors of the compounds within the nitro-
imidazole moiety are very similar, meaning a similar

@ Springer
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Table 4 Cyclic Compounds® RNO, /R—NO'Z_ caY/cu!

voltammetry parameters®

corresponding to the Epe (mV) AE; (mV) Ipr/Ipre Epre (mV) AE; (mV) Ipr/Ipre

RNO, /R-NO;™ and Cu'/

Cu' couples for 1, 2, HL3— 1 — 1090 146 0.83 - - -

HLS8 and complexes Ca—-Cf 2 — 1105 87 0.93 - - -

versus Ag/AgCl, CI- HL3 — 1135 181 0.87 - - -

(3.0 M) reference electrode
Ca — 1033 74 0.89 515 152 1.35
HL4 — 1101 122 0.87 - - -
Cb — 985 78 0.95 478 185 1.36
HLS5 — 1115 78 0.82 - - -
Cc — 880 89 0.50 622 152 1.32
HL6 — 1120 83 0.83 - - -
Cd — 1025 98 0.75 435 225 0.94

Scan rate of 250 mV s~ !; HL7 - 1125 141 0.92 B B B

®compounds at 1 mM Ce — 1000 97 0.76 560 129 1.31

dissolved in DMF using HLS — 1130 98 0.85 - - -

0.1 M of TBAP as ct — 994 83 0.58 466 190 0.90

supporting electrolyte

tendency for nitro radical anion formation. Upon
coordination to copper(Il) the Ep;. values become
more favorable, suggesting a higher tendency to the
formation of the nitro anion radical in the complexes.
Furthermore, the Ep;. values of complexes (Ca—Cf)
did not differ much from those of the well-known
enzymatic reducible drugs secnidazole (compound 1,
Epi. = — 1076 mV) and benznidazole (Ep..
= — 1019 mV) (Bollo et al. 2001).

Conclusions

In conclusion, compounds HL3-HLS8 exhibited
in vitro antibacterial activity against the six reference
strains evaluated in this study. In some cases, the
compounds were even more active than secnidazole
and metronidazole, presenting lower minimum inhi-
bitory concentrations than those of the reference
drugs.

Since the compounds under study showed reduction
potentials in the same range as the bio-reducible drugs
secnidazole and benznidazole, their biological activ-
ities might also be related to intracellular bio-reduc-
tion activation.

Although according to Lipinki’s rules, an absolute
correlation of a single parameter with the biological
activity is not expected, the similar electrochemical
behaviors at least partially explain the reason why the

@ Springer

MIC values of the compounds under study are
comparable to each other and to those of secnidazole
and metronidazole.

Upon coordination to copper(Il) the antibacterial
activity increased in several cases. Interestingly, the
reduction potentials of the nitro group were in general
more favorable for the complexes than for the starting
ligands, suggesting that this might be one of the
reasons for their improved antimicrobial action.

Previous works by other authors indicated that
Schiff base derivatives of metronidazole (Zhang et al.
2014) and secnidazole (Li et al. 2013) present
antibacterial effects against Gram-positive and
Gram-negative aerobic bacteria. The novel derivatives
investigated in the present work showed potent
activity against Gram-negative pathogenic anaerobic
bacterial strains. Therefore, we may consider these
compounds suitable for in vivo evaluation and the
microorganisms should be classified as susceptible to
them.

The literature reports decreased clinical suscepti-
bility to metronidazole and other antimicrobials
among Bacteroides species (Lofmark et al. 2010;
Liu et al. 2008). Considering the increasing resistance
to antimicrobial agents among anaerobic pathogens,
the present work constitutes an important contribution
to the development of new antibacterial drug
candidates.
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Antimicrobial Effects of Silver(I) and Bismuth(III) Complexes with
Secnidazole-Derived Schiff Base Ligands: the Role of the Nitro Group Reduction
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[Ag(HL)NO,] complexes (1-4) were obtained with (E)-N’-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-
1-yl)propan-2-ylidene)acetohydrazide (HL1); (E)-N’-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)
propan-2-ylidene)benzohydrazide (HL2); (E)-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)propan-
2-ylidene)hydrazinecarbothioamide (HL3) and (E)-N-methyl-2-(1-(2-methyl-5-nitro- 1 H-imidazol-
1-yl)propan-2-ylidene)hydrazinecarbothioamide (HL4) secnidazole-derived Schiff bases. In
addition, complexes [Bi(HL3)CL;] (5) and [Bi(HL4)Cl;] (6) were also prepared. The silver(I)
complexes (1-4) showed antifungal activity against Candida fungal strains while the uncomplexed
ligands and the bismuth(III) complexes (5-6) were inactive, suggesting that the antifungal effects
are probably due to the presence of silver. Although the Schiff base ligands and complexes (1-6)
revealed to be inactive against Gram-positive and Gram-negative aerobic bacteria, all compounds
exhibited potent antimicrobial effects against several anaerobic bacterial strains, indicating that
their mode of action probably involves anaerobic bio reduction of the nitro group, with formation
of metabolites which are toxic to the microorganisms. Electrochemistry studies showed that bio
reduction of the nitro group is favored in complexes (1-6) in comparison to the free ligands, which
might, at least in part, explain their increased antimicrobial effects.

Keywords: secnidazole Schiff bases, silver(I) complexes, bismuth(III) complexes, antifungal,

antibacterial, anaerobic bacteria

Introduction

Thiosemicarbazones and hydrazones are compounds
possessing a wide range of pharmacological applications
as antitumor, antiviral, antiparasitic, antifungal and
antibacterial agents.!? Their metal complexes also exhibit
antineoplastic**and antimicrobial® activities, among others.

Silver compounds are well known for their applications
as antimicrobial agents. Silver nitrate and silver
sulphadiazine are employed in balms to prevent wounds
and burns infections.® The literature reports that a series
of silver(I) complexes with 1-(2-hydroxyethyl)-2-methyl-
5-nitro-1H-imidazole (metronidazole) exhibit antibacterial
and antifungal properties.” In addition, silver(I) complexes
with 4(5)-(hydroxymethyl)imidazole show antibacterial
activity against Gram-positive bacteria.’

*e-mail: hberaldo@ufmg.br, heloisaberaldoufmg @ gmail.com

Bismuth compounds also have been shown to exhibit
numerous antimicrobial activities.” Bismuth containing
therapies are recommended as the first-line treatment
of Helicobacter pylori infection in several countries.!®
Bismuth complexes with a variety of organic ligands proved
to show antimicrobial affects.”!!

Secnidazole (1-(2-hydroxypropyl)-2-methyl-
5-nitroimidazole), an orally available antimicrobial
drug, is a recent generation 5-nitroimidazole derivative.
Secnidazole and other 5-nitroimidazole antimicrobial
agents show bactericidal activity against susceptible
pathogens by diffusing into the organism, where the inactive
parent prodrug compound undergoes reduction of the nitro
group to cytotoxic metabolites, leading to DNA damage,
disruption of bacterial protein synthesis and replication,
and ultimately, cell death.'>!

In a previous work'* we reported the syntheses
of thiosemicarbazones and hydrazones containing


http://orcid.org/0000-0001-8593-4555

2300 Antimicrobial Effects of Silver(I) and Bismuth(III) Complexes with Secnidazole-Derived Schiff Base Ligands

the antimicrobial secnidazole pharmacophoric group
functionalized with the Schiff base chelating moiety. These
compounds and their copper(Il) complexes proved to present
antibacterial activity against anaerobic bacterial strains.

Aiming to further understand the effects of metal
complexation on the antimicrobial activities of nitroimidazole-
derived compounds, in the present work [Ag(HL)NO;]
complexes (1-4) were obtained with (E)-N’-(1-(2-methyl-
5-nitro-1H-imidazol-1-yl)propan-2-ylidene)
acetohydrazide (HL1), (E)-N’-(1-(2-methyl-5-nitro-
1H-imidazol-1-yl)propan-2-ylidene)benzohydrazide
(HL2), (E)-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)
propan-2-ylidene)hydrazinecarbothioamide (HL3) and
(E)-N-methyl-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)
propan-2-ylidene)hydrazinecarbothioamide (HL4), as
well as complexes [Bi(HL3)CL] (5) and [Bi(HL4)Cl,] (6)
(see Figure 1).

Taking into consideration that 5-nitroimidazoles are
prodrugs that require intracellular bioactivation of the
nitro group in order to exert their biological action," the
electrochemical behavior of the compounds under study was
investigated along with their antimicrobial effects against
yeast and against aerobic and anaerobic bacterial strains.

Experimental
Materials and measurements
All common chemicals were purchased from Aldrich

and were used without further purification. Partial elemental
analyses were performed on a PerkinElmer CHN 2400
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analyzer. A Digimed model DM3 conductivity bridge was
employed for molar conductivity measurements. Infrared
spectra were recorded on a PerkinElmer FTIR Spectrum GX
spectrometer using KBr pellets (4000-400 cm™). Nuclear
magnetic resonance (NMR) spectra were obtained with a
Bruker DPX-400 Advance (400 MHz) spectrometer using
dimethyl sulfoxide (DMSO-d,) as the solvent and TMS
(tetramethylsilane) as internal reference. Cyclic voltammetry
experiments were carried out at room temperature with a
conventional three-electrode cell (with volumetric capacity of
10 mL) in an Autolab type PGSTAT30 equipment, using the
Nova 2.1.3 software. The working electrode was a Metrohm
glassy carbon electrode, the auxiliary electrode was a platinum
wire and Ag / AgCl, CI~ (3.0 M) was used as the reference
electrode. The glassy carbon electrode was previously fine-
polished with 0.3 um alumina slurry on a polishing felt during
5 min. Solutions for analysis were prepared in spectroscopic
dimethylformamide (DMF) containing 1 mM of analyte
and 0.1 M of tetrabutylammonium perchlorate (TBAP) as
supporting electrolyte. Before recording the voltammograms,
the test solution was thoroughly purged with high purity
nitrogen gas to remove any traces of dissolved oxygen. Cyclic
voltammograms were recorded in the 1.50 to —1.50'V potential
range using 250 mV s’! scan rate.

Chemistry

Syntheses of secnidazole-derived hydrazones and
thiosemicarbazones

The secnidazole-derived hydrazones and thiosemi-
carbazones were prepared as previously reported.'*

7 ! 3
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Figure 1. Structural representations of complexes (1-6).
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Syntheses of silver(l) complexes (1-4)

The silver(I) complexes were obtained by stirring a
methanol solution (10 mL) of the desired ligand (1.0 mmol)
with an aqueous solution of AgNO; (3 mL) added dropwise
in equimolar amount. The reaction mixture was kept under
stirring in the dark at room temperature for 24 h. The obtained
solids were vacuum filtered, washed with methanol followed
by diethyl ether and then dried under reduced pressure.

[(E)-N™-(1-(2-Methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)propan-
2-ylidene)acetohydrazidenitrate]silver(l) [Ag(HL1)NO,] (1)

Yellow solid; anal. calc. for CoH,;AgNO¢ (FW:
409.10 g mol™"): C, 26.42; H, 3.20; N, 20.54; found: C,
26.44; H, 3.15; N, 20.38; decomposition at 135 °C; molar
conductivity (1.0 x 107 mol L DMSO) 39.86 cm? )! mol*!;
IR (KBr) v/ cm™ 3300 (v N4-H), 1678 (v C=0), 1554 (v
C5=N), 1488/1380 (v, / v{NO,), 1380 (v NO,); 'H NMR
(400.13 MHz, DMSO-dy) 6 / ppm 10.38 (s, 1H, N4H),
8.08 (s, 1H, H2), 5.12 (s, 2H, H4), 2.42 (s, 3H, C1CH,),
1.94 (s, 3H, C5CH,), 1.64 (s, 3H, H7); “C{'H} NMR
(100.61 MHz, DMSO-d,) 6 / ppm 172.2 (C6), 151.9 (C1),
144.8 (C5), 138.6 (C3), 132.0 (C2), 50.2 (C4), 20.0 (C7),
14.4 (C5CH,)), 13.9 (C1CH,); yield 61%.

[(E)-N-(1-(2-Methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)propan-
2-ylidene)benzohydrazidenitate]silver(l) [Ag(HL2)NO,] (2)

Yellow solid; anal. calc. for C,,H,;AgN,O, (FW:
471.17 g mol™"): C, 35.69; H, 3.21; N, 17.84; found: C,
35.38; H, 3.09; N, 17.72; melting point: 184.1-184.3 °C;
molar conductivity (1.0 x 102 mol L' DMSO)
38.10 cm? Q' mol'; IR (KBr) v / cm™ 3144 (v N4-H),
1654 (v C=0), 1552 (v C5=N), 1486/1388 (v, /v, NO,),
1388 (v NO,); 'H NMR (400.13 MHz, DMSO-d,) 6 / ppm
10.72 (s, 1H, N4H), 8.11 (s, 1H, H2), 7.79 (s, 2H, HS,
H12),7.58-7.17 (m, 3H, H9, H10, H11), 5.27 (s, 2H, H4),
2.50 (s, 3H, C1CH,), 2.06 (s, 3H, C5CH,); *C{'H} NMR
(100.61 MHz, DMSO-d,) 6 / ppm 163.1 (C6), 156.4 (C1),
152.1 (C5), 138.4 (C3), 133.6 (C7), 132.1 (C2), 131.4
(C10), 128.2 (C9, C11), 127.7 (C8, C12), 50.4 (C4), 15.7
(C5CH,)), 14.0 (C1CH,); yield 78%.

[(E)-2-(1-(2-Methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)propan-
2-ylidene)hydrazinecarbothioamidenitrate]silver(l)
[Ag(HL3)NQ] (3)

Yellow solid; anal. calc. for CgH,,AgN,0O,S (FW:
426.16 g mol'): C, 22.55; H, 2.84; N, 23.01; found: C,
22.71; H, 2,79; N, 23.27; decomposition at 125 °C; molar
conductivity (1.0 x 103 mol L' DMSO) 29.30 cm? Q' mol;
IR (KBr)v/cm' 3176 (v N4—H), 1530 (v C5=N), 1466/1377
(Ve / v, NO,), 794 (v C=S), 1384 (v NO;); 'H NMR
(400.13 MHz, DMSO-d) 6 / ppm 10.87 (s, 1H, N4H), 8.82
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(s, 1H, NSH), 8.08 (s, 1H, H2), 7.32 (s, 1H, N5H), 5.19
(s, 2H, H4), 2.41 (s, 3H, CICH,), 2.05 (s, 3H, C5CH,);
BC{'H} NMR (100.61 MHz, DMSO-d,) 6 / ppm 174.4
(C6), 153.8 (C1), 151.9 (C5), 138.4 (C3), 132.7 (C2), 50.2
(C4), 15.6 (CSCH,)), 13.9 (CICH,); yield 89%.

(E)-N-Methyl-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)
propan-2-ylidene)hydrazinecarbothioamidenitrate]silver(l)
[Ag(HL4)NO;] (4)

Brown solid; anal. calc. for C4H,,AgN,0O,S (FW:
440.18 gmol™): C,24.56; H,3.21; N, 22.27; found: C, 23.97,
H, 3,17; N, 21.22; melting point: 190.0-191.0 °C; molar
conductivity (1.0 x 103 mol L' DMSO) 33.70 cm? Q0! mol';
IR (KBr) v/cm™ 3262 (v N4—H), 1560 (v C5=N), 1486/1384
(Vs / Vo NO,), 788 (v C=S), 1384 (v NO;); 'H NMR
(400.13 MHz, DMSO-d;) 6 / ppm 10.45 (s, 1H, N4H], 8.15
(s, 1H,N5H], 8.10 (s, 1H, H2],5.19 (s, 2H, H4], 3.02 (d, 3H,
H7,J4.50 Hz], 2.45 (s, 3H, C1CH,), 2.02 (s, 3H, C5CH,);
BC{'H} NMR (100.61 MHz, DMSO-d,) d / ppm 174.3 (C6),
153.3 (C1), 152.0 (C5), 138.4 (C3), 132.7 (C2), 50.4 (C4),
31.7 (C7), 15.4 (C5CH,), 14.0 (C1CH,); yield 68%.

Syntheses of bismuth(lll) complexes (5-6)

The bismuth(III) complexes were obtained by mixing
equimolar amounts (0.5 mmol) of the desired ligand with
BiCl; in methanol. The reaction mixture was kept under
reflux for 24 h. The obtained solids were vacuum filtered,
washed with methanol followed by diethyl ether and then
dried under reduced pressure. HL.1 and HL.2 did not react
with BiCl; under the experimental conditions.

[(E)-2-(1-(2-Methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)propan-
2-ylidene)hydrazinecarbothioamidetrichloro]bismuth(lll)
[Bi(HL3)Cl,] (5)

Yellow solid; anal. calc. for CgH,,BiCI;N(O,S (FW:
571.62 g mol): C, 16.81; H, 2.12; N, 14.70; found: C,
16.88; H, 2.19; N, 14.40; melting point: decomposition at
153.0 °C; molar conductivity (1.0 x 10 mol L' DMSO)
10.03 cm? Q' mol!; IR (KBr) v / cm™ 3258 (v N4-H),
742 (v C=S), 1524 (v C5=N), 1430/1368 (v, / v, NO,);
'"H NMR (400.13 MHz, DMSO-d) 6 / ppm 10.38 (s, 1H,
N4H), 8.13 (s, 1H, N5H), 8.06 (s, 1H, H2), 6.42 (s, 1H,
N5H) 5.13 (s, 2H, H4), 2.38 (s, 3H, C1CH,), 2.01 (s, 3H,
C5CH,); BC{'H} NMR (100.61 MHz, DMSO-d,) 0 / ppm
178.8 (C6), 151.8 (C1), 147.4 (C5), 138.5 (C3), 132.5 (C2),
50.0 (C4), 15.1 (C5CH,)), 13.6 (C1CH,); yield 84%.

(E)-N-Methyl-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)
propan-2-ylidene)hydrazinecarbothioamidetrichloro]
bismuth(l11)[Bi(HL4)Cl,] (6)

Yellow solid; anal. calc. for C,H,,BiCI;N,O,S
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(FW: 585.65 g mol'): C, 18.46; H, 2.41; N, 14.35;
found: C, 18.47; H, 2.49; N, 14.63; melting point:
141.0-142.2 °C; molar conductivity (1.0 x 107 mol L
DMSO) 5.72 cm? Q! mol!; IR (KBr) v / cm™ 3342
(v N4-H), 774 (v C=S), 1540 (v C5=N), 1486/1368
(V.s / Vi NO,) ; '"H NMR (400.13 MHz, DMSO-d)
o / ppm 10.32 (s, 1H, N4H), 8.08 (s, 1H, H2), 7.24 (s,
1H, N5H), 5.12 (s, 2H, H4), 2.89 (d, 3H, H7, J 4.08 Hz)
2.39 (s, 3H, C1CH,), 1.96 (s, 3H, C5CH,); “C{'H} NMR
(100.61 MHz, DMSO-d,) 6 / ppm 178.8 (C6), 151.8 (C1),
147.0 (C5), 138.5 (C3), 132.7 (C2), 50.2 (C4), 30.6 (C7),
14.8 (C5CH,)), 13.8 (C1CH,); yield 66%. Several attempts
to grow crystals of complexes (1-6) were unsuccessful.

Antimicrobial activity

Yeast cell cultures

Candida albicans (ATCC 18804), Candida dubliniensis
(clinical isolate 28), Candida lusitaniae (CBS 6936) and
Candida glabrata (ATCC 90030) strains were obtained
from American Type Culture Collection (ATCC, USA)
and from Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS,
Netherlands).

The tests with Candida strains were performed in
Sabouraud dextrose (SBD) medium. The Candida strains
were stored and sub-cultured for testing in the same
medium and incubated at 37 °C for 24 h. Dilutions were
carried out to achieve the required final concentration of
1-2 x 108 CFU mL"! (CFU is defined as colony forming units)
determined by a spectrophotometric method. The cell density
was determined taking into consideration the turbidity of
the suspension, on a spectrophotometer, according to the
guidelines of the National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) for yeasts (M27-A3).

Antifungal activity - In vitro susceptibility testing by the
microdilution method

The antifungal activity of the compounds was evaluated
in final concentrations ranging from 250 to 0.12 mg mL"!
in microdilution plates with 96-wells. The compounds
under study and the negative controls were prepared as
12.5 mg mL"! stock solutions in DMSO. Subsequently, the
stock solutions were diluted in culture medium containing
Tween 80 (0.5% v/v) in order to obtain 500 pug mL! solutions.
Further dilutions of each compound were performed. The
wells of the microdilution plates were filled with 100 uL of
solutions with decreasing concentrations of the compounds
in culture medium. Then, 100 pL of the solution containing
the standardized inocula were added and the microplates
were incubated at 37 °C for 24 h. Three control tests were
prepared, as follows: (i) with the microorganisms in culture
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medium alone (positive control), (if) with the compounds
in culture medium without microorganisms and (iii) with
only the culture medium. The experiments were performed
in triplicate and the absorbances were determined on
an ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) tray
reader (Thermoplate, Brazil) at a fixed wavelength of
490 nm. Minimum inhibitory concentrations (MICs) were
calculated based on the quantity of the microorganism
present after the experiments, i.e., the lowest concentration
of compounds that resulted in inhibition of 50% of growth
(IC5,) compared with the positive control test. The results
were processed by OriginPro 9.0® software' using
dose-response curves. For comparison, ICs, values were
converted to uM.

Antibacterial activity

In vitro susceptibility to the compounds under study was
evaluated according to Clinical & Laboratory Standards
Institute (CLSI).'¢ Six reference strains of Gram-negative
anaerobic bacteria were tested: Bacteroides fragilis
(ATCC25285), Bacteroides thetaiotaomicron (ATCC 23745),
Bacteroides vulgatus (ATCC 8482), Bacteroides ovatus
(ATCC 8483), Parabacteroides distasonis (ATCC 1945)
and Fusubacterium nucleatum (ATCC 25586).

In order to evaluate the minimum inhibitory
concentration of each compound, bacterial strains were
cultured in Brucella Agar supplemented with hemin
(5 pg mL"), vitamin K1 (1 ug mL") and horse blood
(5% vIv) (BA-S), at 37 °C for 48 h in an anaerobic
chamber (85% N,, 10% H, and 5% CQO,). The inoculum
was prepared in sterile saline solution 0.9% m/v and
standardized to obtain visual turbidity comparable to that
of the standard 0.5 of the McFarland scale, which provides
a concentration of approximately 1.5 x 10¥ CFU mL".
A 1:10 dilution of the inoculum was prepared in sterile
saline solution 0.9% m/v, resulting in a concentration
of approximately 1.5 x 107 CFU mL"!. The adjusted
suspensions were used in the final inoculation up to 30 min
after preparation.

The compounds were tested for determination of
minimum inhibitory concentration (MIC) by the agar
dilution method. Briefly, the technique consisted of
adding 4.0 mL of working solution of the compounds
containing nine different concentrations (ranging from 320
to 1.25 ug mL") in flasks containing 36 mL of the culture
medium followed by plating. In the preparation of the
working solutions of the compounds, DMSO was used as
the solvent and sterile distilled water as the diluent, so that
the final concentration of DMSO was less than 0.5% in all
tests. Inoculation was performed by adding, approximately
10° CFU per spot of each bacterial strain using the Steers
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replicator and subsequent anaerobic incubation at 37 °C
for 48 h.

The minimum inhibitory concentration (MIC) was
expressed as the lowest concentration that resulted in visual
inhibition of the microorganism growth compared with the
growth in the culture medium free of the tested compound
(positive control). In addition, incubation in the absence
of inoculum was performed to confirm the sterility of the
culture medium (negative control) as well as the control to
assure the non-interference of DMSO in cell viability. The
tests were performed in duplicate with absolute agreement
of the results and the MIC values were expressed in uM.

Results and Discussion

Formation of silver(l) complexes (1-4) and of bismuth(lll)
complexes (5-6)

Microanalyses and molar conductivity data were
compatible with the formation of [Ag(HL)NO,] (1-4)
and [Bi(HL)Cl,] (5-6) complexes, in which one neutral
thiosemicarbazone or hydrazone ligand is attached to
the metal center together with a nitrate ion (1-4) or
three chloride ions (5-6). The relatively high values of
molar conductivities of 1-4 suggest nitrate release in
solution, as previously observed for silver(I) complexes
with 2-acetylpyridine- and 2-benzoylpyridine-derived
hydrazones.>"

Spectroscopic characterization

Infrared spectra

The v(C5=N) absorption, observed at 1526-1532 cm' in
the infrared spectra of the free bases, shifts to 1524-1560 cm’!
in those of complexes (1-6), in accordance with coordination
through the imine carbon. The v (C=0) absorption at
1678 cm™ in the spectrum of HL1 does not shift in
complex (1), while this absorption shifts from 1670 cm™ in
HL2 to 1654 cm™ in complex (2). The vibrations attributed
to v (C=S), observed at 804 and 786 cm™ in HL.3 and HL4,
respectively, shift to 794 and 788 cm™ in complexes (3) and
(4), respectively, and to 742 and 774 cm™ in (5) and (6),
respectively, suggesting coordination through the sulfur.'* In
addition, an absorption at 1380-1388 cm™! was observed in
the spectra of complexes (1-4), corresponding to the presence
of nitrate in the metal coordination sphere.'

NMR spectra

NMR spectra were recorded in DMSO-d,. The 'H
resonances were doubtless assigned on the basis of chemical
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shifts, multiplicities and by using 2D homonuclear '"H-'H
correlation spectroscopy (COSY). The carbon type (C,
CH) was determined by using distortionless enhancement
by polarization transfer (DEPT-135) experiments and the
assignments were made by 2D heteronuclear multiple
quantum coherence (HMQC) experiments.

In the 'H NMR spectra of the free thiosemicarbazones
and hydrazones a signal corresponding to N4-H was observed
at 0 10.31-10.69. This signal was found at  10.32-10.87 in
complexes (1-6). The signal of N5-H, observed atd 6.41 and
0 8.16 in HL3 shifts to d 7.32 and  8.82 in complex (3) and
to & 6.42 and 0 8.13 in complex (5). This signal, observed
at 0 7.24 in HL4, shifts to d 8.15 in complex (4) and to &
7.24 in complex (6). In the “C{'H} NMR spectra of the
Schiff bases the signal at 0 144.9 -151.7 was assigned
to carbon C5. This signal was found at 0 144.8-152.1 in
complexes (1-4), suggesting coordination through the
iminic nitrogen. The C5 signal was observed at 0 147.4 in
complexes (5) and (6). The signal of C=0 was noticed at
0 172.2 and 6 163.1 for HL1 and HL2, respectively. This
signal does not shift upon coordination, suggesting that the
carbonyl oxygen is probably feebly attached to the silver
center, as previously observed in silver(I) complexes with
2-acetyl- and 2-benzoylpyridine hydrazones.>!” The signals
of C=S were observed at 6 178.9 for both HL.3 and HL4.
Upon complexation this signal shifts to  174.4 and 0 174.3
in complexes (3) and (4), respectively, and to 178.8 in (5)
and (6), indicating coordination through the sulfur."”

Electrochemistry studies

Secnidazole and HL1-HL4 displayed a stable well-
defined couple (system Ic/Ia, anodic (Ia) and cathodic (Ic)
peak currents) with Ep,. near —1100 mV, corresponding
to a monoelectronic transfer process attributed to the
formation of a stable nitro radical anion (R-NO,).
The voltammograms also exhibited a second wave near
—2000 mV, assigned to the generation of hydroxylamine
(R-NHOH) and, in some cases, an irreversible oxidation
near to =500 mV, related to the formation of nitroso (R—-NO)
species (see equations 1-3).'

Peaks Ic and la R-NO, + e = R-NO,™ (nH
Peak [Ic  R-NO,~ + 3¢~ + 4H* - R—-NHOH + H,0 (2)
Peak Illa R-NHOH = R-NO + 2e™ + 2H* 3)

The voltammograms of complexes (1-6) (see Figure 2
and S19, Supplementary Information (SI)) show two
quasi-reversible processes which were attributed to the
R-NO,/R-NO,~ (peaks Ic and Ia). The Eplc values
suggest that the formation of R—-NO, is favored in
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complexes (1-6) in comparison to the Schiff base ligands
(Table 1).

In complexes (1-4) an irreversible oxidation
process (IVa) in the 770-860 mV range was attributed to the
silver(I) — silver(I) oxidation and an irreversible process at
375-430 mV range was assigned to the silver(I) — silver(0)
reduction, in accordance with processes reported in the
literature for other silver(I) complexes.'® In complexes (5-6)
the processes (Va) at 206 and 133 mV were attributed to
the bismuth(III) — bismuth(IV) oxidation.

Antimicrobial activity

Although the free ligands were inactive, silver(I)
complexes (1-4) showed antimicrobial effects against
Candida yeast strains (Table 2), being more active than
silver nitrate. Some complexes were as active as nystatin
against C. dubliniensis. Since silver nitrate showed

(@)

Current (nA)

Antimicrobial Effects of Silver(I) and Bismuth(III) Complexes with Secnidazole-Derived Schiff Base Ligands

Current (pA)

-1500 -1000 -500 0 500 1000 1500
Potential (mV) vs. Ag/AgCl, CI” (3.0 M)
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antifungal activity, the observed effects of complexes (1-4)
are probably due to the presence of silver(I). Unlike
complexes (1-4), complexes (5-6) did not show antifungal
effects, corroborating the assumption that the antifungal
properties of (1-4) are due to the presence of silver(l).
Interestingly, copper(Il) complexes with the same
ligands did also not show antifungal activity against
the Candida strains.'* Hence, in the case of the silver(I)
complexes (1-4), the antifungal activity is not due to the
nitro pharmacophoric group, but it is probably related to
the presence of silver(I), the role of coordination being
possibly to increase lipophilicity, allowing the metal to
cross the fungal cell membrane.

The Schiff base ligands and their silver(I) and
bismuth(II) complexes proved to be inactive against
Bacillus cereus (ATCC 11778), Listeria monocytogenes
(ATCC 15313), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) and
Streptococcus sanguinis (ATCC 49456) Gram-positive and
157 @)
10+

........

Ic

-1500 -1000 -500 0 500 1000 1500
Potential (mV) vs. Ag/AgCl, CI” (3.0 M)

Figure 2. Cyclic voltammogram of (a) complex (1), (b) complex (5) in aprotic media (1 M TBAP in DMF) vs. Ag / AgCl, CI” (3.0 M); scan rate of
250 mV s Dotted line shows a short sweep with the isolated RNO, / R-NO," couple.

Table 1. Cyclic voltammetry parameters® corresponding to the R-NO, / R-NO,™, Ag'/ Ag", Ag'/ Ag’ and Bi" / Bi"V processes vs. Ag / AgCl, CI™ (3.0 M)

reference electrode

R-NO, /R-NO,~ Ag'/Ag" Ag'/Ag’ Bi'"'/ Bi"

Compound®

Ep,./ mV AEp / mV Ip./ Ips. Epyy, / mV Epyy. / mV Epy,/ mV
HL1 -1101 122 0.87 - - -
[Ag(HL1)NO,] (1) -928 58 0.80 770 375 -
HL2 -1115 78 0.82 - - -
[Ag(HL2)NO;] (2) 873 34 0.54 860 430 -
HL3 -1120 83 0.83 - - -
[Ag(HL3)NO;] (3) -831 44 0.45 849 401 -
[Bi(HL3)CL] (5) -843 68 0.37 - - 206
HL4 -1125 141 0.92 - - -
[Ag(HL4)NO;] (4) -826 58 0.62 785 390 -
[Bi(HL4)CL,] (6) —742 88 0.37 - - 133

“Scan rate of 250 mV s’; ®compounds at | mM dissolved in DMF using 1 M TBAP as supporting electrolyte, anodic (Ia) and cathodic (Ic) peak currents,

and the corresponding potential (Ep).
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Table 2. Antifungal activity (ICs,) of compounds against Candida albicans (ATCC 18804), Candida dubliniensis (clinical isolate 28), Candida lusitaniae
(CBS 6936) and Candida glabrata (ATCC 90030)

1C, / uM
Compound Candida albicans Candida dubliniensis Candida glabrata Candida lusitaniae
HL1 - - - -
[Ag(HL1)NO;] (1) 16.43 +1.96 5.29+0.33 27.20 +£2.79 9.57+0.22
HL2 - - - -
[Ag(HL2)NO;] (2) >8 8.00 £0.20 28.49 +1.17 8.59x0.13
HL3 - - - _
[Ag(HL3)NO;] (3) 10.55 +0.42 5.63£0.23 2435+5.18 1031 +0.21
HL4 - - - -
[Ag(HL4)NO;] (4) 11.50 £ 0.39 7.88 +0.17 19.39 +0.05 8.59 £ 0.15
AgNO; 40.33 = 1.46 >11 64.24 £2.21 20.79 £ 1.76
Miconazole nitrate 5.84+227 1.58 £0.51 19.50 +4.53 <0.062 x 10°
Nystatin 475+ 1.24 4.44 +0.76 1.92 +0.22 531+0.84

IC,: half maximal inhibitory concentration.

against Citrobacter freundii (ATCC 8090), Escherichia coli
(ATCC 25723), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853)
and Salmonella typhimurium (ATCC 13311) Gram-negative
aerobic bacteria.

In contrast, the free ligands and complexes (1-6)
exhibited potent antimicrobial effects against the studied
anaerobic bacterial strains (Table 3). Except for HL4, upon
coordination of the Schiff base ligands to both silver(I)
and bismuth(IIl), the antibacterial activity increased in
several cases. While silver nitrate revealed to be inactive,
complexes (1-4) proved to be equally or more active than

the original ligands and to be as active as metronidazole.
Likewise, complex (5) revealed to be more effective than the
parent thiosemicarbazone against several bacterial strains.
Comparison of the MIC values of complexes (1-6) and of
the previously reported copper(Il) analogues'* shows that
the complexes exhibit similar antibacterial effects, which
are due to the presence of the nitro pharmacophoric group
in the ligands. As already mentioned, upon complexation
to copper(Il), silver(I) and bismuth(IIl) reduction of the
nitro group is favored, which might in part account for the
improved antibacterial effects of the complexes

Table 3. Antibacterial activity (MIC values) of compounds against Bacteroides fragilis (ATCC25285), Bacteroides thetaiotaomicron (ATCC 23745),

Bacteroides vulgatus (ATCC 8482), Bacteroides ovatus (ATCC 8483), Parabacteroi

des distasonis (ATCC 1945) and Fusubacterium nucleatum (ATCC 25586)

MIC / uM
Compound
B. fragilis B. thetaiotaomicron B. vulgatus B. ovatus P. distasonis F. nucleatum

HL1 29.78 7.45 3.72 3.72 7.45 8.36
[Ag(HL1)NO,] (1) 4.18 4.18 4.18 <2.09 16.72 4.18
HL2 13.28 13.28 13.28 6.64 13.28 6.64
[Ag(HL2)NO;] (2) 3.32 332 3.32 1.66 6.64 3.32
HL3 25.36 25.36 12.68 3.17 6.34 3.90
[Ag(HL3)NO;] (3) 3.90 7.80 3.90 3.90 15.60 3.90
[Bi(HL3)CL] (5) 7.80 15.61 7.80 7.80 1.95 7.80
HL4 3.24 6.47 3.24 3.24 6.47 3.24
[Ag(HL4)NO;] (4) 3.70 3.70 3.70 3.70 >7.38 3.70
[Bi(HL4)CL] (6) 3.70 7.40 3.70 3.70 >17.40 3.70
AgNO, > 187.77 >187.77 >187.77 187.77 94.19 187.77
BiCl, ND ND ND ND ND ND
Metronidazole 3.17 3.17 3.17 317 6.34 1.46

ND: not determined since BiCl, forms insoluble hydroxylated species in aqueous media. MIC: minimum inhibitory concentration.
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Conclusions

Nitroimidazoles are prodrugs that require bioactivation
of the nitro group in order to exert their antimicrobial
effect. The mechanism of action of these compounds
involves reduction of the nitro group generating reactive
radical species, mainly the nitro anion radical R-NO,"~
which reacts with cellular components such as DNA or
proteins. Under anaerobic conditions, the redox potential
of the electron-transport system in microbes is sufficiently
negative to reduce the nitro group. However, in the presence
of oxygen, the nitro radical anion is rapidly re-oxidized to
its parent precursor in a futile cycling, with impairment of
the bactericidal effects.'?

The fact that the Schiff base ligands and their silver(I)
and bismuth(III) complexes did not show antimicrobial
activity against aerobic bacteria but were highly active
against anaerobic strains strongly suggests formation of
the R-NO, " nitro anion radical under anaerobic conditions
and the possible participation of these species in the mode
of antibacterial effect of the compounds under study.

The redox potential for the formation of the R—NO,~
nitro anion radical for the copper(Il),' silver(I) and
bismuth(IIl) complexes are more favorable than in
the case of the free ligands, which, at least in part,
might account for the higher antimicrobial activity of
the complexes. Considering the fact that silver(I) and
bismuth(IIT) compounds are already clinically employed
as antimicrobial agents and the relatively acceptable
toxicity of these compounds, coordination to silver(I) and
bismuth(IIT) might probably constitute better strategies
than coordination to copper(Il) for the design of new
antimicrobial drug candidates to treat infection originated
from anaerobic bacteria.

In addition, complexes (1-4) showed antifungal
effects, unlike their copper(Il) and bismuth(III) congeners,
suggesting that the silver(I) complexes exhibit a broader
spectrum of action. Since the free Schiff bases and
their bismuth(III) and copper(Il) complexes do not
show antifungal properties, the antifungal activities of
complexes (1-4) are probably due to the presence of
silver(I).

Increased use of nitro-heterocyclic drugs has resulted in
drug resistance to a number of these agents in Bacteroides
and other bacterial strains.?’ In fact, several studies have
reported decreased susceptibility among Bacteroides
species to nitroimidazole derivatives. Since anaerobes can
cause infections at almost all anatomic sites and are an
important cause of bloodstream infections, accounting for
up to 17% of positive blood cultures,?! investigation on
novel antibacterial agents is of utmost relevance.
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Supplementary Information

Supplementary data (infrared, 'H and *C NMR spectra
and the cyclic voltammograms of complexes 1-6) are
available free of charge at http://jbcs.sbq.org.br as PDF file.
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ABSTRACT: Triethylphosphinegold(l) complexes [Au(HL1)P- 60 MW Complex(2) , 5
(CH,CH,),]PF, (1), [Au(HL2)P(CH,CH,),PF, (2), and [Au- = , W Twpwanne £
(HL3)P(CH,CH,);]PF; (3) were obtained with (E)-2-(1-(2- £ z3
methyl-S-nitro-1H-imidazol-1-yl)propan-2-ylidene)- = 20 £ 2
hydrazinecarbothioamide (HL1), (E)-N-methyl-2-(1-(2-methyl-S- 0 ‘ 3 !
nitro-1H-imidazol-1-yl)propan-2-ylidene ) hydrazinecarbothioamide ch\jg i ! & &
(HL2), and (E)-2-(1-(2-methyl-S-nitro-1H-imidazol-1-yl)propan- o e T &Qe o 3
2-ylidene)-N-phenylhydrazinecarbothioamide (HL3). All com- &* Mo SIS 3
pounds were assayed for their cytotoxic activities against HCT- N s | &
116 colorectal carcinoma cells under normoxia and hypoxia A

Complex (2)

conditions and against nonmalignant HEK-293 human embryonic
kidney cells under normoxia conditions. The thiosemicarbazone
ligands HL1-HL3 were inactive against HCT-116 cells under hypoxia but while HL3 was inactive, HL1 and HL2 proved to be
cytotoxic to both cell lineages under normoxia conditions. Complexes (1—3) and the triethylphosphinegod(I) precursor proved to
be active against both cell lineages in normoxia as well as in hypoxia. While 1 and 3 revealed to be active against HEK-293 and HCT-
116 cells, being approximately as active against HCT-116 cells in normoxia as under hypoxia, complex (2) proved to be more active
against HCT-116 cells under hypoxia than under normoxia conditions, and more active against HCT-116 cells than against the
nonmalignant HEK-293 cells, with the selectivity index, calculated as SI = ICsongk-203/ICsoHCT-116hypoxir €qual to 3.7, similar to the
value obtained for the control drug tirapazamine (tirapazamine (TPZ), SI = 4). Although the compounds showed distinct cytotoxic
activities, the electrochemical behaviors of HL1-HL3 were very similar, as were the behaviors of complexes (1—3). Complex (2)
deserves special interest since it was significantly more active under hypoxia than under normoxia conditions. Hence, in this case,
selective reduction of the nitro group in a low oxygen pressure environment, resulting in toxic reactive oxygen species (ROS) and
damage to DNA or other biomolecules, might operate, while for the remaining compounds, other modes of action probably occur.

B INTRODUCTION transport, and the distance between cells and the abnormal
Thiosemicarbazones are an important class of bioactive vasculature increases, weakening oxygen circulation.”"° Hence,
compounds that show antimicrobial, antiviral, antiparasitic, hypoxia-selective compounds may in principle exhibit anti-
and antineoplastic activities." Functionalization of thiosemi- cancer effects with reduced systemic toxicity.

carbazones with a variety of pharmacophoric groups aiming to Metal complexes with thiosemicarbazones also show
design new drug candidates has been extensively inves- pharmacological applications as antineoplastic'' ™" antimicro-
tigated.”” bial,"* antitrypanosomal,"'® and antiviral'” agents.

Nitroimidazole-containing compounds show antimicro-
bial,** antiparasitic,” and antineoplastic’ activities related to
their ability to undergo a reduction of the nitro group,
generating toxic reactive oxygen species (ROS) such as the
nitro anion radical, NO3™, under conditions of low oxygen
concentration, which result in damage of DNA and other

Gold(I, III) complexes with different ligands have shown in
vitro and in vivo antitumor activities.'® Gold(I) and gold(I1I)
complexes with thiosemicarbazones and bis-
(thiosemicarbazones) have been shown to exhibit antiprolifer-

biomolecules. Hence, the presence of nitroimidazole may Received: November 6, 2019
result in hypoxic selectivity.” Accepted: January 22, 2020
Hypoxia is frequently a characteristic of late-stage solid Published: February 6, 2020

tumors. In solid tumor tissues, which grow and proliferate,
oxygen consumption is higher than oxygen supply and

© 2020 American Chemical Society https://dx.doi.org/10.1021/acsomega.9b03778
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S

Figure 1. Syntheses of triethylphosphinegold(I) complexes with secnidazole-derived thiosemicarbazones [Au(HL1)P(CH,CH,);]PF4 (1),

[Au(HL2)P(CH,CH,);]PF, (2) and [Au(HL3)P(CH,CH,),]PF, (3).

19721 3nd to act as inhibitors of

ative activity against cancer cells
).19-21

the seleno-enzyme thioredoxin reductase (TrxR

Auranofin, triethylphosphine (2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-1-d-
thiopyranosato-S)gold(I), was the first metal—phosphine
complex to be introduced into clinics for the treatment of
rheumatoid arthritis.”> After the introduction of auranofin for
the treatment of rheumatoid arthritis, numerous gold(I)
complexes with thiolate, phosphine, N-heterocyclic carbene
(NHC), and thiourea have been evaluated for their
antiproliferative activities.”” In a previous work, we demon-
strated that gold(I) complexes with 2-acetylpyridine- and 2-
benzoylpyridine-derived thiosemicarbazones were cytotoxic to
leukemia and solid tumor cells."

We also demonstrated that hydrazones and thiosemicarba-
zones derived from secnidazole, a S-nitroimidazole-containing
compound, as well as their copper(II),24 silver(I), and
bismuth(I11)** complexes were inactive against aerobic
bacteria but proved to be highly active against anaerobic
strains, indicating that reduction of the nitro group under low
oxygen concentrations might be part of their antimicrobial
mode of action.

Tirapazamine (TPZ) is a hypoxia-activatable bio-reducible
prodrug, which can be transformed from a nontoxic into a
toxic species via a one-electron reduction in the hypoxic
environment, resulting in selective antineoplastic effects against
hypoxic tumors with minimal toxicity to nonmalignant
tissues.”®

In the present work, triethylphosphinegold(I) complexes
were obtained with secnidazole-derived thiosemicarbazones
(Figure 1) and their cytotoxic activities against solid tumor and
healthy cells under normoxia and hypoxia conditions were
evaluated in comparison with TPZ.

B RESULTS AND DISCUSSION

Crystal Structure Determinations. The crystal data
analysis indicates that HL2 crystallized in the P-1 triclinic,
while HL3 crystallized in the Pbca orthorhombic space group.
HL2 formed twin crystals with the same composition and unit
cell but with different orientations, indicating a pseudo-
merohedral twin. Of all reflections, 45.9% were indexed as
component one, 20.4% as component two, 18% as overlapping
reflections belonging to both components, and 15.7% were
nonindexed.

Selected bond distances and angles in the structures of HL2
and HL3 are shown in Table 1. In both compounds, the C6-S
and N3-C5 bond distances (1.689(4) and 1.275(5) A for HL2
and 1.6709(16) and 1.272(2) A for HL3, respectively) indicate
the presence of C=S and C=N double bonds, as expected.”’
Structural representations and the atom numbering scheme for
HL2 and HL3 are shown in Figure 2. The molecular
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Table 1. Selected Bond Distances (A) and Angles (deg) in
the Crystal Structures of HL2 and HL3

compound HL2 HL3
S-C6 1.689(4) 1.6709(16)
N3-N4 1.384(4) 1.3744(19)
N4-H4 0.8273 0.8821
N5-C6 1.316(5) 1.3418(19)
N5-C9 1.448(5) 1.4123(19)
NS-HS 0.8923 0.8294
N6-02 1.209(5) 1.216(2)
N6-O1 1.231(6) 1.227(2)
N3-C$ 1.275(5) 1.272(2)
C1-C8 1.499(8) 1.481(3)
Cs5-C7 1.492(6) 1.501(2)
N3-N4-H4 117.9 123.9
C6-N5-C9 123.6(3) 133.20(14)
C6-NS-H5 117.8 114.6
C9-NS-H5 118.5 1122
N5-C6-N4 117.5(3) 113.28(14)
H3A-O3-H3B 109
C14-C9-C10 119.34(15)
C14-C9-N5 115.75(15)
C10-C9-NS 124.88(15)

conformation in both compounds is similar. The dihedral
angle between the imidazole ring and the thiosemicarbazone
fragment is 77.2(1)° in HL2 and 83.88(5)° in HL3. In HL3,
the dihedral angle between the benzenic ring and the
thiosemicarbazone fragment is 14.43(8)°.

The crystal packings of the compounds are very distinct,
mainly due to the presence of water molecules and of the
phenyl ring in HL3 (see Figures Sl and S2, Supporting
Information). In the crystal packing of HL2, an NS-H-N1
intermolecular hydrogen bond was observed (d(NS--N1) =
2.960(6)A), with the formation of a dimeric motif (see Table
S1, Supporting Information). An N4-H---S interaction is also
observed in this compound (d(N4---S) = 3.457(4)A) that gives
rise to a one-dimensional (1-D) network arrangement. In the
crystal packing of HL3, strong intermolecular interactions
among HL3 molecules were not observed and stabilization of
the solid is due to N4-H---03 (d(N4---0O3) = 2.937(2)A) and
03-H--N1 (d(03--N1) = 2.853(2)A) intermolecular hydro-
gen bonds among HL3 and water molecules (see Table S2,
Supporting Information).

The Hirshfeld surfaces (HS) as the fingerprint plot
analysis”®”” show that changing from methyl in HL2 to
phenyl in HL3 promotes relevant modifications in the solid
state. Comparing the HS of the compounds (Figure 3), it is
possible to notice the difference in their shapes and, as

https://dx.doi.org/10.1021/acsomega.9b03778
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Figure 2. Molecular plots of HL2 and HL3 showing the labeling scheme of the non-H atoms and their displacement ellipsoids at the 50%

probability level.
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Figure 3. Hirshfeld surface (top) and fingerprint plots (bottom) of (a) HL2 and (b) HL3.

expected, in volume (HL2 = 314.64 A’ and HL3 = 388.79 A%).
The distribution of the intermolecular interactions is also
distinct in the compounds. In HL3, the intermolecular
interactions are stronger than those in HL2, since the d; + d,
distance is 4.7 A in HL2 and 4.5 A in HL3. However, the
strongest interactions are related to N---H contacts in both
compounds. The most representative interactions in these
solids are the nondirectional H---H contacts that represent 39.1
and 39.9% for HL2 and HL3, respectively (Figure S3a). The
O--H contacts’ contributions (Figure S3b) are similar in HL2
and HL3: 20.5% in HL2 and 22.1% in HL3, respectively.
However, due to the presence of water molecules, the
fingerprint plots in HL3 are asymmetric for these contacts as
well as for the N---H contacts (Figure S3c). The N---H and S---
H contributions correspond to 14.2 and 15.3%, respectively,
for HL2 and 5.0 and 9.0% for HL3. The fingerprint plots did
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not show the characteristic wing pattern, indicating that CH---x
interactions are not present in these compounds.

Formation of the Triethylphosphinegold(l) Com-
plexes. C, H, and N analyses, as well as molar conductivity
data, are in accordance with the formation of [Au(HL)P-
(CH,CH,;),]PF4 complexes in which one thiosemicarbazone
ligand and one triethylphosphine ligand are attached to the
gold(I) center.

Spectroscopic Characterization. Infrared Spectra. The
vibrations attributed to (C=S), observed at 804—772 cm™"
in HL1-HL3, could not be attributed in 1-3 due to
overlapping with the PF4 vibrations. However, the v(CS=
N) absorption, observed at 1530—1555 cm™ in the infrared
spectra of the free bases, shifts to 1528—1540 cm™" in those of
complexes (1—3), probably as a consequence of coordination

through the sulfur.

https://dx.doi.org/10.1021/acsomega.9b03778
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NMR Spectra. NMR spectra were recorded in dimethyl
sulfoxide (DMSO)-ds, The 'H resonances were attributed
based on chemical shifts and multiplicities, and using two-
dimensional (2D) homonuclear 'H—'H correlation spectros-
copy (COSY). The carbon type (C, CH) was defined by
means of distortionless enhancement by polarization transfer
(DEPT-135) experiments and the attributions were made
using 2D heteronuclear multiple quantum coherence
(HMQC) experiments.

In the '"H NMR spectra of the free thiosemicarbazones, a
signal corresponding to N4-H was observed at 6 10.31—-10.87.
This signal was found at § 10.73—11.40 in complexes (1-3).
The signal of NS-H, observed at 6 6.41—8.83 in the free
thiosemicarbazones, shifts to § 7.69—9.56 in complexes (1—3)
as a consequence of coordination through the sulfur.”®

In the “C{'H} NMR spectra of HL1-HL3, the signal at &
147.0—148.1 was assigned to carbon CS. This signal was found
at § 149.8—152.0 in complexes (1—3). The signals of C=S,
observed at 6 175.8—178.9 in the spectra of the thiosemi-
carbazones,”* shift to & 171.2—176.8 in complexes (1-3),
indicating coordination through the sulfur.”®

Electrochemistry Studies. Secnidazole and HL1-HL3
display a stable well-defined couple (system Ic/Ia), with Eplc
in the —1120 to —1130 mV range, related to a one-electron
transfer process attributed to the formation of a stable nitro
radical anion (R—NO37). The voltammograms also exhibit a
wave near —2000 mV, assigned to the generation of
hydroxylamine (R—NHOH) and, in some cases, an irreversible
oxidation close to —500 mV, assigned to the formation of
nitroso (R—NO) species (see eqs 1—3).>*

Peaks Ic and Ia R—NO, + ¢~ & R—-NO5~ (1)
PeakIIc R-NO;™ + 3¢~ + 4H" -» R—NHOH + H,0
)
()

The voltammograms of complexes (1—3) (see Figures 4 and
S16, Supporting Information) exhibit two quasi-reversible

PeakIlla R-NHOH = R—NO + 2¢~ + 2H"

207 @

IVa
10

04

Current (HA)

-10-
204
Ic

-2000  -1000 0 1000
Potential (mV) vs Ag/AgCl, CI” (3.0 M)

2000

Figure 4. Cyclic voltammogram of [Au(HL1)P(CH,CH,);]PF, (1)
at 250 mV s7'. The red line shows a short sweep with the isolated
RNO,/R—NO;~ couple.

processes that were assigned to R—-NO,/R—NO;~ (peaks Ic
and Ia), eq 4. The Eplc values indicate that the formation of
R—NO3~ is favored in (1—3) in comparison to the
thiosemicarbazone ligands (Table 2).

An irreversible oxidation process (IVa) was also observed at
1137—1410 mV, which was attributed to the Au(I)—Au(II)
oxidation, eq S.
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Table 2. Cyclic Voltammetry Parameters” Relative to the
R—NO,/R—NO;~ and Au'/Au" Processes versus the Ag/
AgCl, CI” (3.0 M) Reference Electrode; 250 mV s

RNO,/R—NO3~ Au'/Au"
compound Eplc AEP Ipla/Iplc  EpIVa
HL1 —-1120 83 0.83
[Au(HL1)P(CH,CH,),]PFs (1)  —978 133 0.82 1173
HL2 —-112§ 141 0.92
[Au(HL2)P(CH,CH,);]PF (2)  —1065 92 0.73 1410
HL3 —1130 98 0.85
[Au(HL3)P(CH,CH,),;]PF (3) —-987 93 0.66 1137
“Scan rate 250 mV s”'; compounds at 1 mM dissolved in

dimethylformamide (DMF) using 0.1 M tetrabutylammonium
perchlorate (TBAP) as the supporting electrolyte, anodic (Ia, IVa)
and cathodic (Ic) peak currents, and the corresponding potential

(E,).

R-NO, + ¢~ 5 R-NO;~ (4)
[Au'(HL)P(CH,CH,),]""
— [Au"(HL)P(CH,CH,),]** + ¢~ ()

The Eplc for complexes (1—3) were found in the - (978—
1065) mV range, while for the thiosemicarazone ligands, these
values were in the - (1120—1130) mV range, indicating that
reduction of the nitro group is favored in the complexes.

Cytotoxic Activity. Taking into consideration that the
nitroimidazole pharmacophoric group could, in principle,
undergo reduction under anaerobic conditions resulting in
the release of ROS that provokes DNA and protein damage,
the cytotoxic effects of the compounds under study were
evaluated against HCT-116 (colorectal cancer) cells under
normoxia and hypoxia conditions and against HEK-293
(human embryonic kidney) nonmalignant cells in normoxia
(see Table 3).

Although ligands HL1-HL3 and complexes (1—3) were
designed to undergo a selective reduction of the nitro group
under hypoxia, HL1-HL3 were not active against HCT-116
cells under hypoxia conditions. However, while HL3 was
inactive against all of the tested cell lineages under normoxia

Table 3. Cytotoxic Activity (ICs,, #M)“ and Selectivity
Indexes (SI)” of the Compounds on HCT-116 and HEK-
293 Cells

HCT-116 HEK-293
compound normoxia SI hypoxia SI normoxia
HL1 5.6+ 1.7 0.8 >100 ND 47 = 04
HL2 44 £ 19 1 >100 ND 43 £ 038
HL3 >100 ND >100 ND >100

12 +03 3.7 S7+£25 0.8 45 +£20
2 113 + 1.7 1.1 3.5+ 09 3.7 12.8 + 2.1
3 69 + 2.4 1.3 6.0 +22 1S 89+ 0.8
[AuPEt,Cl] 89 + 21 0.4 52 +£07 0.6 33+ 12
TPZ 459 £ 72 0.6 72+ 1.1 4 289 £ 92

“ICs: concentration that reduced 50% of cell proliferation; >100: at
the highest concentration tested (100 #M), inhibition of 50% of cell
viability was not verified and hence ICy, is above that value. “SI:
selectivity indexes (ICso ppx-203/ICs0 HCT-116 normoxia and hypoxia)i ND:
not determined, since the compound was inactive in the experimental
conditions.
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and hypoxia conditions, HL1 and HL2 were active against
HCT 116 and HEK-293 cells under normoxia but not under
hypoxia conditions. The values of log P are 1.06 (HL1), 1.39
(HL2) and 3.24 (HL3), indicating that HL3 is probably too
lipophilic to reach the target.

As shown in Table 2, HL1-HL3 exhibit very unfavorable
reduction potentials, and this might be the reason why they did
not show cytotoxic activity under hypoxia. Upon coordination
to gold(I), the reduction potentials become less negative so
that complexes (1—3) and the triethylphosphinegod(I)
precursor were active against both cell lineages in normoxia
as well as under hypoxia conditions. Complex (1) was revealed
to be active against HEK-293 and HCT-116 cells, being
slightly more active against HCT-116 cells in normoxia than
under hypoxia. Complex (3) was active against both cell
lineages, being as active in normoxia as in hypoxia against the
malignant HCT-116 cells. Since HL3 was inactive against all
cell lineages, the cytotoxic effects of its organogold(I) complex
(3) are probably due to the presence of the
triethylphosphinegold(I) precursor, which shows cytotoxic
effects against HCT-116 cells with ICs, values similar to those
of complex (3), being more cytotoxic than 3 against HEK-293
cells.

In contrast, complex (2) proved to be more active against
HCT-116 in hypoxia than in normoxia conditions, with the
selectivity index, calculated as SI = ICsyypk.293/
IC50HCT-116 hypoxiw €qual to 3.7, similar to the value obtained
for the control drug tirapazamine (TPZ, SI = 4). Interestingly,
[AuP(CH,CH,);Cl] also proved to be slightly more active
against HCT-116 cells in hypoxia but its selectivity index was
much lower, SI = 0.6.

The electrochemical behaviors of HL1-HL3 are very similar,
as are the behaviors of their triethylphosphinegold(I)
complexes (1—3), although the compounds showed distinct
cytotoxic activities. The behavior of complex (2), however,
deserves interest, since it was significantly more active against
HCT-116 cells under hypoxia than under normoxia conditions
and, hence, in this case, selective reduction of the nitro group
in a low oxygen pressure milieu might operate, while in the
remaining compounds, other modes of action probably occur.

In fact, complex (2) exhibited a selective index similar to
that of tirapazamine, an experimental anticancer drug that is
only activated in hypoxic areas of solid tumors.”® Hypoxia-
activated prodrugs such as nitroimidazoles, nitrobenzenes, and
N-oxides are inert prodrugs that diffuse through the
extravascular tissue to hypoxic sites before their activation by
means of a bio-reductive process. The common mode of action
within these classes is the monoelectronic reduction of the bio-
reducible prodrug by a reductase, with the formation of a
radical anion. Under hypoxia conditions, the radical anion
undergoes further reduction to an active agent that provokes
cellular toxicity, fragments, or rearranges to produce a reactive
species or activated drug.”'

In the presence of oxygen, this radical is reoxidized, releasing
superoxide, which is easily processed by the cell-protective
systems. This “futile” redox cycling results in low amounts of
the prodrug radical in aerobic cells, leading to hypoxia-selective
cell killing. Inhibition of drug reduction by oxygen through the
redox cycling process was initially shown for nitro compounds
and was later demonstrated to be responsible for the hypoxia-
selective cytotoxicity of nitroimidazoles.*”

A common characteristic of the bio-reductive nitro-
containing prodrugs presently in development is that their
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active metabolites are DNA-reactive cytotoxins.3'2 Hence, a
plausible hypothesis to explain the cytotoxic activity of
complex (2) against HCT-116 cells under hypoxia may
involve its bio-reduction with the formation of the toxic
nitro anion radical NO5™. In fact, evidence for the formation of
the nitro anion radical in a cell-free medium was obtained from
the electrochemical studies of this complex. In addition, we
previously demonstrated that the same S-nitroimidazole
ligands and their copper(1I),** silver(I), and bismuth(III)*®
complexes were inactive against Gram-positive and -negative
aerobic bacteria but proved to be active against anaerobic
bacterial strains, suggesting reduction of the nitro group under
low oxygen concentrations with production of the toxic nitro
anion radical to be part of their mode of action.

Although complexes (1) and (3) showed electrochemical
behaviors similar to that of complex (2), being also able to
form the nitro anion radical in a cell-free medium, the lack of
hypoxia selectivity of (1) and (3) might be related to distinct
intrinsic sensitivities of their radical anion to oxygen, which
influence the kinetic balance between the forward reactions
and the back reaction with oxygen.’’

Taking into consideration the hypoxia-selective cytotoxicity
of complex (2) and the resistance of tumor cells to
radiotherapy and to most anticancer drugs in hypoxic regions,
further investigations on this complex are of utmost relevance.
In fact, gold compounds have been suggested as a potential
alternative to platinum-based chemotherapeutic agents for
colon tumor treatment.”

B CONCLUSIONS

The foregoing results suggest that coordination of the
secnidazole-derived (E)-N-methyl-2-(1-(2-methyl-S-nitro-1H-
imidazol-1-yl)propan-2-ylidene)hydrazinecarbothioamide
(HL2) to triethylphosphinegold(I) as in complex (2) was a
valuable strategy for improving selectivity against HCT-116
cancer cells under hypoxia conditions. Indeed, since complex
(2) proved to be as selective as the bio-reducible control drug
tirapazamine, and considering that this complex contains the
secnidazole and triethylphosphinegold(I) structural motifs,
which are already used in the clinics, it deserves to be further
investigated for its antitumor effects in vivo and its mechanism
of action.

B EXPERIMENTAL SECTION

Materials and Measurements. All common chemicals
were purchased from Aldrich and were used as received.
Microanalyses were performed on a PerkinElmer CHN 2400
analyzer. A Digimed model DM3 conductivity bridge was used
for molar conductivity measurements. Infrared spectra (4000—
400 cm™!) were recorded on a PerkinElmer Fourier transform
infrared (FT-IR) Spectrum GX spectrometer using KBr pellets.
NMR spectra were obtained with a Bruker DPX-400 Advance
(400 MHz) and a Bruker DPX200 (200 MHz) spectrometer
using DMSO-d4 as the solvent and TMS as the internal
reference.

Cyclic voltammetry experiments were performed at room
temperature with a three-electrode cell (with a volumetric
capacity of 10 mL) in an Autolab type PGSTAT30 equipment
using Nova 2.1.3 software. A Metrohm glassy carbon electrode
was used as the working electrode, and the auxiliary electrode
was a platinum wire. Ag/AgCl, CI™ (3.0 M) was employed as
the reference electrode. The glassy carbon electrode was
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previously fine-polished with a 0.3 ym alumina slurry on a
polishing felt for S min. Solutions were prepared in
spectroscopic dimethylformamide (DMF) containing 1 mM
analyte and 0.1 M tetrabutylammonium perchlorate (TBAP)
as supporting electrolyte. Before recording the voltammo-
grams, the test solution was thoroughly purged with high-
purity nitrogen to remove any traces of dissolved oxygen.
Cyclic voltammograms were recorded in the 2.00 to —2.00 V
potential range using a scan rate of 250 mV s~
Syntheses of Triethylphosphinegold(l) Complexes
(1—3). Complexes (1—3) were obtained by reacting [AuP(P-
(CH,CH,;);)Cl] with the desired thiosemicarbazone in a 1:1
M/L ratio. Hence, 0.5 mmol of [AuP(P(CH,CH,);)Cl] was
dissolved in a mixture of 6 mL of methanol and 6 mL of
dichloromethane, followed by the addition of 0.7 mmol of
KPF¢ and a slight excess (0.7 mmol) of the appropriate
thiosemicarbazone. The reaction mixture was kept under reflux
and stirring in the dark for 3 h (see Figure 1). The yellow solid
formed after solvent evaporation was filtered off and washed
with diethylether, and dried under reduced pressure. The
complexes were characterized by means of microanalyses and
their infrared, and their de 'H, 3C, DEPT 135, COSY,
HMQC, and *'P NMR spectra.
(E)-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)propan-2-
ylidene)hydrazinecarbothioamide tris-
(triethylphosphinegold(l)) hexafluorophosphate [Au(HL1)P-
(CH,CH;);]PFs (1). Yellow solid. Anal. Calc. for
C,Hy,AuFN,O,P,S (FW = 716.37 g mol™): C, 23.47; H,
3.80; N, 11.73. Found: C, 23.02; H, 3.65; N, 11.25.
Decomposition at 135.0 °C. Molar conductivity (1.0 X 107
mol L™! DMF): 64.49 cm® Q! mol™". IR (KBr, cm™): 3138
(v N4-H), 1528 (v C5=N), 1464/1366 (v,,,/v, NO,), 842 (v
P-F). '"H NMR [400.13 MHz, DMSO-d, §(ppm)]: 11.39 [s,
1H, N4H], 9.21, 7.69 [s, 2H, NSH], 8.06 [s, 1H, H2], 5.20 [s,
2H, H4J, 2.40 [s, 3H, C1CH,], 2.06 [m, 3H, CSCH,], 1.87—
2.06 [m, 6H, H13/15/17], 1.07—1.16 [m, 9H, H14/16/18].
BC{'H} NMR [100.61 MHz, DMSO-d,, §(ppm)]: 171.2
[C6], 157.0 [C1], 151.8 [CS], 138.4 [C3], 132.8 [C2], 50.1
[C4], 16.8, 16.4 [C13/15/17], 15.9 [CSCH,], 13.8 [CICH,],
8.8 [C14/16/18]. *'P{'H} NMR [80.98 MHz, DMSO-d,,
5(ppm)]: 38.8. Yield: 40%.
(E)-N-methyl-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)-
propan-2-ylidene)hydrazinecarbothioamide tris-
(triethylphosphine)gold(l) hexafluorophosphate [Au(HL2)P-
(CH,CH;);]PFs (2). Yellow solid. Anal. Calc. for
C,sH0AuFN,O,P,S (FW = 730.40 g mol™'): C, 24.67; H,
4.00; N, 11.51. Found: C, 25.29; H, 4.09; N, 11.21. Melting
point: 105.0—106.3 °C. Molar conductivity (1.0 X 107 mol
L™' DMF): 51.63 cm* Q7' mol™". IR (KBr, cm™): 3344 (v
N4-H), 1540 (v C5=N), 1470/1368 (v,,,/v, NO,), 846 (v P-
F). '"H NMR [400.13 MHz, DMSO-d,, 8(ppm)]: 10.73 [s, 1H,
N4H], 8.09 [s, 1H, H2], 7.85 [s, 1H, NSH], 5.15 [s, 2H, H4],
2.99 [d, 3H, H7], 2.40 [s, 3H, C1CH,], 1.99 [m, 3H, CSCH};],
1.86—2.02 [m, 6H, H13/15/17], 1.05—1.15 [m, 9H, H14/16/
18]. BC{'H} NMR [100.61 MHz, DMSO-dg, 6(ppm)]: 176.8
[Cé6], 151.8 [C1], 149.8 [CS], 138.5 [C3], 132.7 [C2], 50.2
[C4], 31.1 [C7], 17.0, 16.6 [C13/15/17], 15.0 [CSCH,], 13.8
[CICH;], 89 [C14/16/18]. *'P{'"H} NMR [80.98 MHz,
DMSO-dg, 5(ppm)]: 36.8. Yield: 63%.
(E)-2-(1-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl)propan-2-yli-
dene)-N-phenylhydrazinecarbothioamide tris-
(trethylphosphine)gold(l) hexafluorophosphate [Au(HL3)P-
(CH,CH3);]PFs (3). Yellow solid. Anal. Calc. for
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C,oH;, AuFN¢O,P,S (FW = 792.47 g mol™"): C, 30.31; H,
3.94; N, 10.60. Found: C, 31.27; H, 3.91; N, 10.24. Melting
point: 117.5—118.5 °C. Molar conductivity (1.0 X 107> mol
L™' DMF): 54.30 cm® Q7' mol™. IR (KBr, cm™'): 3298 (v
N4-H), 1540 (v C5=N), 1472/1366 (v,./v, NO,), 844 (v P-
F). '"H NMR [400.13 MHz, DMSO-d, 8(ppm)]: 11.40 [s, 1H,
N4H], 9.56 [s, 1H, N5H], 8.12 [s, 1H, H2], 7.41 [s, SH, H8/
9/10/11/12], 5.24 [s, 2H, H4], 2.44 [s, 3H, C1CH5;], 2.09 [s,
3H, CSCH,;], 1.83—1.91 [m, 6H, H13/15/17], 1.01—1.10 [m,
9H, H14/16/18]. *C{'H} NMR [100.61 MHz, DMSO-d,,
S(ppm)]: 173.5 [C6], 153.4 [C1], 152.0 [C5], 138.5 [C3],
137.7 [C7], 132.7 [C2], 128.8 [C9/11], 126.5 [C10], 124.8
[C8/12], 50.2 [C4], 16.9, 16.6 [C13/15/17], 15.7 [CSCH,],
13.8 [CICH,], 8.9 [C14/16/18]. *'P{*H} NMR [80.98 MHz,
DMSO-dg, 6(ppm)]: 36.6. Yield: 57%.

Crystal Structure Determinations. Crystals of HL2 and
HL3 were obtained during the recrystallization of complexes
(2) and (3) in DMF. Crystals’ data, data collection details, and
refinement results are listed in Table 4. The single-crystal data

Table 4. Crystal Data and Structure Refinement Results for
HL2 and HL3

compound HL2 HL3

empirical formula CoH ,N:O,S C4H sNsO5S
formula weight (g- 270.32 350.40

mol™")
wavelength (4) 0.71073 0.71073
crystal system triclinic orthorhombic
space group P-1 Pbca
temperature (K) 298(2) 298(2)
a (angstrom) 8.1536(4) 15.3961(S)
b (angstrom) 8.7320(6) 13.6020(4)
¢ (angstrom) 9.8349(S) 16.0574(4)
a (deg) 89.139(S) 90
B (deg) 81.378(4) 90
7 (deg) 68.290(6) 90
vV (A3) 642.57(7) 3362.70(17)
V4 2 8
density (calculated) 1.397 1.384

(g em

crystal size (mm?)
F(000)

absorption coeflicient
(mm™")

Tmin/ Tméx

20 range for data
collection (deg)

reflections collected

independent
reflections

number of parameters

final R indexes [I >
20(1)]

final R indexes (all
data)

goodness-of-fit on F*
A/)max' and Apmin

0.241 X 0.214 X 0.12§
284.0
0.257

0.614 /1
3.18 to 27.033

14624
11169

164

R, = 0.0659 WR, =
0.1960

0.086

1.127
0.384 and —0.396

0.723 X 0.468 X 0.425
1472.0
0.219

0.475 /1
3.214 to 29.291

4639
3439

217

R, = 0.0489 WR, =
0.1538

0.0678

1.027
0.309 and —0.256

for compounds were collected using an Agilent SuperNova
diffractometer with Mo Ka (4 = 0.71073 A) radiation at room
temperature (298 K). The data collection, cell refinements,
and data reduction were performed using CRYSALISPRO
software.”* The structures were solved by direct methods and
refined using SHELX1.-2018/ 3% All nonhydrogen atoms were
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refined with anisotropic thermal parameters. H atoms
connected to carbon were placed in idealized positions and
treated by a rigid model, with Uiso(H) = 1.2Ueq(C), while H
atoms from NH groups were obtained directly by difference
maps and fixed with a N—H distance around 0.88 A and
Uiso(H) = 1.2Ueq(N). CCDC 1949760 and 1949761 contain
the supplementary crystallographic data for HL2 and HL3,
respectively. The figures were drawn using ORTEP-3 for
Windows®® and Mercury.*”

Evaluation of the Cytotoxic Effects of the Com-
pounds. Colorectal carcinoma (HCT-116) and human
embryonic kidney (HEK-293) cells were donated by Dr.
Marcel Leist, University of Konstanz/Germany, and main-
tained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)
medium (Sigma Aldrich) with 10% fetal serum (GIBCO BRL,
Grand Island, NY) and enriched with a 1% antibiotic solution
(100 IU/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (GIBCO
BRL, Grand Island, NY)). Cytotoxic activity was based on the
mitochondrial reduction rate of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) to formazan crys-
tals.”® HCT-116 and HEK-293 cells were seeded at the density
of § X 10° cells per well (96-well plate) and preincubated
overnight for stabilization under hypoxia conditions (1% O,,
5% CO,, 94% N, at 37 °C) and normoxia (5% CO,, 95%
atmospheric air at 37 °C) as described by Harrison and co-
workers.”® After stabilization, cells were incubated for 72 h
with the compounds and with tirapazamine (TPZ) as a
positive control, using seven serial 1:5 dilutions (100—0.0064
uM), under conditions of hypoxia and normoxia. The ICg,
(inhibitory concentration of 50% cell proliferation) was
determined by nonlinear regression using GraphPad Prism
Version 5.01 software (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA).
All compounds were tested in four independent experiments
performed in triplicate and the solvent (DMSO 0.5%) was
used as the control. The results were expressed as mean =+
standard deviation of the mean of the percentage of viability in
relation to the negative control (DMSO, 0.5%), calculated as
follows: percentage of cell viability (%) = [(OD of treated
mean/OD negative control) x100].**

Selectivity indexes (SI) of the compounds were also
evaluated using the ratio between the 50% inhibitory
concentration of cell viability for nonmalignant and tumor
cells, SI = ICsoygk-203/ICs0nct-116) Under normoxia and hypoxia
conditions.

B ASSOCIATED CONTENT
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