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RESUMO

O presente trabalho consistiu na sintese e estudo do perfil farmacoldgico de trés classes de
compostos — tiossemicarbazonas, bis(fenilhidrazonas) e clioquinol — e seus complexos metalicos. A
potencial capacidade de tiossemicarbazonas selecionadas de atuarem como agentes quelantes para uso
na remo¢do de metais de cérebros de pacientes portadores de doengas neurodegenerativas foi
investigada. Os efeitos citotéxicos de tiossemicarbazonas, bis(fenilhidrazonas), clioquinol e seus
complexos metdlicos foram avaliados frente a células de leucemia e de tumores sélidos, e foi estudada
a acdo antimicrobiana dos compostos em culturas de bactérias e fungos.

Uma série de tiossemicarbazonas com cardter bidentado foi planejada, as quais em principio
poderiam atuar pela complexagdo e remog¢do de metais associados a doencas neurodegenerativas. Doze
tiossemicarbazonas derivadas de acetofenona e benzofenona N(3)-substituidas foram obtidas, sendo
oito delas inéditas. Quatro estruturas cristalograficas foram determinadas. A atividade antimicrobiana
contra cepas de Staphylococus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans, e a atividade
citotoxica desses compostos frente a células leucémicas (HL-60, Jurkat e K562), de tumor mamério
(MCEF-7) e de glioblastomas (U-87 e T-98) humanos foram avaliadas, porém, todos os compostos
revelaram-se pouco ativos. Acetofenona-N(3)-meta-toluil tiossemicarbazona mostrou baixa toxicidade
oral in vivo. A capacidade quelante, a baixa toxidez frente a diferentes sistemas bioldgicos e o valor de
logP na faixa adequada para chegar ao cérebro sugerem que esse composto em particular e a familia de
tiossemicarbazonas estudadas poderiam constituir novos candidatos a protétipos de farmacos para o
tratamento de pacientes com doencas neurodegenerativas.

Foram obtidos oito complexos de zinco(Il) com as tiossemicarbazonas derivadas de
acetofenona e benzofenona N(3)-mefa- substituidas. Duas estruturas cristalogrificas foram
determinadas. Todos os complexos foram inativos contra o crescimento de bactérias S. aureus e P.
aeruginosa.

Complexos de ouro(l, III) e de platina(ll, IV) foram preparados com 2-formilpiridina-, 2-
acetilpiridina- e 2-benzoilpiridina- N(4)-toluil- tiossemicarbazonas. Os efeitos citotoxicos dos
compostos foram investigados frente a células de glioblastomas humanos U-87 e T-98 e células sadias
de fibroblastos de pulmio de feto humano (MRC-5). As tiossemicarbazonas livres mostraram-se
altamente citotoxicas frente a todas as linhagens celulares. Em alguns casos, a coordenacdo aos metais
melhorou o efeito citotéxico. Alguns compostos revelaram-se mais ativos que cisplatina e auranofina.
Os complexos de ouro(], III) foram mais ativos que seus analogos de platina(Il, IV) contra as células
U-87 e T-98. Por sua vez, a maioria dos complexos de platina(IV) foi mais ativa que seus andlogos de
platina(IT) contra as duas linhagens de células.

2-Acetilpiridina-N(4)-meta-toluil tiossemicarbazona, seus complexos de ouro(Ill) e de
platina(Il, IV) foram avaliados quanto a capacidade em inibir a atividade da enzima tiorredoxina

redutase (TrxR). Apenas o complexo de ouro(IIl) inibiu significativamente a atividade da TrxR. Os



mesmos compostos foram avaliados quanto a interacdo com ADN plasmidial. Apenas os complexos
de platina(Il, IV) interagiram significativamente com o ADN. Esses resultados sugerem que os modos
de acdo citotéxica dos complexos de platina podem ter como alvo principal o ADN, enquanto que os
complexos de ouro agem majoritariamente pela inibicdo da enzima TrxR.

Complexos de bismuto(IIl) e antimOnio(Ill) foram preparados com 2,6-diacetilpiridina
bis(fenilhidrazona) e seus derivados. Duas estruturas cristalograficas foram determinadas. As
atividades antimicrobianas dos compostos foram avaliadas contra o crescimento de S. aureus,
Staphylococus  epidermidis, Enterococcus faecalis, P. aeruginosa e C. albicans. As
bis(fenilhidrazonas) nao foram ativas contra o crescimento dos microorganismos. Em geral, a
coordenagdo a bismuto(Ill) e antimdénio(Ill) fez aumentar a atividade antifiingica. Os complexos de
bismuto(IIl) foram mais potentes como antimicrobianos do que seus andlogos de antimdnio(I1I).

A citotoxicidade das bis(fenilhidrazonas) e seus complexos de bismuto(III) e antim&nio(III)
foi avaliada frente as células HL-60, MCF-7, HCT-116 (carcinoma colo retal) e células mononucleares
de sangue periférico (PBMC). Em geral, as bis(fenilhidrazonas) foram pouco ativas. A coordenagdo ao
bismuto(IIl) foi uma boa estratégia para aumentar o efeito citotéxico das bis(fenilhidrazonas) contra
todas as linhagens de células. Os complexos de bismuto(IIl) foram mais ativos que seus andlogos de
antiménio(Il) e, na maioria dos casos, mais ativos que a cisplatina. Em geral, os complexos de
bismuto(Il) exibiram bons valores de indices terapéuticos. Para as bis(fenilhidrazonas) e seus
complexos de bismuto(III), a morte por apoptose ndo € o tinico modo de acdo citotdxica.

A atividade das bis(fenilhidrazonas) e seus complexos de antimdnio(IIl) foi avaliada contra
Leishmania (L.) amazonensis. Os compostos apresentaram atividade contra L. amazonensis. A
coordenacdo ao antimdnio (III) ndo fez melhorar a atividade.

Foram preparados complexos de clioquinol com platina(Il, IV). A estrutura cristalogrifica do
complexo de platina(II) foi determinada. A atividade citotdxica foi avaliada frente a células Jurkat,
HL60, MCF-7 e HCT-116 e todos os compostos revelaram-se pouco ativos contra todas as células. Os
complexos foram aproximadamente quatro vezes mais ativos que o clioquinol e pouco mais ativos que
a cisplatina contra as células HL-60.

Dois complexos de estanho(IV) foram obtidos com o clioquinol. A atividade antimicrobiana
dos compostos foi avaliada contra S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans. A coordenag¢do do
clioquinol ao estanho(IV) fez aumentar a atividade antifingica, mas ndo melhorou a atividade
antibacteriana. Os complexos foram aproximadamente cem vezes mais ativos como antifiingicos do
que o fluconazol. A acio antifingica do clioquinol e dos complexos de estanho(IV) foi avaliada contra
quatro espécies de Candida spp. (C. albicans, Candida krusei, Candida glabrata e Candida
parapsilosis). Em geral, a coordenag@o a estanho(IV) melhorou a atividade do clioquinol contra a

maioria das espécies.



O efeito da combinacdo dos complexos de estanho(IV) com o fluconazol foi avaliado frente a
doze cepas de C. albicans. Em muitos casos, a atividade das combinac¢des dos complexos com o
fluconazol foi melhor do que a combinacao clioquinol/fluconazol.

O presente trabalho constitui importante contribuicdo a Quimica Medicinal Inorginica uma
vez que novos candidatos a protétipos de farmacos foram estudados para o tratamento de doencas

neurodegenerativas, de tumores e de infec¢des microbianas.

Palavras-chave: tiossemicarbazonas, bis(fenilhidrazonas), clioquinol, complexos metalicos,

atividade farmacoldgica



ABSTRACT

The present work involved the syntheses and a study on the pharmacological profile of
three classes of compounds: thiosemicarbazones, bis(benzoylhydrazones) and clioquinol, as well
as their metal complexes. The potential ability of selected thiosemicarbazones to function as
chelating agents for the treatment of neurodegenerative disorders was investigated. The cytotoxic
effects of thiosemicarbazones, bis(benzoylhydrazones), clioquinol and some of their metal
complexes was studied against leukemia and solid human tumor cell lineages. The antimicrobial
effects of the bis(benzoylhydrazones), clioquinol and their metal complexes was also investigated.

A series of bidentate thiosemicarbazones was designed which could in principle act by
complexing and removing metal ions associated to neurodegenerative diseases. Twelve N(3)-
meta-substituted acetophenone- and benzophenone-derived thiosemicarbazones were obtained.
Eight among these thiosemicarbazones were synthesized for the first time in the present work.
Four crystal structures were determined. All thiosemicarbazones proved to be inactive against the
growth of Staphylococus aureus, Pseudomonas aeruginosa and Candida albicans, and showed
very low cytotoxic activities against HL-60, Jurkat and K562 leukemia cells and against MCF-7
(breast cancer) and U-87 and T-98 glioma cell lineages. Acetophenone-N(3)-meta-tolyl
thiosemicarbazone showed low oral acute toxicity in vivo. The chelating ability of this compound,
its low oral toxicity and low pharmacological effects, together with its logP which favors its
passage through the cell membranes suggest that the compound could be interesting as a new drug
candidate prototype to treat neurodegenerative disorders.

Eight zinc(Il) complexes were obtained with the acetophenone- and bezophenone-derived
thiosemicarbazones. Two crystal structures were determined. All complexes proved to be inactive
against the growth of S. aureus and P. aeruginosa bacteria.

Gold (I, III) and platinum(Il, IV) complexes were obtained with 2-formylpyridine, 2-
acetylpyridine- and 2-benzoylpyridine- N(4)-tolyl thiosemicarbazone. The cytotoxicities of the
compounds were investigated against U-87 and T-98 human glioma cells and against MRC-5
human fetus lung fibroblast cells. The thiosemicarbazones proved to be cytotoxic to all cells.
Upon coordination the cytotoxic effect increased in some cases. Some of the studied compounds
showed higher cytotoxic activity than cisplatin and auranofin. The gold(I, III) complexes revealed
to be more active than the corresponding platinum(II, IV) complexes against U-87 and T-98 cells.
The platinum(IV) complexes were more cytotoxic than the corresponding platinum(IIl)
counterparts against U-87 and T-98 glioma cell lineages.

2-Acetylpyridine-N(4)-meta-tolyl thiosemicarbazone and its gold(IIl) and platinum(II, IV)

complexes were evaluated for their ability to inhibit the activity of thioredoxin reductase (TrxR)



enzyme. Only the gold(II) complex significantly inhibit TrxR’s activity. The same compounds
were evaluated for their ability to interact with plasmid DNA. Only the platinum(Il, IV)
complexes strongly interacted with DNA. The foregoing results suggest that the mode of
cytototoxic action of the platinum compounds involves DNA as a target while the cytotoxic effect
of the gold compounds involves inhibition of TrxR.

Bismuth(IlT) and antimony(IIl) complexes were obtained with 2,6-diacetylpyridine
bis(benzoylhydrazone) and its derivatives. Two crystal structures were determined. The
antimicrobial activities of the compounds were evaluated against the growth of S. aureus,
Staphylococus epidermidis, Enterococcus faecalis, P. aeruginosa and C. albicans. The
bis(benzoylhydrazones) were inactive against all tested microorganisms. Upon coordination to
both bismuth(IIl) and antimony(III) the antifungal activity increased. The bismuth(IIl) complexes
revealed to be more active as antimicrobials than their antimony(IIl) counterparts.

The bis(benzoylhydrazones) and their bismuth(Ill) and antimony(Ill) complexes were
assayed as well for their cytotoxic activities against Jurkat and HL-60 leukemia, MCF-7 and
HCT-116 (colo-rectal carcinoma) tumor cell lineages and against peripheral blood mononuclear
(PBMC) cells. In general the bis(benzoylhydrazones) showed low cytotoxic activity against all
cell lines. Coordination to bismutth(Ill) proved to be an efficient strategy for activity
improvement against all cell lineages. The bismuth(III) complexes were more cytotoxic than the
antimony(IIl) analogs and most of them were more active than cisplatin. In general, the
bismuth(IIl) complexes exhibited good therapeutic indexes. For the bis(benzoylhydrazones) and
their bismuth(III) complexes apoptosis induction is not the only mode of cytotoxic activity.

The bis(benzoylhydrazones) and their antimony(IIl) complexes were tested for their
activity against Leishmania (L.) amazonensis. The activity of 2,6-diacetylpyridine
bis(benzoylhydrazones) was demonstrated for the first time in the present work. Coordination did
not affect the anti-leishmanial activity of the bis(hydrazones).

Complexes of clioquinol were obtained with platinum(Il, IV). The crystal structure of the
platinum(II) complex was determined. The citotoxicity was evaluated against Jurkat, HL60, MCF-
7 and HCT-116 cells. Both complexes were fourfold more active than clioquinol and slightly
more active than cisplatin against HL-60 cells.

Two organotin(IV) complexes were obtained with clioquinol. The antimicrobial activities
of clioquinol and its tin(IV) complexes was assayed against S. aureus, P. aeruginosa and C.
albicans. Coordination to tin(IV) proved to be a good strategy for improving the antifungal but
not the antibacterial activity of clioquinol. The complexes revealed to be 100-fold more active as
antifungal agents than fluconazole. The antifungal activity of clioquinol and its organotin

complexes was evaluated against four species of Candida spp. (C. albicans, Candida krusei,



Candida glabrata and Candida parapsilosis). In general coordination to tin(IV) resulted in higher
antifungal activity against most of the Candida species.

Combinations of the organotin complexes with fluconazole were assayed against twelve
isolates of C. albicans. In many cases the organotin complexes/fluconazole combinations were
more potent as antifungals than the clioquinol/fluconazole combination.

The present work is an important contribution to Medicinal Inorganic Chemistry since
new drug candidate prototypes were investigated for the treatment of neurodegenerative disorders,

neoplasias and microbial infections.

Keywords: thiosemicarbazones,  bis(benzoylhydrazones), clioquinol, metal complexes,

pharmacological activity
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Capitulo 1

Introducgao

1.1. 1 Quimica Inorgdnica Medicinal

A Quimica Inorganica Medicinal se desenvolve basicamente em trés ramos conceituais: a
introducdo de fons metdlicos no sistema bioldgico, a manipulacdo e redistribuicdo de fons metalicos
dentro do sistema, e a remog¢ao dos fons metalicos do sistema.’

No corpo humano, alguns fons metélicos exercem fun¢des importantes e ji bem conhecidas
como a funcdo estrutural, as funcdes de carregar e transportar elétrons e oxigénio, a fungdo de
catalisadores em reagdes de oxi-reducdo e acido-base dentre outras reacdes. Por exemplo, sddio e
potéssio, que se ligam fracamente aos ligantes orgénicos, sdo ideais para gerar gradientes iOnicos
através de membranas e para a manutenc¢ao do equilibrio osmético. Ja os fons magnésio(Il) e calcio(II)
desempenham papéis estruturais importantes, e, no caso particular do calcio(Il), serve como um
transportador de carga e como um gatilho para a transmissio de sinais. fons de ferro e cobre, que se
ligam fortemente aos ligantes organicos, participam de indmeras reacgdes redox, além de
desempenharem um papel importante no transporte de oxigénio.’

Uma caracteristica dos metais que os torna tdo importantes como componentes (funcionais e
estruturais) dos seres vivos € a sua habilidade em perder elétrons facilmente formando fons com cargas
positivas, que tendem a ser soltveis em fluidos biolégicos. E na forma catibnica que os metais
desempenham suas principais funcdes bioldgicas. Enquanto {fons metdlicos apresentam-se deficientes
de elétrons, biomoléculas tais como proteinas e ADN sdo ricas em elétrons. A atracdo entre essas
cargas opostas leva a uma tendéncia geral de “fons metdlicos interagirem com moléculas bioldgicas”.?

Mesmo sem esse conhecimento sobre a presenga e funcdes de metais no sistema bioldgico, ja
se fazia o uso de certos metais na medicina hd quase 5000 anos. Vérios firmacos a base de ferro eram
usados no Egito cerca de 1500 aC. Nessa mesma época foi descoberto que o zinco promovia cura de
feridas. As primeiras referéncias da utilizagdo do ouro como agente terapéutico surgiram na medicina
chinesa e drabe por volta de 3000 a.C, em que ouro era usado como elixir da vida. No fim do século
XIX, Robert Koch demonstrou os efeitos citotoxicos in vitro de sais de ouro (K[Au(CN),]) contra o
bacilo da tuberculose.*

Porém, somente nos tltimos cem anos as propriedades medicinais de compostos inorginicos
comecaram a ser investigadas de forma racional, com o emprego de compostos de ouro no tratamento
de artrite reumatdide, dos antimoniais para o tratamento de leishmaniose e de compostos a base de

A e P
arsénio para o tratamento da sifilis.

"L.E. Scott, C. Orvig, Chem. Rev. 109 (2009) 4885.

2 E. Ochiai, J. Chem. Educ. 55 (1978) 631.

SAMC. Benite, S.P. Machado, E.J. Barreiro, Quim. Nova. 30 (2007) 2062.
‘. Orvig, M.J. Abrams, Chem. Rev. 99 (1999) 2201.



Capitulo 1

A Quimica Inorginica Medicinal em sua forma atual teve suas origens nos trabalhos de Paul
Ehrlich, que fez uso de complexos metdlicos, em especial os de arsénio, na preparacdo de drogas para
o tratamento da sifilis. No entanto, foi com a descoberta feita pelo fisico Barnett Rosemberg, em 1965,
das propriedades antitumorais do cis[(diaminodicloro)platina(I)], cis[Pt(NH;),Cl,] (Figura 1.1), o
chamado “cisplatina”, que a Quimica Inorganica Medicinal garantiu seu sucesso, uma vez que a partir
do uso clinico do composto, em 1978, o nimero de mortes por tumor de testiculo diminuiu cerca de
80%°. A partir dai, o interesse em pesquisas por complexos metdlicos com propriedades
farmacoldgicas, na investigacdo de mecanismos de agado e tentativas de melhorar a atividade t€m sido
alvo intenso de estudo.

Atualmente, a cisplatina ainda € um dos agentes mais efetivos utilizados contra cincer de
testiculo, ovdrio e pescoco, sendo um coadjuvante no tratamento do cancer de pulmao; porém seu uso
apresenta muitas barreiras como o desenvolvimento de resisténcia celular e a os sérios efeitos
colaterais que aparecem durante o tratamento com cisplatina. Vdrias pesquisas estdo sendo
desenvolvidas com o objetivo de sintetizar compostos andlogos a cisplatina que possam ultrapassar
essas barreiras’. Trés compostos foram aprovados para a comercializacio: carboplatina, oxaliplatina e
nedaplatina (ver Figura 1.1).

O mecanismo de agdo da cisplatina estd relacionado com a inibicdo seletiva da sintese de
ADN. O ADN € uma macromolécula composta por blocos repetitivos, cada um deles constituido de
uma base nitrogenada, um grupo fosfato e uma molécula do agucar 2'-desoxi-D-ribose. O alvo
principal de ligacdo da platina na fita de ADN ¢ o nitrogénio da guanina ou adenina (bases
nitrogenadas piricas).®

Os efeitos citotoxicos de muitos compostos sao atribuidos a capacidade em formar ligacGes
cruzadas (“cross-link””) com o ADN, seja por ligacdo interfitas ou intrafitas. Essas ligacdes mudam a
conformacdo do ADN, inibindo sua sintese, e provocando assim a morte celular. A forma mais
citotoxica € a ligacdo intrafitas. A cisplatina produz preferencialmente ligagdes intrafitas com o ADN
e os mecanismos de resisténcia a cisplatina podem ocorrer pelo rdpido reparo de adutos cisplatina-

ADN.’

o}

H3N\PI/C| HSN\Pt/O§<>
HSN/ \Cl H3N/ ~o
Cisplatina Carboplatina
o]
L ]
“NHZ 0N HaNT o
Oxaliplatina Nedaplatina

Figura 1.1 — Estrutura da cisplatina e seus andlogos carboplatina, oxaliplatina e nedaplatina.

3 H. Beraldo, Quim. Nova. 27 (2004) 461.
APS. Fontes, S.G. Almeida, L.A. Nader, Quim. Nova. 4 (1997) 20.
"THURSTON, D. Chemistry and Pharmacology of Anticancer Drugs. Boca Ratom: CRC Press. p. 62-64, 2007.
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Compostos de platina(IV) sdo bastante promissores na quimioterapia, pois sdo mais soluveis
em dgua e mais estdveis em meio 4cido, podendo ser administrados oralmente. Comparados aos
complexos de platina(Il), os complexos de platina(IV) sdo geralmente menos ativos quando
submetidos a testes de atividade in vitro. Uma vez que os complexos de platina(IV) passam por
reagdes de substitui¢do dos ligantes mais lentamente que seus andlogos de platina(Il), acredita-se que
sua atividade antitumoral se manifeste apés sua reducio, in vivo, ao derivado de platina(II).*

Complexos de ouro sdo bem conhecidos na drea farmacéutica, com principal aplicacio clinica
no tratamento de artrite reumatéide. Entre os complexos de ouro anti artriticos pode-se citar o 1-tio-f-
glucanopiranose  2,3,4,6-tetraacetato-S)ouro(I) trietilfosfina  (auranofina), o aurotiomalato
(Myocrisin®) e o aurotioglucose (Solgonal®). Compostos de ouro também podem apresentar atividade
citotoxica frente a células tumorais. Complexos tetraédricos de ouro(I) de 1,2-bis(difenilfosfinoetano)
e 1,2-(dipiridilfosfinoetano) apresentam um amplo espectro de atividade antitumoral in vivo,
especialmente em algumas linhagens de células resistentes a cisplatina’. Pesquisas revelam que esses
compostos provocam lesdes na mitocondria levando a morte celular."

Complexos de ouro(Ill) t&m o centro metalico isoeletrdnico (5d%) e isoestrutural (quadratico)
com a platina(Il) e por isso se mostram como bons candidatos na terapia contra o cincer. A maioria
dos compostos de ouro(IIl) com ligantes multidentados, tais como etilenodiamina e bipiridina, sdo
ativos contra diferentes linhagens de células tumorais humanas; um estudo in vifro mostrou que o
complexo de ouro(Ill) [Au(bipy)(OH),]PFs é ativo contra diferentes linhagens celulares tumorais.
Estudos de mecanismos indicaram que o ADN ndo € o alvo celular primdrio para a a¢do antitumoral
desse complexo’. Complexos de ouro tem demonstrado grande atividade de inibi¢io da enzima
tiorredoxina redutase (TrxR), uma enzima que participa do ciclo de rea¢des redox no qual a RDR
também estd envolvida, convertendo ribonucleotideos em desoxirribonucleotideos.'"'?

A literatura € rica em estudos de outras atividades de compostos metdlicos, tais como as

13,14,15 .
1. Entre o0s metais

atividades antimicrobiana, antiparasitria, antiviral e antitumora
representativos, antimonio, bismuto e estanho mostram um ampla faixa de bioatividades. Como
exemplo, compostos de bismuto(Ill) sdo amplamente usados na clinica contra distirbios

gastrointestinais. Alguns exemplos sdo o subsalicilato de bismuto (BSS, Pepto-Bismol®) e o subcitrato

$AP.S. Fontes, E.T. César, H. Beraldo, Quim. Nova Escola. 6 (2005) 13.

? C.X. Zhang, S. Lippard, Current Opin. Chem. Biol. 7 (2003) 481.

' BERTINI, Ivano. Biological Inorganic Chemistry: Structure and Reactivity. US: University Science Books,
2006, p.109-110.

A, Bindoli, M.P. Rigobello, G. Scutari, C. Gabbiani, A. Casini, L. Messori. Coord. Chem. Rev. 253 (2009)
1692.

2 JA. 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.

Brc. Mendes, J.P. Moreira, A.S. Mangrich, S.P. Balena, B.L. Rodrigues, H. Beraldo, Polyhedron. 26 (2007)
3263.

X, Wanga, Z. Guo, Dalton Trans. (2008) 1521.

'S E.R.T. Tiekink, Critical Rev. Oncol./Hematol. 42 (2002) 217.
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de bismuto ranitidino (RBC, Pylorid®). Compostos de bismuto(Ill) sdo usados em associagdo com
antibiéticos no tratamento de infeccdes pela bactéria Helicobacter pylori, um agente patogénico que
provoca sérios problemas gdstricos. H. pylori também pode provocar linfoma géstrico e sua
erradicacdo do organismo leva a regressdo da doenca e, algumas vezes, a cura. Além disso, a
administracdo sinergética de compostos de bismuto com cisplatina € utilizada para reduzir seus os
efeitos colaterais. Na literatura, encontram-se compostos de bismuto(IlI) com atividade antibacteriana,
antifingica e antitumoral, o que torna o bismuto um metal de grande interesse na Quimica
Medicinal."

Da mesma forma que os complexos de bismuto(Ill), complexos de antimoénio(Ill) sdo de
grande interesse quanto ao seu perfil farmacolégico. Os compostos de antimdnio(V), estibogluconato
de sédio (Pentostam®) e antimoniato de meglumina (Glucantime®), sdo utilizados clinicamente contra
leishmaniose. A leishmaniose € provocada pelos protozodrios do género Leishmania, transmitida ao
homem pela picada de mosquitos e se manifesta com lesdes cutdneas e viscerais. Estudos mostram que
a atividade anti-leishmania esta relacionada com a reducao de antiménio(V) a antiménio(IIl) in vivo'®.
Uma série de compostos de antimdnio(III) com 4cidos carboxilicos polidentados também tém sido
investigados por seu potencial antitumoral. Os resultados preliminares indicam que a coordenagdo de
antiménio(IlT) por estes ligantes resulta em compostos mais potentes que seus ligantes livres,
indicando a importancia da presenca de antimdnio(IIl) para a atividade."

A atividade antimicrobiana de compostos de antimdnio(IIl) tem sido igualmente demonstrada
em diversos trabalhos da literatura'"'®. Esses resultados tornam ainda mais interessante a investigacio
do espectro de atividades farmacolégicas de compostos de antimonio(III).

Complexos organoestinicos sdo conhecidos pelas suas multiplas aplicacdes como agentes
antimicrobianos e biocidas'®. A literatura contém ainda indimeros trabalhos a respeito da atividade
citotéxica de compostos de estanho contra células tumorais.

A coordenacio de ligantes bioativos pode melhorar a sua acdo, enquanto que ligantes inativos
podem adquirir propriedades farmacoldgicas. Além disso, complexos metdlicos t&ém se revelado bons
inibidores de enzimas ja que podem ligar-se fortemente as enzimas (por meio de ligagdes covalentes e
ionicas), impedindo a interagcdo do substrato ou perturbando o sitio ativo, ou promovendo perturbacgdes
nos metais que sdo essenciais para a acio enzimatica.”’

A coordenacdo a metais pode provocar mudangas significativas no perfil farmacolégico de

diversos compostos organicos, seja pela modificacio na lipofilia (propriedade relacionada a

oF, Frézard, C. Demicheli, C.S. Ferreira, M.P. Costa, Antimicrob. Agents Chemother. 45 (2001) 913.

"N.C. Kasuga, K. Onodera, S. Nakano, K. Hayashi, K. Nomiya, J. Inorg. Biochem. 100 (2006) 1176.

BK. Mahajan, M. Swami, R.V. Singh, Rus. J. Coord. Chem. 35 (2009) 179.

Y A AR Despaigne, L.F. Vieira, I.C. Mendes, F.B. Costa, N.L. Speziali, H. J. Braz. Chem. Soc. 21 (2010)
1247.

2B, Bottari, R. Maccari, F. Monforte, R. Ottana, M.G. Vigorita, G. Bruno, F. Nicolo, A. Rotondo, E. Rotondo,
Bioorg. Med. Chem. 9 (2001) 2203.
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capacidade de um composto em atravessar a membrana celular), tornando o complexo mais ativo que
o ligante livre, pela alteracdo nos efeitos colaterais ou pela redu¢do da resisténcia celular. A
coordenagdo a ligantes organicos pode facilitar a entrada do metal para o interior da célula por
aumento de lipofilia.

A complexacdo também pode servir como um mecanismo de remo¢do de metais téxicos ou
que se encontrem em excesso no organismo. Dessa forma, o uso de ligantes pouco ativos
biologicamente parece interessante.

Com o envelhecimento da populacdo mundial, sabe-se que héd hoje uma grande necessidade de
desenvolvimento de novos fdrmacos para a terapia de doencas neurodegenerativas. A destrui¢dao
progressiva e irreversivel das células neuronais que provoca sintomas gradativos com a perda de
funcgdes motoras, fisioldgicas e/ou sua capacidade cognitiva s@o os principais danos causados por esse
tipo de doencas®'. Pesquisas mostram evidéncias da participacio de fons metilicos em desordens como
a Doenga de Alzheimer e o mal de Parkinson, embora suas reais etiologias sejam ainda pouco
compreendidas®. Dessa forma, uma abordagem terapéutica para o tratamento envolveria o
planejamento de agentes quelantes ndo téxicos que pudessem remover metais do cérebro dos
pacientes.

Os agentes quelantes estdo classificados na terapia da Doenca de Alzheimer como inibidores
de agregacéo da proteina S-amiléide (BA). Excessos de agregados ou placas de SA no cérebro sdo uma
das principais causas do desenvolvimento da Doenca de Alzheimer, e t€ém sido associados ao acimulo
de metais como o cobre, o zinco e o ferro'. Estudos em cérebros post mortem de pacientes acometidos
pela doenca mostram a presenca de metais como o cobre e o zinco em placas de amiléides™. Portanto,
algumas propriedades s@o importantes para que um composto quelante seja um potencial firmaco no
tratamento da Doenca de Alzheimer: nao apresentar toxidez, ter um baixo peso molecular, ser neutro
ou fracamente carregado a fim de facilitar a passagem pela barreira hemato-encefilica, e ser estavel.*

Muitos sdo os desafios encontrados no tratamento de pacientes com Doenga de Alzheimer,
pois ainda ndo existe cura. Os farmacos atualmente aprovados (com agdes antiinflamatoria,
antioxidante, antidepressiva e inibidores de enzimas envolvidas na producdo de SA) melhoram os
sintomas por um curto periodo de tempo, mas ndo impedem a progressio da doenca.”

Nesse sentido, o estudo de compostos quelantes, que sejam pouco téxicos e complexem fons

metélicos torna-se interessante como uma estratégia para o desenvolvimento de potenciais agentes

s, Rivera-Mancia, 1. Pérez-Neri, C. Rios, L. Tristdn-Lopez, L. Rivera-Espinos, Sergio Montes, Chem-Biol.
Interact. 186 (2010) 184.

Z1LE. Scott, M. Telpoukhovskaia, C. Rodriguez-Rodriguez, M. Merkel, M.L. Bowen, B.D.G. Page, D.E. Green,
T. Storr, F. Thomas, D.D. Allen, P.R. Lockman, B.O. Patrick, M.J. Adam, C. Orvig, Chem. Sci. 2 (2011) 642.

> A. Sereniki, M.A.F. Vital, Rev. Psiquiatr. RS. (2008) 30.

** A. Budimir, Acta Pharm. 61 (2011) 1.

5 A. Rauk, Chem. Soc. Rev. 38 (2009) 2698.
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terapéuticos no tratamento de pacientes acometidos por doencgas neurodegenerativas provocadas pelo
actimulo de metais.

Tiossemicarbazonas (Figura 1.2) sdo compostos obtidos pela reacdo de condensacdo de um
aldeido ou uma cetona com uma tiossemicarbazida. Geralmente, apresentam baixo custo de sintese,
além de grande economia de dtomos, ja que, com excecdo da dgua que é liberada na sua obtencao,

p = p . 126
todos os outros dtomos dos compostos reagentes estardo presentes na molécula final.

Figura 1.2 — Estrutura genérica das tiossemicarbazonas a(/N)-piridinicas.

As tiossemicarbazonas tém grande capacidade quelante, tanto na forma neutra quanto na
forma anidnica, podendo formar ligacdo coordenada com metais através do dtomo de enxofre e do
atomo de nitrogénio azometinico (C=N). Esta capacidade aumenta com a adi¢do de grupos doadores
de elétrons ligados ao carbono da funcdo azometina. O cardter mono, bi ou tridentado da
tiossemicarbazona bem como sua geometria, sua capacidade em formar liga¢des de hidrogénio e seus
grupos funcionais potencialmente ativos sio fatores que influenciam em sua reatividade.'*

Tiossemicarbazonas e seus complexos metélicos apresentam uma ampla faixa de atividades
biolégicas e podem atuar como agentes antitumorais, antimicrobianos e antiparasitdrios. A
coordenacgdo de tiossemicarbazonas a metais como platina(Il), platina(IV), ouro(I) e ouro(Ill), como
proposto no presente trabalho, em principio poderia dar origem a complexos que reuniriam em um
unico composto, o metal e o ligante com atividade citotdxica/antitumoral e capazes de interagir com
alvos diferentes no organismo.

Bis(hidrazonas) sdo agentes quelantes polidentados que tém afinidade por diferentes cations
metélicos. A complexacdo desses ligantes com bismuto(IIl) e antimdnio(Ill), como realizado neste
estudo, poderia resultar em complexos com interessante perfil farmacoldgico

5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina é um derivado halogenado da 8-hidroxiquinolina que foi
usado entre 1950-1970 como um agente oral antiparasitdrio para a prevengao e tratamento da amebiase
intestinal, mas seu mecanismo de acdo como um agente antimicrobiano era desconhecido. Na década
de 1970, o clioquinol oral foi retirado do mercado, devido a sua neurotoxicidade. No entanto, as
formulacdes topicas de clioquinol ainda estdo disponiveis para o tratamento de infec¢des por fungos e
parasitas”’. Além de seu potencial como antibiético, o clioquinol também tem mostrado efeito contra a

proliferacdo de células cancerosas. Um estudo revelou que o mecanismo exercido pelo clioquinol

26 R.P. Tenério, A.J. S. Gées, J.G. Lima, A.R. Faria, A.J. Alves, T.M. Aquino, Quim. Nova. 28 (2005) 1030.
X, Mao, A.D. Schimmer, Toxicol. Let. 182 (2008) 1.
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envolve vias apoptéticas™. O tratamento com clioquinol reduziu a viabilidade de oito linhagens de
células tumorais humanas, com baixos valores de ICsy”. Sendo assim complexos de clioquinol com
estanho, como desenvolvido no presente estudo, poderiam apresentar-se como candidatos a farmacos
antifungicos. Complexos de clioquinol com platina(Il) e platina(IV), por outro lado, seriam

interessantes de investigar quanto as suas propriedades citotoxicas frente a células tumorais.

1.1.2 Tiossemicarbazonas como candidatos a fdrmacos para a remo¢do de metais

De modo geral observa-se que a diminui¢do na capacidade quelante de tiossemicarbazonas
provoca uma reducg@o em suas atividades bioldgicas. De fato, tiossemicarbazonas o{N)-heterociclicas
mostram-se mais ativas como agentes citotéxicos que tiossemicarbazonas que podem agir como
sistemas bidentados.’

Desse modo tiossemicarbazonas com cardter bidentado reuniriam importantes propriedades
para serem consideradas como candidatos a farmacos para o tratamento de doencas
neurodegenerativas cuja etiologia esteja associada ao acimulo de metais: seriam menos toxicas, de
facil obtencdo e teriam afinidade por zinco(Il) e cobre(Il). Estes fons metélicos parecem estar
presentes em excesso em cérebros de pacientes com a Doenca de Alzheimer

Zinco(Il) é um fon metélico essencial para inimeros processos celulares e pode ser importante
na regulacdo do metabolismo das células. Além disso, a literatura mostra que zinco(II) apresenta alta
afinidade por residuos de histidina, que interagem entre si impedindo a formagdo de fibrilas de SA,

principais responséveis pela a patogenicidade da Doenca de Alzheimer.'

1.1.3 Complexos de tiossemicarbazonas como agentes citotoxicos frente a células tumorais
humanas
Como foi mencionado, tiossemicarbazonas o(N)-heterociclicas agem como quelantes

. P .. e . 3145
tridentados € mostram altos indices de atividade citotoxica™ ™.

As tiossemicarbazonas agem,
geralmente, como inibidores de enzimas. Tiossemicarbazonas a(N)-heterociclicas encontram-se entre
os inibidores mais potentes da atividade da enzima ribonucleosideo difosfato redutase (RDR)
envolvida na biossintese do ADN.

Mudancas na atividade da RDR podem provocar alteracdes na velocidade de mutagdo
espontanea das células. Se o aumento na atividade dessa enzima encontra-se associado ao surgimento
de doencas e, em particular ao céncer, entio a RDR torna-se um alvo interessante para a

quimioterapia. A enzima € formada por duas subunidades, R1 e R2. Em R1 encontram-se o sitio

BAY. Shaw, C.Yi Chang, M.Y. Hsu, P.J. Lu, C.N. Yang, H.L. Chen, C.W. Lo, C.W. Shiau, M.K. Chern, Eur. J.
Med. Chem. 45 (2010) 2860.

29W.Q. Ding, B. Liu, J.L. Vaught, H. Yamauchi, S.E. Lind, Cancer Res. 65 (2005) 3389.

0, Bolognin, L. Messori, D. Drago, C. Gabbiani, L. Cendron, P. Zatta, Int. J. Biochem. Cell B. 43 (2011) 877.
SUIA. Lessa, I.C. Mendes, P.R.O. da Silva, M.A. Soares, R.G. dos Santos, N.L. Speziali, N.C. Romeiro, E.J.
Barreiro, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 45 (2010) 5671.
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catalitico, o sitio de especificidade e o sitio ativo, enquanto que a R2 contem dois fons Fe™ ligados
entre si através de uma ponte p-oxo e um radical livre tirosila.’

Em nosso grupo, foram estudados os complexos de ferro(Il) e ferro(Ill) de tiossemicarbazonas
a(N)-heterociclicas, com o objetivo de investigar mais detalhadamente o mecanismo de agdo e foi
proposto que esse mecanismo envolveria a oxidagdo do complexo de ferro(Il) ao de ferro(Ill), com a
liberacdo de um elétron que inativaria o radical livre da enzima, seguida da reducdo do complexo de
ferro(II) ao de ferro(Il) por um tiol celular.>*

No presente trabalho os efeitos citotéxicos de complexos ouro(l, III) e de platina(Il, IV) de
tiossemicarbazonas a(N)-heterociclicas foram investigados. Na literatura sdo raros os estudos sobre o
comportamento bioldgico de complexos de platina(IV) de tiossemicarbazonas e portanto, a
investigacdo da acdo antitumoral desses compostos é uma inovacdo nessa area. Compostos de
platina(IV) permanecem em elevados estados de oxidagdo na corrente sanguinea e sua baixa
reatividade aumenta o tempo de vida da forma ativa do fiarmaco (evitando a formacdo de outros
compostos). H4 ainda uma menor incidéncia de reagdes colaterais indesejdveis com complexos de

platina(IV) em relagdo aos de platina(II).33

1.1.4 Complexos metdlicos de bis(hidrazonas) como candidatos a agentes antimicrobianos e
antitumorais

Hidrazonas sdo ligantes versdteis de facil obtencdo que possuem diversas aplicacdes
farmacoldgicas como agentes antimicrobianos, anticonvulsivantes, analgésicos, antitumorais®*,
Bis(hidrazonas) sdo agentes complexantes com aplica¢cdes em quimica analitica. A introdugdo de um
fragmento heterociclico (piridina, furano, tiofeno, etc) na molécula de bis(hidrazona) aumenta o
nimero de centros de doagdo, tornando mais eficaz a aplicagdo de tais ligantes como agentes
quelantes.”

Os complexos metdlicos de hidrazonas apresentam igualmente diferentes propriedades

3
637 Pavan e

farmacolégicas como agentes antimicrobianos, antituberculose e antitumorais
colaboradores™ mostram que hidrazonas derivadas de di-2-piridilcetona apresentam atividade contra
Mycobacterium tuberculosis semelhante as dos compostos de referéncia tais como a estreptomicina,

ciprofloxacina e dcido p-aminossalicilico. Sugeriu-se que a atividade dessa classe de compostos esta

2 R.U. Borges, E. Paniago, H. Beraldo, J. Inorg. Biochem. 65 (1997) 267.

PAK. Mishra, S.B. Mishra, N. Manav, R. Kumar, Sharad, R. Chandra, D. Saluja, N.K. Kaushik, Spectrochim.
Acta Part A. 66 (2007) 1042.

*S.Chandra, A K. Sharma, J. Coord. Chem. 62 (2009) 3688 .

SLD. Popov, A.N. Morozov, I.N. Shcherbakov, Y.P. Tupolova, V.V. Lukov, V.A. Kogan, Rus. Chem. Rev. 78
(2009) 643.

36 F.R. Pavan, P.I. Maia, S.R.A. Leite, V.M. Deflon, A.A. Batista, D.N. Sato, S.G. Franzblau, C.Q.F. Leite, Eur.
J. Med. Chem. 45 (2010) 1898.

37 N. Nawar, N.M. Hosny, Chem. Pharm. Bull. 47 (1999) 944.
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relacionada 2 sua capacidade em ligar-se ao ferro intracelular, que é essencial para a micobactéria™.
Outro estudo realizado por Chandra e Sharma'® mostra que a atividade contra Alternaria brassicae,
Aspergillus niger, Fusarium oxysporum, Xanthomonas compestris, € Pseudomonas aeruginosa foi
aumentada com a coordenacgdo de 2,6-diacetilpiridina bis(tiocarbohidrazona) ao fon manganéS(II).34
Bis(hidrazonas) derivadas de 2,6-diacetilpiridina (ver Figura 1.3) apresentam propriedades
quelantes frente a vdrios fons metélicos e essa diversidade é aumentada pela possibilidade que
apresentam de coordenar-se como ligantes neutros, desprotonados ou parcialmente desprotonados. Um
estudo mostrou que 2,6-diacetilpiridina bis(semicarbazona) coordenou-se ao estanho(IV) na forma
neutra, enquanto que 2,6-diacetilpiridina bis(2-tenoilhidrazona) e 2,6-diacetilpiridina bis(2-
furanoilhidrazona) ligaram-se ao estanho(IV) nas formas desprotonada e parcialmente desprotonada,
respectivamente. Esses compostos geralmente adotam geometria pentagonal bipiramidal quando

coordenados a fons de metais de transicdo. No entanto, a natureza da coordenag¢do depende também do

. 21: . . 2 . 3
fon metélico, do pH do meio reacional e também da natureza da hidrazona. ?

‘\

H3C ~ CH3
N
H/Ng NH
R™ O O)\R

Figura 1.3 — Estrutura geral de bis(hidrazonas) derivadas de 2,6-diacetipiridina.

Uma das estratégias utilizadas nessa parte do trabalho foi preparar complexos de bismuto(III)
e antimonio(IIl) de bis(fenilhidrazonas) derivadas de 2,6-diacetilpiridina com o interesse em avaliar o

perfil farmacolégico dessa classe de compostos.

1.1.5 Complexos de clioquinol com platina(Il,1V) e estanho(IV) como candidatos a farmacos
antitumorais e antimicrobianos

O aumento de infec¢Oes sistemdticas causadas por fungos é decorrente do crescimento de
individuos imunocomprometidos, que passam por tratamentos como os de transplantes, de cancer e,
particularmente, de infeccdo por HIV (human immunodeficiency virus). As principais infecg¢des
invasivas sdo causadas por espécies de fungos Aspergillus, Candida e Cryptococcus, sendo que as
espécies de Candida sio os agentes patogénicos mais comuns®. Barreiras no tratamento dessas
infeccdes aparecem, em parte, em razdo do limitado ndmero de agentes antifingicos disponiveis na

clinica e ao fato de que muitos desses sdo altamente toxicos, pouco tolerdveis e pouco eficazes. Além

* G.M. Rodriguez, I. Smith, Molec. Microbiol. 47 (2003) 1485.

¥ K B. Gudasi, S.A. Patil, R.S. Vadavi, R.V. Shenoy, M. Nethajib, S.W.A. Bligh, Inorg. Chim. Acta. 359 (2006)
3229.

40 B.E. Mansfiel, H.N. Oltean, B.G. Oliver, S.J. Hoot, S.E. Leyde, L. Hedstrom, T.C. White, PLoS Pathogens. 6
(2010) 1.
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disso, o surgimento de cepas resistentes aos antiflingicos atuais, sendo o fluconazol o mais comum
s ., 40,41
entre eles, dificulta a terapia.

Portanto, grande ¢é a necessidade no desenvolvimento de novas terapias que possam superar
essas barreiras. Uma das técnicas que tem sido amplamente aplicada na clinica é a de combinacdes de
antiftingicos, objeto de estudo deste trabalho. Essa técnica apresenta vantagens como o aumento da
eficdcia sobre o uso de firmacos individuais e conseqiientemente, o emprego de doses mais baixas,
com a reducdo da toxicidade e uma melhor tolerdncia. A combinacdo pode levar a um espectro de
eficdcia mais amplo e a um maior potencial de prevengdo a organismos resistentes decorrentes da

. 42
monoterapia.
Em muitos casos, a coordenagdo ao metal provoca um aumento no potencial de agdo
. 43 . 5
farmacoldgica dos compostos™. Em trabalhos anteriores, nosso grupo demonstrou que a coordenagio
de compostos organicos bioativos com estanho(IV) leva a um aumento da atividade antibacteriana e
e . 5
antifingica. 19.44.45.46
Desse modo, a obteng@o de complexos de estanho(IV) com o clioquinol poderia resultar em

novos compostos antimicrobianos. A figura seguinte apresenta a estrutura do clioquinol.
Cl

OH

Figura 1.4 — Estrutura de 5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina (clioquinol).

Diante do potencial do clioquinol em formar complexos metélicos e de suas propriedades
citotéxicas, o preparo de novos complexos metdlicos com o clioquinol como ligante, bem como a
avaliacdo da agdo citotéxica desses compostos, como proposto no presente trabalho, torna-se muito
interessante. Complexos de platina(Il) e de platina(IV) sdo bem conhecidos por suas propriedades
antitumorais, podendo agir como andlogos da cisplatina. Pareceu-nos entdo interessante obter e testar
complexos de platina(IL,IV) com clioquinol em células tumorais humanas.

Pretendeu-se, no presente trabalho, explorar a capacidade quelante de compostos organicos no
planejamento de novos candidatos a protétipos de farmacos antimicrobianos, antitumorais e para uso

em doencas neurodegenerativas.

4B, Zhai, H. Zhou, L. Yang, J. Zhang, K. Jung, Chou-Zen Giam, X. Xiang, X. Lin, J. Antimicrob. Chemother.
65 (2010) 931.

*> M.R. Harris, P.J. Coote, Int. J. Antimicrob. Ag. 35 (2010) 347.

S K. Hadjikakou, N. Hadjiliadis, Coord. Chem. Rev. 253 (2009) 235.

“1C. Mendes, J.P. Moreira, J.D. Ardisson, R.G. Santos, P.R.O. Silva, I. Garcia, A. Castineiras, H. Beraldo, Eur.
J. Med. Chem. 43 (2008) 1454.

BG.L. Parrilha, J.G. da Silva, L.F. Gouveia, A.K. Gasparoto, R.P. Dias, W.R. Rocha, D.A. Santos, N.L. Speziali,
H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 46 (2011) 1473.

1C. Mendes, F.B. Costa, G.M. Lima, J.D. Ardisson, I. Garcia-Santos, A. Castifieiras, H. Beraldo, Polyhedron
28 (2009) 1179.
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1.2 Objetivos

O presente trabalho consistiu hd investigagdo do perfil farmacolégico de compostos com
aplicacdes como agentes antineopldsicos, antimicrobianos e contra doengas neurodegenerativas.

Foram preparadas duas classes de ligantes orgénicos: a primeira constituida por agentes
quelantes para a remogdo de metais toxicos e a segunda por ligantes potencialmente bioativos para a
formagdo de complexos com aplicagdes como agentes antitumorais e antimicrobianos.

A familia de ligantes escolhida para o estudo de novos agentes quelantes para a remocao de
metais toxicos foi a de tiossemicarbazonas derivadas de acetofenona e benzofenona com diferentes
substituintes no grupo fenila ligado ao nitrogénio terminal N(3). Uma vez que a presenca de excesso
de fons zinco(Il) pareceria estar associada a doengas neurodegenerativas como o mal de Alzheimer,
estudamos os complexos de zinco(Il) desses ligantes.

Os ligantes potencialmente bioativos escolhidos para a formagdo de complexos com
aplicagdes como agentes antitumorais e antimicrobianos foram: tiossemicarbazonas derivadas de 2-
formil, 2-acetil e 2-benzoilpiridina N(4)-toluil substituidas, 2,6-diacetilpiridina bis(fenilhidrazona) e
seus derivados 2,6-diacetilpiridina bis(para-clorofenilhidrazona) e 2,6-diacetilpiridina bis(para-
nitrofenilhidrazona). Estudamos igualmente o farmaco em uso clinico 5-cloro-7-iodo-8-
hidroxiquinolina (clioquinol) e seus complexos metélicos. Foram estudados complexos de
platina(ILIV), ouro(III), bismuto(IIl), antiménio(IIl) e estanho(IV).

O trabalho consistiu das seguintes etapas:

- Sintese e caracterizacdo dos ligantes organicos;

- Sintese e caracteriza¢do dos complexos de zinco(II) com tiossemicarbazonas derivadas de
acetofenona e benzofenona, dos complexos de ouro(I, III) e platina(Il, IV) com tiossemicarbazonas
derivadas de 2-formil, 2-acetil e 2-benzoilpiridina N(4)-toluil substituidas, dos complexos de
bismuto(IIl) e antimonio(IIl) com as bis(fenilhidrazonas) e, por dltimo, dos complexos de platina(ll,
IV) e de estanho(IV) com o clioquinol;

- Investigagdo do perfil farmacolégico desses compostos frente a diferentes sistemas
bioldgicos, de acordo com a atividade bioldgica de interesse: bactérias gram-positivas e gram-
negativas, fungos, linhagens de células de tumores sélidos e leucemias;

- Avaliacdo dos mecanismos de agdo citotoxica pelos estudos de inibicdo da enzima
Tiorredoxina Redutase, de interagdo com o ADN plasmidial e de inducdo de vias pré-apoptdticas nas

linhagens de células estudadas.
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Parte Experimental
2.1 Equipamentos e procedimentos

2.1.1 Determinagdo de temperaturas de fusdo

e Equipamento Mettler FP 90.

2.1.2 Pesagens
As pesagens foram realizadas em uma balanga analitica Mettler AE 163, precisiao

0,0001g e em uma balanca Gehaka, modelo AG 200, precisao 0,001g.

2.1.3 Andlise Elementar
As andlises elementares foram realizadas em dois locais diferentes: no Departamento de
Quimica da UFMG e na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo,

USP. Em ambos os casos, utilizou-se o equipamento CHN 2400, Perkin Elmer.

2.1.4 Andlises Térmicas

As curvas termogravimétricas foram obtidas na Termobalanga Shimadzu-TGASOH do
Laboratério de Andlise Térmica do Departamento de Quimica da UFMG. Os experimentos foram
realizados em atmosfera de N,, com razio de aquecimento de 10 °C min". A faixa de temperatura

utilizada foi de 25 a 750 °C.

2.1.5 Espectroscopia Mossbauer de ''°Sn

Os espectros foram obtidos através de um espectrometro Mdssbauer convencional, utilizando-
se uma fonte de '"Sn contida em uma matriz radioativa de CaSnO; em aceleracdo constante, mantida
a temperatura ambiente e geometria de transmiss@o. As medidas foram feitas a 80K, sem aplicacdo de
campo magnético externo. Os espectros foram ajustados usando um programa numérico desenvolvido
pelo R. A. Brand, conhecido como "NORMOS". As andlises foram realizadas no Centro de
Desenvolvimento em Tecnologia Nuclear — CDTN — em Minas Gerais, pelo Dr. Jos¢ Domingos

Ardisson.

2.1.6 Espectroscopia no Infravermelho
Os espectros no infravermelho foram registrados nas regides entre 4000-400 cm™ e 710-200
cm™ utilizando um espectrometro Perkin Elmer FT-IR System-Spectrum GX e pastilhas de KBr ou

emulsdes de nujol em janelas de Csl.

2.1.7 Espectroscopia de absor¢do atomica com forno de grafite
Foram feitas dosagens de ouro de amostras previamente digeridas com d&cido nitrico

concentrado em espectrometro modelo Hitachi-Z8200 acoplado a um forno de grafite Hitachi.

12
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2.1.8 Andlises Condutimétricas

O equipamento utilizado nas medidas de condutividade molar foi um condutivimetro YSI
Conductivity Brigde, modelo 31, com célula condutimétrica do mesmo fabricante, de constante 0,088
cm’'. As medidas foram feitas a partir de solu¢des de concentragdo 1,0 x 10~ mol L™ dos compostos,
utilizando-se dimetilformamida (DMF) como solvente. Os resultados foram analisados conforme a

atribuicdo sugerida por Geary', a qual é apresentada na Tabela 2.1.

Tabela 2.1- Atribuigdo do tipo de eletrélito' para solucdes de concentragio 1,0.10” mol L™

Solvente Ay (em’Q'mol ™) Tipo de eletrélito
65-90 1:1

DMF 130-170 2:1
200-240 3:1

2.1.9 Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram registrados nos espectrometros Brucker DRX-400 AVANCE
(400 MHz) e Brucker AVANCE DPX-200 (200 MHz) localizados no Laboratério de Ressonancia
Magnética de Alta Resolucdo (Laremar) do Departamento de Quimica da UFMG. As solucdes foram
preparadas utilizando-se DMSO-ds, CDCl; ou MeOD-d, como solvente e TMS como referéncia

interna em tubos de 5 mm de didmetro externo.

2.1.10 Espectroscopia no Ultravioleta-Visivel
Os espectros de UV-Vis foram obtidos por meio de um espectrofotdmetro HP8453 diode
array — Hewlett Packard, utilizando-se uma cubeta de quartzo com 1 cm de caminho 6tico, em

solugdes de DMF de concentragio da ordem de 107 a 10° mol L™

2.1.11 Espectrometria de Massas
Os espectros de massas foram obtidos a partir do espectrometro de massas com ionizacao
electrospray e analisador ion trap (LCQFleet, Thermo-Scientific, San Jose,CA) e do espectrometro de

massas acoplado a HPLC (LCMS-IT-TOF, Shimadzu).

2.1.12 Cristalografia por Difragdo de Raios X

As estruturas cristalograficas foram determinadas em colaboragdo com professor Dr. Nivaldo
Speziali (Departamento de Fisica, UFMG), a Prof®. Dr". Isolda Maria de Castro Mendes, da Escola de
Belas Artes da UFMG, o Prof. Dr. Bernardo Lages Rodrigues, do Departamento de Quimica da
UFMG, e o aluno de doutorado Jeferson Gomes da Silva, com supervisdo do Prof. Dr. Nivaldo
Speziali. Os detalhes e condi¢des experimentais de cada medida estdo descritos nos capitulos.

Os dados cristalograficos dos diferentes compostos foram coletados no difratometro Oxford

GEMINI no modo 6-26.

' J.W. Geary, Coord. Chem. Rev. 7 (1971) 81.
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2.2 Reagentes e solventes

Todos os reagentes usados foram de alto grau de pureza. As procedéncias dos reagentes
foram as seguintes: tiossemicarbazidas (Merck e Aldrich), N,H,H,O (Aldrich), m-cloroisotiocianato,
m-fldorisotiocianato, m-iodoisotiocianato, m-nitroisotiocianato e o-, m-, p-toluilisotiocianato (Aldrich),
acetato de sdédio (Synth), acetofenona (Sigma-Aldrich), benzofenona (Sgma-Aldrich), 2,6-
diacetilpiridina  (Aldrich), benzoilhidrazida (Aldrich), 4-clorobenzoilhidrazida (Fluka), 4-
nitrobenzoilhidrazida (Aldrich), 7-cloro-5-iodo-8-hidroxiquinolina (Fluka), cloreto de antimdnio(III)
(Aldrich), cloreto de bismuto(IIl) (Aldrich), cloreto de zinco(Il) (Merck), tetracloroaurato(Ill) de
hidrogénio  (Aldrich), tetracloropaladato(Il) de potdssio (Strem Chemicals e Sigma),
tetracloroplatinato(Il) de potédssio (Strem Chemicals), hexacloroplatinato(Il) de potdssio (Strem
Chemicals), metanol (Synth), etanol (Synth), éter etilico (Grupo Quimica), acetona (Quimex), DMF
(Synth), DMSO (Synth).

2.3 Meios de cultura

Foram utilizados os meios Mueller Hinton para bactérias, e Sabouraud e (Roswell Park
Memorial Institute) RMPI 1640 para fungos. Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco)
enriquecido com 10% de soro fetal bovino foi utilizado em testes de atividade citotéxica. Meio
Schneider suplementado com 2,0 mmol L' de L-glutamina, 10 % de soro fetal bovino e 2 % de urina

humana foram utilizados no teste de atividade contra Leishmania.

2.4 Sintese dos ligantes e complexos

As tiossemicarbazonas derivadas de acetofenona e benzofenona N(3)-substituidas com grupos
toluil em posi¢ao orto, meta e para ou com substituintes meta- clorofenil, meta-fldorfenil, meta-
iodofenil e meta-nitrofenil foram obtidas por procedimento anidlogo ao descrito na literatura para
alquilamina tiossemicarbazonas.’

As tiossemicarbazonas derivadas de 2-formilpiridina, 2-acetilpiridina, 2-benzoilpiridina N(4)-
substituidas com grupos toluil em posi¢do orto, meta e para, foram obtidas por procedimento andlogo
ao descrito na literatura para N(4)-fenil tiossemicarbazonas.’

2,6-diacetilpiridina-bis(fenilhidrazona) (H,AcPh) e seus derivados bis(para-clorofenil)

(H,AcpClIPh) e bis(para-nitrofenil) (H,AcpNO,Ph) foram preparados conforme descrito. 5

IT, Siatra-Papastaikoudil, A Tsotinis, C.P. Raptopoulou, C. Sambani, H. Thomou, Eur. J. Med. Chem. 30 (1995)
107.

‘DX West, N.M. Kozub, G.A.Bain, Transtition Met. Chem. 21 (1996) 52.

‘M Carcelli, P Mazza, C Pelizzi, G Pelizzi, F Zani, J. Inorg. Biochem. 57 (1995) 43.

SM.T. Benson, T.R. Cundari, L.C. Saunders, S.0. Sommerer, Inorg. Chim. Acta. 258 (1997) 127.
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2.4.1 Sintese de acetofenona- e benzofenona- N(3)-orto N(3)-meta, N(3)-para-toluil
tiossemicarbazonas (HAc3o0T, HAc3mT e HAc3pT, HBz30T, HBz3mT e HBz3pT) e acetofenona e
benzofenona N(3)-meta-clorofenil, N(3)-meta-fliiorfenil, e N(3)-meta-nitrofenil tiossemicarbazonas

(HAc3mCl, HAc3mF, HBz3mNQO,, HBz3mCl, HBz3mF e HBz3mNQO,)

As tiossemicarbazonas HAc30T, HAc3mT, HAc3pT e HBz3pT ja foram caracterizadas
anteriormente por outros grupos®’. A reagdo de sintese ocorre em duas etapas: Uma  solucio  de
hidrazina (10 mmol) em metanol (10 mL) foi adicionada a solucdo de isotiocianato (10 mmol em 10
mL de metanol) desejado, mantendo-se a reacdo sob agitacdo em banho de gelo por 15 minutos. Em
seguida, deixou-se a rea¢do em agitacdo por 24 horas a temperatura ambiente. O sélido branco
formado foi lavado com éter etilico. Na segunda etapa, uma solucdo de acetofenona ou benzofenona (5
mmol) em metanol (10 mL) com 2 gotas de 4cido sulfirico concentrado (H,SO,) foi deixada sob
agitacdo por 15 minutos. Em seguida adicionou-se a solu¢do metandlica da tiossemicarbazida desejada
(10 mmol) e deixou-se a reacdo em agitagdo magnética por mais 24h a temperatura ambiente (ver
esquema de sintese a Figura 2.1). O sélido formado foi lavado com metanol e éter etilico e secado sob

vacuo (ver Tabela 3.1.1).

)
S=C==N I
C NH2
. NG
1 + H2N7NH2 15 min HN NH
1 0C
R,
I
C NH2 R
HNT ONH |
H* N
R, —— NH
o}
© S NH

R; = 0-CH;, m-CHj,, p-CHg, m-Cl, m-F, m-NO,
R, = CH; (Ac) ou CgHs (Bz2) 1

Figura 2.1 - Esquema de sintese de HAc3o0T, HAc3mT, HAc3pT, HBz30T, HBz3mT, HBz3pT,
HAc3mCl, HAc3mF, HBz3mNO,, HBz3mCl, HBz3mF e HBz3mNO,.

2.4.2 Sintese dos complexos de zinco(ll) de acetofenona- e benzofenona- N(3)-meta- clorofenil, N(3)-
meta-fliiorfenil, N(3)-meta-nitrofenil e N(3)-meta-toluil tiossemicarbazonas

A tiossemicarbazona desejada foi previamente solubilizada em metanol, adicionando-se
etilenodiamina na mesma propor¢ao. Em seguida, adicionou-se uma solucao aquosa de ZnCl,.2H,O na

relacdo molar de 1:1 ligante-metal. A reacdo foi deixada sob refluxo por aproximadamente 10 h. Os

STV Saraswathi, V. Ranga, V. R Srinivasan, M. Ramaiah, Ind. J. Chem. 10 (1972) 1151.
7V K. Panchal, U.R. Dhruv, P.B. Patel, J. Instit. Chem. (India) 67 (1995) 86.

15



Capitulo 2

s6lidos foram lavados com metanol e 4gua a quente e, em seguida, secados a vacuo (vide esquema de

sintese na Figura 2.2 e a Tabela 4.1.1).

| " @ ©YT
fs\

\NH 10 h, refluxo
/L + ZnCl,(aq) C,H,(NH,), =
=

S NH

Q, *@Q

2
R, = m-CH, m-Cl, m-F, m-NO,

R, = CH, (Ac) ou C¢H; (B2)

Figura 2.2 - Esquema de sintese dos complexos de zinco(Il) de N(3)-m-clorofenil, N(3)-m-fliorfenil,

N(3)-m-nitrofenil e N(3)-m-toluil tiossemicarbazonas derivadas de 2-acetofenona e 2-benzofenona.

2.4.3 Sintese dos complexos de ouro(LIll), platina(ll) e platina(lV) de 2-formilpiridina-, 2-
acetilpiridina- e 2-benzoilpiridina- N(4)-orto, N(4)-meta e N(4)-para toluil tiossemicarbazonas

Os complexos de ouro foram obtidos pela adicdo da tiossemicarbazona (1 mmol) desejada (no
s6lido, aos poucos) a solugdo de HAuCl,-3H,0O (1,1 mmol) em metanol (5 mL), deixando-se a reagdo
sob aquecimento por cerca de lh. Os produtos sélidos resultantes foram filtrados, lavados com

metanol a quente e secados a vacuo (vide esquema de sintese na Figura 2.3 e a Tabela 5.1.1).

L. C@ @*T

N N
| N~ a N
N | L/ . Cl-Au —Cl
N Cl—Au—S )\ 4<NH
J\ +HAuCl, (aq) >
s” NH CH
[}Ha
(2)
R =H, CH, ou Ph
N . | o T
| - CH N
N ° Hoo L
H P cl
N cl NT N, 7
l \/Au\/ )‘\S/Agm
HN S g -cl HN -Cl-HCl
é%m (;
CH,
3). @ ®

16



Capitulo 2

Figura 2.3 - Esquema de sintese do complexo de ouro(I) de 2-formilpiridina- N(4)-p- toluil
tiossemicarbazona e dos complexos de ouro de 2-acetilpiridina-N(4)-0-, N(4)-m- e N(4)-p- toluil

tiossemicarbazonas e 2-benzoilpiridina-N(4)-p- toluil tiossemicarbazona.

Os complexos de platina(I) foram preparados pela mistura de uma solucao etandlica (10 mL)
da tiossemicarbazona (1 mmol) desejada com uma solucdo aquosa (5 mL) do sal K,PtCl,(1 mmol). A
reacdo foi deixada sob refluxo por cerca de 4 h. Os sélidos foram filtrados, lavados com etanol e 4gua

a quente e secados a vdcuo (vide esquema de sintese a Figura 2.4 e a Tabela 5.2.1).

X
‘ 7 CH3 —‘ H—s‘
N | CH3 CH3 74
N N\ N
“NH refluxo P
. _N Cl / N
)\ K.PtCl, (ad) £ oy~ HN P \ s%
S NH al \H

Figura 2.4 - Esquema de sintese dos complexos de platina(Il) de 2-acetilpiridina N(4)-o-toluil, m-toluil

e p-toluil tiossemicarbazonas.

Os complexos de platina(IV) foram preparados pela mistura de uma solucdo etandlica (10 mL)
da tiossemicarbazona (1 mmol) desejada com uma solu¢do aquosa (5 mL) do sal K,PtClg (1 mmol). A
reacdo foi realizada a temperatura ambiente. A mistura reacional foi deixada sob agitacdo por
aproximadamente sete dias. Os s6lidos foram filtrados, lavados com etanol e dgua destilada, e secados

a vacuo (vide esquema de sintese na Figura 2.5 e Tabela 5.2.1).

B T
= CH3

“NH

J\ *K PtCl; (a0) .

=

S NH NH
H3
CH3

(9), (10) e (11)

Figura 2.5 - Esquema de sintese dos complexos de platina(IV) de 2-acetilpiridina N(4)-o-toluil, N(4)-

m-toluil e N(4)-p-toluil tiossemicarbazonas.
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2.4.4 Sintese de 2,6-diacetilpiridina bis(fenilhidrazona) (H,AcPh) e seus derivados bis(para-
clorofenilhidrazona) (H,AcpCIPh) e bis(para-nitrofenilhidrazona)(H,AcpNO,Ph)

As bis(fenilhidrazonas) foram preparadas conforme método descrito na literatura®: Em 30 mL
de metanol seco adicionou-se 10 mmol de 2,6-diacetilpiridina e gotas de acido acético sob agitacdo.
Ap6s a dissolucdo, acrescentou-se 20 mmol da hidrazida desejada e a reacdo foi deixada sob refluxo e

agitacdo por 4h. Os solidos obtidos foram filtrados, lavados com metanol e secados sob vacuo.

2.4.5 Sintese dos complexos de bismuto(Ill) e antimonio(lll) de 2,6-diacetilpiridina-
bis(fenilhidrazona) (H>AcPh) e seus derivados bis(para-clorofenilhidrazona) (H,AcpCIPh) e bis(para-
nitrofenilhidrazona) (HAcpNO,Ph)

Os complexos de bismuto(II) e antimdnio(IIl) foram obtidos a partir da reacdo entre 1 mmol
da bis(fenilhidrazona) desejada e 1 mmol de MCl; (M = Bi, Sb) em metanol. O ligante foi previamente
solubilizado sob aquecimento e o sal foi adicionado aos poucos, no estado sélido. A mistura resultante
foi deixada em refluxo por 4h. Os sdlidos obtidos foram filtrados, lavados com metanol a quente e

secados sob vécuo (vide esquema de sintese na Figura 2.6 e a Tabela 6.1.1).

TO
4 h, refluxo
+ MCl, MeOH
R R R R
R =-H, -Cl, -NO,
M = Sby(lll) ou Bi(Ill)
Figura 2.6 - Esquema de sintese dos complexos de antimonio(Ill) e bismuto(Ill) de

bis(fenilhidrazonas) derivadas de 2,6-diacetilpiridina.

2.4.6 Sintese dos complexos organoestdnicos e de platina(1l,1V) de clioquinol

Em 20 mL de etanol foi adicionado cerca de 1 mmol de clioquinol e a mistura foi deixada sob
agitacdo e aquecimento para solubilizacdo. Em seguida, foi adicionada uma solugdo aquosa de K,PtCl,
ou K,PtCls (1 mmol). A reacido foi feita sob refluxo por cerca de 4 horas para a obtencdo do complexo
de platina(Il). Para o complexo de platina(IV) a reacdo foi feita a temperatura ambiente e a mistura
reacional permaneceu sob agitagdo durante uma semana (vide esquema de sintese na Figura 2.7 e
Tabela 7.1.1).

Para obtencdo dos complexos organoestdnicos foram utilizados os sais (n-Bu)SnCl; e
SnPhCl;. O sal de partida desejado foi adicionado diretamente a solucdo etandlica de clioquinol. A
reacdo foi deixada sob refluxo por aproximadamente 3 horas e em seguida o precipitado foi lavado

com 4gua e etanol e filtrado a vicuo (vide esquema de sintese na Figura 2.7 e Tabela 7.2.1).
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Figura 2.7 - Esquema de sintese dos complexos organoestﬁnicos e de platina(Il, IV) de clioquinol.

2.5 Atividade Biologica

2.5.1.1 Atividade antimicrobiana

Os testes de atividade antibacteriana e antifiingica foram realizados quantitativamente pelo
método de macrodilui¢io em série®. Os testes de inibigdo de crescimento foram realizados seguindo os
padrdes do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)*'’. Cepas de bactérias
Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Enterococcus
faecalis (ATCC 19433) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) foram inoculadas em caldo Muller
Hinton e as cepas do fungo Candida albicans (ATCC 10231) inoculadas em caldo Sabouraud, sendo
ambas incubadas a 37° C por 18 a 24 h.

A referéncia para a turbidez do indculo foi medida pela andlise do seu espectro de absorcao na
regido ultravioleta, nos comprimentos de onda 530 nm e 625 nm, devendo fornecer um valor entre
0,08 e 0,1 de forma que a concentracio do inéculo foi de 10® unidades formadoras de colénia (UFC).
Foram retirados 100 pL do inéculo e transferidos para outro tubo contendo 9,9 mL de caldo Mueller
Hinton Broth, de modo que a concentrac¢io de indculo neste tubo foi de 10° UFC. Foram acrescentados
200 pL deste in6culo aos tubos de dilui¢do contendo 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25,
0,125 e 0,062 pg mL"! das substancias testadas, de modo que a concentracdo de inéculo em cada tubo

foi de 10° UFC. Como controle positivo usou-se a bactéria/ou o fungo no meio de cultura; no controle

7. Pernak, J. Rogoza, I. Mirska, Eur. J. Med. Chem. 36 (2001) 313.

° National Committee for Clinical Laboratory Standards, Method for dilution antimicrobial susceptibility tests
for bacteria that grow aerobically, in: NCCLS Document M7-A6, Pennsylvania, USA, 2003, ISBN: 1-56238-
486-4.

' National Committee for Clinical Laboratory Standards, Reference Method for Broth Dilution Antifungal
Susceptibility Testing of Yeasts; Approved Standard-Second Edition. NCCLS document M27-A2 [ISBN 1-
56238-469-4]. NCCLS, Pennsylvania, USA, (2002).
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negativo usou-se a bactéria/ou o fungo, o meio de cultura e o antibiético fluconazol para C. albicans e
tetraciclina para S. aureus e P. aeruginosa. Ap6s 20 horas de incubacdo em estufa a 37 °C foram feitas

as andlises da inibicdo e determinadas as Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) dos compostos.

2.5.1.2 Atividade antifiingica utilizando o método de microdiluicdo

O estudo da atividade antiftingica dos complexos organoestanicos de clioquinol foram feitos
em colaboracdo professor Dr. Daniel A. Santos (Departamento de Microbiologia, UFMG). As
condic¢des experimentais estdo descritas a seguir.

Foram incluidas neste estudo doze amostras de C. albicans, uma amostra de Candida krusei
(ATCC 200298), uma amostra de Candida glabrata (ATCC 90030) e uma amostra de Candida
parapsilosis (ATCC 20019). Todas as amostras foram mantidas em Agar Sabouraud Dextrose a 4 °C.
Antes do teste, as leveduras foram transferidas para um novo tubo contendo o mesmo meio de cultura
e incubadas a 37 °C por 24 h. As suspensdes dos fungos foram preparadas em solugd@o salina estéril
(0,85 %) e a transmitancia foi ajustada para 85 % a 530 nm no espectrometro. A suspensio resultante
(1,0-5,0 x10° UFC mL'l) foi agitada por 15 s e a densidade celular foi ajustada para 1,0-5,0 x 10° UFC
mL"' em meio RPMI 1640.

Concentragdo inibitoria minima (CIM)

O teste de microdilui¢do'" foi realizado em meio RPMI 1640 (Inlab, Brasil) tamponado com
dcido morfolinopropanosulfonico (MOPS) 0,165 M (Sigma). O pH foi ajustado para 7,0 e o meio foi
esterilizado por membrana de filtracdo a vdcuo com porosidade de 0,22 pum. 10,0 mg da substincia
foram solubilizadas em DMSO, seguido de diluicdo dupla em série em meio RPMI 1640, a fim de
obter concentragdes entre 128 a 0,25 mg L ™. Aliquotas de 100 uL da substancia em diferentes
concentracdes foram distribuidas em placas de 96 pogos e, em seguida, adicionou-se 100 uL da
suspensdo do indculo. Os controles também foram feitos para esterilidade e crescimento. As placas
foram incubadas a 37°C por 24 h. todas as concentracdes foram testadas em duplicata.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi definida visualmente como a menor concentragao
que inibiu completamente o crescimento de fungos em comparagcdo com o crescimento do controle.
Para o fluconazol (controle positivo), a CIM foi a menor concentra¢do que inibiu 80% do crescimento

de fungos.

Testes de interacdo

Nos testes de interag@o os compostos estudados foram combinados com o fluconazol em doze
isolados de C. albicans. O meio de cultura e as prepara¢des do indculo foram os mesmos descritos
para a determinagio da CIM. O método utilizado foi o de microdiluiio em xadrez'', que estabelece

uma matriz de todas as combinagdes possiveis de todas as concentracdes na faixa em que foram

DA, Santos, ML.E.S. Barros, J.S. Hamdan, J. Clin. Microbiol. 44 (2006) 98.
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usadas no teste de susceptibilidade de C. albicans. Uma microplaca foi usada para testar cada cepa,
para cada par de combinacdes das substincias. A determinacdo do ponto final foi obtida visualmente
como a concentracao mais baixa que mostra a inibicao do crescimento para cada par de concentracdes
das substancias. Os modos de interagdo entre os compostos estudados com o fluconazol foram
classificados como aditivo, sinérgico, indiferente ou antagonista, com base no perfil das curvas de
interacdo medicamentosa e por meio do indice de concentracdo inibitéria fracionada (CIF) que foi
calculado da seguinte forma: (CIM A em combinacio / CIM A) + (CIM B em combinac¢do / CIM B).
A interacdo foi definida como sinérgica para valores de CIF < 0,5, aditiva quando CIF > 0,5 < 1,0,
indiferente quando CIF > 1,0 < 4,0 e antagdnica quando CIF > 4,0". Todos os testes foram realizados

em duplicata.
2.5.2 Atividade contra leishmaniose

Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (25-35 g) machos, adultos jovens, com 6 a
8 semanas de idade provenientes do Biotério Central da UFAL. Os animais foram mantidos em
condi¢des controladas de temperatura (22 + 2 °C) e luminosidade (ciclo de claro/escuro de 12 h).
Todos os animais utilizados neste trabalho foram manipulados de acordo com normas estabelecidas
com normas estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da UFAL (Protocolo n°
23065.024392/2009-90). Apds a utilizagdo nos experimentos, os animais foram eutanasiados por

deslocamento cervical.

Farasitos

A cepa PH8 de Leisnhamnia (L.) amazonensis foi utilizada em todas as experiéncias. Os
parasitos foram mantidos in vitro como formas promastigotas em meio Schneider’s (Sigma)
suplementado com 2 mM de L-glutamina (Gibco-Life), 10% de soro fetal bovino (SFB, Gibco-Life) e

2% de urina humana.

Ensaio de viabilidade de parasitos in vitro

Formas promastigotas de L. (L.) amazonensis numa concentragio de 1x10’ parasitos/mL num
volume de 200 pL foram cultivadas em triplicatas em placa de 96 pocos (TPP ref. 92696) com meio
Scnheider’s suplementado com 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina, 2% de urina humana. Os
compostos a serem testados foram adicionadas aos pogos contendo as promastigotas a uma
concentracdo del00 uM/poco e a placa foi incubada em estufa BOD a 27 °C por 48 h. Apds esse
periodo, o nimero de parasitos foi determinado pelo método enzimatico MTT". 10 uL de MTT (10

mg/ mL) foi adicionado a cada pogo e as placas incubadas por mais 4h. A reacdo enzimatica foi parada

12 A, Goémez-Lépez, G. Garcia-Effron, E. Mellado, A. Monzon, J.L. Rodriguez-Tudela, M. Cuenca-Estrella,
Antimicrob. Agents Chemother. 47 (2003) 3085.
13T, Mosmann, J. Immunol. Methods. 65 (1983) 55.

21



Capitulo 2

pela adi¢do de 100 pL. de solu¢do 50% isopropanol-10% dodecil sulfato de sédio. A densidade 6ptica
a 570 nm foi medida usando um leitor de ELISA (BioSource, Inc., EUA). Trés experimentos
independentes foram feitos, em triplicatas, para determinacdo da citotoxicidade dos compostos. Os
dados foram analisados usando MiniTab®."*

Para avaliar a toxicidade dos compostos selecionados foi feito um ensaio in vitro de
citotoxicidade em promastigotas Leishmania (L.) amazonensis. A porcentagem de inibi¢do do
crescimento dos parasitos foi determinada utilizando o método colorimétrico com brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil tetrazélio (MTT). O MTT € um sal de coloragio amarela, que é reduzido
por desidrogenases mitocontriais de células vivas apenas, formando um produto de coloracdo roxa,
insoldvel em dgua (formazan).

Resumidamente, as leishmanias foram distribuidas em placas de 96 pogos (TPP ref. 92696) na
concentragio de 1 x 10’ promastigotas/mL. Apds 24h de crescimento da cultura, os compostos
estudados foram adicionados na concentracdo de 100 uM/pogo. Apds 48h de incubagdo, 10 pL de
MTT (10 mg/ mL) foi adicionado a cada poco e as placas incubadas por mais 4h. A reacdo enzimdtica
foi parada pela adicdo de 100 pL de solugcdo 50% isopropanol-10% dodecil sulfato de sédio. A
densidade 6ptica a 570 nm foi medida usando um leitor de ELISA (BioSource, Inc., EUA). Trés
experimentos independentes foram feitos, em triplicatas, para determinacdo da citotoxicidade dos

compostos. Os dados foram analisados usando MiniTab®.

2.5.3 Atividade Citotoxica

Os testes de atividade citotoxica foram realizados no Centro de Desenvolvimento de
Tecnologia Nuclear, em colaboracdo com a Dra. Raquel G. dos Santos, onde foram usadas células de
glioblastomas humanos U87 (p53 selvagem) e T98 (p53 mutante); e no Departamento de Fisiologia da
UFMG, em colaboracdio com a Prof. Dra. Elaine M. Souza-Fagundes, onde foram empregadas
linhagens de células tumorais MCF-7 originadas de um adenocarcinoma de mama humano, HL-60 e

Jurkat, de leucemia humana, e HCT-116 de carcinoma colorretal humano.

Atividade citotoxica — Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear

Linhagens de células e condigdes de cultura

" JL. Avila, A. Avila, M.A. Polegre, V.E. Méarquez, Am. J. Trop. Med. Hyg. 57 (1997) 407.
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Células tumorais de glioblastoma T-98 e U-87 foram mantidas no meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) enriquecido com 10% de SFB (Cultilab) e antibiéticos (50 U mL"’
de penicilina/50 umol L™ de estreptomicina), sob atmosfera de 5 % CO,/ 95 % ar a 37 °C por 24 h.

Atividade Citotoxica

Para determinar os valores de Cls, (concentragcdo inibitéria da proliferacdo de 50 % de
células), os efeitos citotéxicos foram quantificados através do ensaio MTT'. As células foram
sedimentadas em placas de 96 pocos, na densidade celular de 1x10° — 2x10’ células/pogo e tratadas
com diferentes concentracdes (1x10"> mol L' — 1x10° mol L") dos compostos previamente
dissolvidos em DMSO, de modo que a concentracio desse solvente no meio DMEM fosse menor que
0,50%. Foram utilizadas cisplatina ou auranofina como controles positivos e DMSO (0,50%) como
controle negativo. Ap6s 48 h de incubagdo a 37 °C, o MTT foi adicionado em cada poco e depois de
mais 4 h de incubacio, adicionou-se DMSO para dissolver o formazan precipitado. A absorbancia das
solugdes resultantes foi medida a 570 nm, absor¢ao caracteristica do composto formazan. A medida da
absorbancia ¢ uma medida da viabilidade metabdlica celular, uma vez que quanto menor o nimero de
células vivas, menor a producdo de formazan e, portanto, menor a absorbancia. Todos os testes foram

feitos em triplicata.

Andlise morfologica das células tumorais
As células de todas as linhagens foram tratadas com os compostos (1 pmol L) e mudangas

morfoldgicas foram analisadas apds 48 h de incubag@o por microscéopio contraste de fase (Nikon).
Atividade citotoxica — Departamento de Fisiologia da UFMG

Preparo das solucoes estoque
As solucdes estoque das amostras selecionadas para a realizacdo dos experimentos foram

preparadas em DMSO na concentragdo 0,1 M (100 mM) e estocadas a -20 °C.

Preparo das solucées de uso
As solucdes estoque foram diluidas na propor¢do 1:200 para obtengdo de solugdes de uso de
concentracdo 0,5 mM (500 pM).
Controles positivos
Selecionou-se a cisplatina como controle positivo, a qual ja possui seu mecanismo de acdo

bem caracterizado na literatura "° e ¢ utilizada na terapia do céncer.

Avaliagdo da atividade citotoxica
Apds a contagem de células, a suspensdo foi preparada de forma que 100 pL dessa

suspensdo contivessem 40.000 células (densidade de in6culo). Cada pogo foi preenchido com 100 pL

BER.J anieson, S.J. Lippard, Chem. Rev. 99 (1999) 2467.
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da suspensdo de células, 20 pL. de amostra (concentragdo em cada pogo = 50 uM) ou do controle
positivo e 80 UL de meio de cultura DMEM, utilizado para células MCF-7, HL-60, Jurkat e HCT-116,
enriquecido com 5% de SFB e penicilina, estreptomicina e anfotericina (volume final do pogo = 200
puL) ou o meio de cultura RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institut). Nos pocos destinados ao
controle de células, foram aplicados 100 pL da suspensdo de células e 100 uL. de meio DMEM ou
RPMI-1640 enriquecido com 5% de SFB e penicilina, estreptomicina e anfotericina. As amostras
foram plaqueadas no pogo apds aproximadamente 24 h de prévia incubacio das células (estabilizacao).
A avaliacdo da proliferagdo celular foi realizada apds 48 h de tratamento das células com as amostras,
pelo método MTT. Os testes foram feitos em triplicata. Cada triplicata, considerada um experimento

independente, foi repetida no minimo trés vezes.

Avaliagdo da atividade citotoxica em células de sangue periférico

Células mononucleares de sangue periférico humano (Peripheral Blood Mononuclear Cells,
PBMC) foram separadas conforme o método descrito por Gazzinelli e colaboradores'®. O sangue
heparinizado foi aplicado em tubos 15 mL, contendo uma mistura de Histopaque (Sigma) na
propor¢do de uma parte de Histopaque para duas partes de sangue. Essa preparacdo foi entio,
centrifugada por 40 min, 1400 rpm a 18 °C. Apds a centrifugagdo, as células foram removidas com o
auxilio de uma pipeta Pasteur e transferidas para um tubo de fundo conico de 15 mL, estéril. Em
seguida, as células foram lavadas e a densidade celular ajustada para 2,0 x 10° células/mL. 100 pL
desta suspensdo (250.000 células) foram estimuladas com fitohemaglutinina (PHA) 1 mg/mL e
incubadas por 24 h em atmosfera de 5% CO, e 100% de umidade a 37 °C para estabilizacio. Em
seguida os compostos a serem testados foram adicionados e incubados por 72 h em atmosfera de 5%
CO, e 100% de umidade a 37 °C.

As células foram mantidas em meio de cultivo completo (CMBLAST) contendo RPMI
(Sigma), suplementado de 5% de soro humano normal AB Rh+, previamente inativado, 3% de L-
Glutamina (solucdo estoque 200 mM), 2% da mistura de antibiético-antimicético (solugdo estoque
1000 U/mL de penicilina, 1000 ug/mL de estreptomicina). Os ensaios foram realizados em triplicata
utilizando-se como controle positivo a cisplatina, usando um controle do solvente (DMSO) na maior
concentracdo das amostras. A proliferacdo e viabilidade celular foram avaliadas pelo ensaio de MTT,

j4 descrito anteriormente.

Ensaio de fragmentagdo de ADN
As células normais apresentam o conteido de ADN igual a 2n ou 4n, dependendo da fase do
ciclo celular em que se encontram. Entretanto, as células em apoptose apresentam este contetido

menor que 2n, uma vez que os fragmentos de pequeno peso molecular irdo deixar o interior do ntcleo,

16, Gazzinelli, N. Katz, R.S. Rocha, D.G. Colley, J. Immunol. 130 (1983) 2891.
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sendo esta fase chamada de subdiploidia. O contetido de ADN sub-dipléide foi determinado para a
quantificacdo da fragmentacdo do ADN celular, o qual é uma das caracteristicas de morte celular por
apoptose. Este ensaio foi utilizado como método preditivo do potencial pré-apoptdtico dos compostos.
O estudo foi realizado com base no método descrito por Nicoletti e colaboradores'’. As células
controle e tratadas com os compostos foram centrifugadas a 200g por 5 minutos a 4 °C. Apds
centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e o sedimento foi lisado com 250 pL. de uma solugdo
fluorocrdmica hipotonica (HFS) contendo 50 pg mL™ de Iodeto de Propidio -PI (Sigma), 0,1% de
Triton X-100 (Sigma) e 0,1 % de citrato de sédio (Sigma). As amostras foram transferidas para um
microtubo, homogeneizadas e incubadas por 4 h a 8 °C. Apés incubagdo as amostras foram
submetidas a andlise por citometria de fluxo.

A incubacdo das células com a solug@o fluorocromica hipotdnica (HFS) leva a fragiliza¢do da
membrana celular pela acdo do triton-X100 e o choque hipotdnico provoca o rompimento da mesma.
O material nuclear se torna acessivel ao PI, que ird se intercalar no ADN nuclear. O conteudo de ADN

subdipldide foi determinado pelo programa CellQuest (Becton Dickinson).

2.5.4 Estudos de interagdo com ADN plasmidial

Foi realizada eletroforese em gel de agarose para identificar possiveis modificacdes resultantes
da interacdo dos compostos com o ADN. Assim, 136 ng de ADN plasmidial pGEM®-T purificado
(Promega-USA) foram incubados com os compostos (200 pmol L") em tampao Tris-HCI (NaCl 50
mmol L', Tris-HCI 5 mmol L, pH 7,2) a 37 °C por 24 h. Em seguida, foi adicionada solucdo de
leitura (50 mmol L' de Tris-HCI, pH 7,2, 0,01 % de bromofenol azul, 50 % de glicerol e 250 mmol L
' de EDTA). As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de 1% de agarose imersa em
tampao TBE (0,5X) por 1 h e 30 min. a 75 mV. Apds a corrida eletroforética, o gel foi imerso em
solugdo 2,5 ug mL™" de brometo de etidio em tampdo TBE 0,5X por 15 min e o ADN foi visualizado

por fluorescéncia em 312 nm.

2.5.5 Estudos de inibicdo da enzima tiorredoxina redutase (TrxR)

O estudo de inibi¢do da atividade enzimdtica de TrxR isolada de figado de camundongo
(Sigma), foi realizado pelo ensaio de redugdo de acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzdico) (DTNB). Neste
ensaio, TrxR reduz a ligacdo dissulfeto de DTNB, levando a formacdo de 4cido 5-tio-2-nitrobenzodico
(TNB), o qual pode ser detectado fotometricamente.

O procedimento foi realizado de acordo com instru¢des da Sigma (Informagdo do produto
T9698) e com Ott e colaboradores'®. Aliquotas de 20 uL de solucio diluida de TrxR em tampio

fosfato de potéssio 1,0 mol L', pH 7,0 (contendo aproximadamente 0,10 unidades da enzima) foram

'71. Nicoletti, G. Migliorati, M.C. Pagliacci, F. Grignani, C. Riccardi, J. Immunol. Meth. 139 (1991) 271.
B 1. ot X. Qian, Y. Xu, D.H.W. Vlecken, I.J. Marques, D. Kubutat, J. Will, W.S. Sheldrick, P. Jesse, A. Prokop, C.P.J.
Bagowski, J. Med. Chem. 52 (2009) 763.
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incubadas por 1 h a 37 °C com 20 pL das solucdes dos compostos (10 uM) ou com DMF 2,5%
(controle negativo). As solucdes foram transferidas quantitativamente para placas de 96 pogos e a cada
pogo foram adicionados 200 uL. de mistura reacional (10 mL de mistura reacional consistia de 1,0 mL
de tampdo fosfato de potdssio 1,0 mol L' pH 7,0, 0,2 mL de EDTA 500 mmol L' pH 7.5, 0,80 mL de
DTNB 63 mol L em etanol, 0,10 mL de albumina de soro bovino 20 mg mL", 0,05 mL de
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida 48 mmol L' (NADPH) e 7,85 mL de dgua).
Imediatamente apds a adi¢do da mistura reacional, a formagao de TNB foi monitorada em um leitor de
microplacas (Thermo Scientific Multiskan® Spectrum) a 412 nm em intervalos de 2 s por 4 min. Para
corrigir a formacdo de produto ndo-enzimatico, também foi feita a leitura de pocos com 40 uL de
DMF 2,5% em tampao de fosfato 1,0 mol L', pH 7,0 e 200 x4 de mistura reacional (branco). Da
leitura dos pogos controles e tratados com os compostos foi subtraida a leitura do branco. A atividade
enzimdtica foi calculada como a diferenca entre a absorbancia observada entre 0 min e 4 min (A Abs)

de leitura. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.5.6 Avaliacdo da toxicidade aguda in vivo
Para a avaliacdo da toxicidade aguda in vivo da tiossemicarbazona HAc3mT (BAMT) foi

utilizado o método de classes descrito nas diretrizes da OECD (Protocolo 423)19.

Métodos

As ratas foram subdivididas aleatoriamente em trés grupos de seis animais cada e submetidas a
jejum de 8 h. Apds esse periodo, as massas dos animais foram determinadas e foi administrada nos
grupos testes uma dose inicial de 300 mg/kg por gavage (per os — administracdo oral) e solugdo
aquosa de carboximetilcelulose 0,5 % p/V (CMC 0,5 %) em mesmo volume e via da solucio teste para
as ratas que pertenciam ao grupo controle. O mesmo teste foi realizado utilizando a dose de 2000 mg
kg e 6leo de milho como veiculo.

O fluxograma do experimento encontra-se a seguir.

' OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development). Guideline 423: Acute Oral Toxicity —
Acute Toxic Class Method. Paris: Head of Publications Service, 2001.
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Figura 2.8 — Fluxograma do experimento de avaliagdo da toxicidade aguda in vivo.

O alimento foi restituido trés a quatro horas apds a administragdo dos compostos vegetais. O
consumo de dgua foi ad libitum (a vontade). Durante as primeiras 24 h, as ratas foram observadas
quanto ao aparecimento de sinais de toxicidade nos periodos de 0, 15, 30, 60 min, 2, 3,4, 8,24 he
diariamente durante catorze dias apds administracdo. A variacdo de massa corporal, o consumo de
dgua e alimento foram avaliados semanalmente.

Os sinais de toxicidade incluindo o tempo de aparecimento, progressao e reversibilidade foram
registrados para cada animal em ficha de screening toxicolégico. Foram observados parimetros que
permitiram avaliar alteracdes em:

L Estado consciente, disposi¢do e comportamento: atividade geral, irritabilidade,
vocalizagdo, posi¢dao recumbente, posicdo lateral, grooming (habito de cogar o nariz), comportamento
compulsivo, automutilacdo, permanéncia em canto de gaiola.

II. Atividade motora e tonus muscular: Resposta ao aperto de cauda, endireitamento,

forca para agarrar, tonus muscular, ataxia.

I11. Reflexos: corneal, auricular.
Iv. Sistema nervoso central (SNC): remores, convulsdo, fendmeno de Straub, hipnose.
V. Sistema nervoso autdonomo (SNA): lacrimejamento, salivacdo, mic¢do, defecacdo, pilo

erecdo, respiragdo.
VL Outras alteracOes: hipotermia, rigidez abdominal, edema, prurido, alteragdes na pele,
sangramento de orificios, diarréia e nimero de animais mortos ou eutanasiados mediante morte

iminente (estado moribundo), quando for o caso.
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As observacgdes registradas foram tabuladas numa escala que depende da auséncia ou presenca
do evento no inicio do estudo (“animal normal”). Nos casos em que o evento foi ausente (ex:
convulsdo, tremor, comportamento compulsivo), foi atribuido a pontuagdo O (zero) ao valor “normal”
e considerou-se a escala de 0 a 4 correspondendo, respectivamente, a ausente, raro, pouco, moderado,
intenso. Nos casos em que o evento foi inicialmente presente (ex: tdnus muscular, respiracao,
defecacdo), foi atribuido a pontuacdo 4 (quatro) ao valor “normal” e considerou-se a escala de 0 a 8
correspondendo, respectivamente, a ausente, raro, pouco, diminuido, presente (normal), aumentado,
moderado, elevado, intenso.

Ao fim do periodo de observagdo, todos os animais sobreviventes foram submetidos a
eutandsia* e necropsia. Os seguintes 6rgdos foram removidos: corag¢do, pulmio, figado, bago, rins
(com supra renal), cérebro e ttero (com ovdrios). Apds a retirada dos 6rgdos, os mesmos foram
pesados e submetidos ao exame macroscopico para identificacdo de possiveis dreas sugestivas de
alteracdo patoldgica e fixados em formaldeido 10% tamponado (pH 7,2) para andlise microscdpica em

casos justificados.

*método de eutandsia: por dose exacerbada de sedativo que, no caso, se tratava de
cetamina/xilazina.
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Tiossemicarbazonas derivadas de acetofenona e benzofenona como agentes

quelantes para potencial uso em medicina

As tiossemicarbazonas tém sido largamente investigadas no campo da Quimica Medicinal e
Farmacéutica devido ao amplo espectro de atividades bioldgicas que apresentam, incluindo atividades
antibacteriana, antitumoral, antivirial, antiprotozodria, e outras.’

A preparacdo de tiossemicarbazonas € bastante explorada e descrita na literatura. Em geral,
podem ser empregadas duas formas de obtenc¢ao: a direta, pela reagdo quimiosseletiva de aldeidos e/ou
cetonas com as tiossemicarbazidas ou a indireta, através da preparacio prévia das tiossemicarbazidas,
utilizando hidrazina (NH,-NH,) e outros reagentes, seguida de condensagdo com o derivado
carbonilado especifico.”

Recentemente descrevemos a acdo citotoxica de 2-benzoilpiridina N(4)-orto, N(4)-meta e
N(4)-para toluil tiossemicarbazonas contra células de leucemia humana’. De modo geral a diminuigéo
da capacidade quelante de tiossemicarbazonas leva a uma diminui¢do de suas bioatividades. De fato,
muitas das atividades biolégicas dessa classe de compostos estdo relacionadas a sua habilidade em
complexar o ferro da enzima ribonucleosideo difosfato redutase (RDR) e assim, um menor efeito
quelante levaria a uma redu¢do da acdo farmacoldgica.

Por outro lado, agentes quelantes destituidos de atividade bioldgica podem, em principio, ser
empregados na remog¢do de metais em pacientes com intoxicacdo ou em pacientes portadores de
doencas neurodegenerativas associadas a presenga de excesso de metais.

Assim neste capitulo foram preparadas N(3)-fenil tiossemicarbazonas derivadas de
acetofenona e benzofenona com diferentes grupos substituintes, em um total de oito
tiossemicarbazonas inéditas, as quais foram avaliadas quanto as suas atividades citotoxicas e
antimicrobianas. Ao final foi escolhido um dos compostos para avaliagdo de toxidez in vivo.

A notacdo empregada serd a seguinte: acetofenona- N(3)-meta-clorofenil-, N(3)-meta-
fldorfenil-,  N(3)-meta-nitrofenil-,  N(3)-orto-toluil-,  N(3)-meta-toluil- e  N(3)-para-toluil-
tiossemicarbazonas (HAc3mCl, HAc3mF, HAc3mNO,, HAc30T, HAc3mT e HAc3pT); e
benzofenona- N(3)-meta-clorofenil-, N(3)-meta-fliorfenil-, N(3)-meta-nitrofenil-, N(3)-orto-toluil-,
N(Q3)-meta-toluil- e N(3)-para-toluil- tiossemicarbazonas (HBz3mCl, HBz3mF, HBz3mNO,, HBz30T,
HBz3mT e HBz3pT) (ver Figura 3.1). As tiossemicarbazonas HAc3mCl, HAc3mF, HAc3mNO,,
HBz3mCl, HBz3mF, HBz3mNO,, HBz30T e HBz3mT sio inéditas.

"'H. Beraldo, D. Gambino, Mini. Rev. Med. Chem. 4 (2004) 31.

2R. P. Tendrio, A. J. S. Gées. Quim. Nova. 28 (2005) 1030.

3 K.S.0. Ferraz, L. Ferandes, D. Carrilho, M.C.X. Pinto, M.F. Leite, E.M. Souza—Fagundes, N.L. Speziali, 1.C.
Mendes, H. Beraldo, Bioorg. Med. Chem. 17 (2009) 7138.
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Figura 3.1- Estrutura geral das tiossemicarbazonas derivadas de acetofenona (R; = CHj) e de

benzofenona (R; = Ph).

Os compostos obtidos foram caracterizados através de andlise elementar, temperaturas de
fusdo e por meio de anélise de seus espectros no infravermelho e de RMN de 'H, 13C, COSY, HMQC
e DEPT 135. Foram obtidos monocristais de algumas tiossemicarbazonas e a estrutura cristalina

determinada por difra¢do de Raios-X.

3.1- Andlises de acetofenona- N(3)-meta-clorofenil-, N(3)-meta-fliiorfenil- e N(3)-meta-
nitrofenil- tiossemicarbazonas (HAc3mCl, HAc3mF, HAc3mNQO-) e benzofenona- N(3)-meta-
clorofenil-, N(3)-meta-fliorfenil-, N(3)-meta-nitrofenil-, N(3)-orto-toluil- e N(3)-meta-toluil-
tiossemicarbazonas (HBz3mCIl, HBz3mF e HBz3mNQO,, HBz30T e HBz3mT)

Microandlises, cores, massas molares e temperaturas de fusdo

A Tabela 3.1.1 apresenta os rendimentos das reacdes (Rend.) assim como as cores, massas
molares (MM) e temperaturas de fusdo das tiossemicarbazonas. HAc30T (1), HAc3mT (2), HAc3pT
(3) e HBz3pT (4) foram preparadas anteriormente por outros grupos™ e por isso ndo aparecem nas

tabelas de caracterizagdo 3.1.1 a 3.1.6.

‘T.V Saraswathi, V. Ranga, V. R Srinivasan, M. Ramaiah, Ind. J. Chem. 10 (1972) 1151.
SVK. Panchal, U.R. Dhruv, P.B. Patel, J. Instit. Chem. (India) 67 (1995) 86.
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Tabela 3.1.1- Dados analiticos obtidos para as tiossemicarbazonas inéditas derivadas de acetofenona e

benzofenona
Composto Rend. Cor MM_I Temp. de fusao
(%) g mol
(0
5 HAc3mCl 68 Branca 303,81 135 -137
6 HAc3mF 99 Branca 287,35 162 -165
7 | HAc3mNO, 92 Amarela 330,36 135 -137
8 HBz30T 66 Branca 345,46 138 -140
9 HBz3mT 73 Branca 345,46 160 -161
10| HBz3mCl 70 Branca 365,88 122-123
11| HBz3mF 88 Branca 349,42 136 -138
12| HBz3mNO, 79 Alaranjada 376,43 141-144

Espectroscopia no Infravermelho

As atribui¢des das bandas nos espectros no infravermelho das tiossemicarbazonas estdo

apresentadas na tabela 3.1.2. Os espectros no infravermelho apresentam bandas entre 3342-3159 cm’

atribuidas aos estiramentos V(N—H)G. A banda atribuida ao estiramento v(C=N)’ aparece entre 1588-

1516 cm™. J4 a banda de baixa intensidade que aparece na regido entre 867-780 cm™ ¢ atribuida ao

estiramento V(C:S)S. As figuras 3.2 e 3.3 mostram os espectros de HAc3mCl (5) e HBz3mCl (10).

Tabela 3.1.2 - Atribui¢des das principais absorcdes na regidio do infravermelho (cm™) das

tiossemicarbazonas inéditas derivadas de acetofenona e benzofenona

Composto VIN3-H) | v(N2-H) | vy(C=N)| wv(C=S)
HAc3mCl (5) 3295F 3239m 1520F 793f
HAc3mF (6) 3299F 3264m 1520F 787f

HAc3mNO, (7) 327IF 3191F 1531F 867f
HBz30T (8) 3331F 3159m 1516F 816f
HBz3mT (9) 3342F 3314F 1541F 788f

HBz3mCl (10) 3342F 3292F 1588F 804f

HBz3mF (11) 3302F 3198F 1546F 780f
HBz3mNO, (12) 3340F 3279F 1543F 864f

*F = forte; f = fraca; m = média.

°D.X. West, H. Gegremedhin, T.J. Romack, A.E. Liberta, Transition Met. Chem. 19 (1994) 426.
"UL. Kala, S. Suma, M.R.P. Kurup, S. Krishnan, RP. John, Polyhedron. 26 (2007) 1427.
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Figura 3.3 -Espectro no infravermelho de HBz3mCl (10) obtido na regido de 4000-400 cm, em
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Ressondncia Magnética Nuclear

Os sinais nos espectros de RMN de 'H, "°C e DEPT 135 das tiossemicarbazonas encontram-
se nas tabelas 3.1.3 e 3.1.4. Nos espectros de RMN de 'H e "°C das tiossemicarbazonas derivadas de
acetofenona nao foi possivel observar a presenca espécies isoméricas.

Os sinais de "H e "C do anel aromitico contendo o 4tomo de flior como substituinte em
HAc3mF (6) e HBz3mF (11) aparecem duplicados, pois o nimero de spin para flior € I = %2, ou seja,
os niicleos de 'H e "*C sofrem acoplamentos com o niicleo do flior. Nas Figuras 3.4 a 3.7 encontram-
se os espectros de RMN de "He C dos compostos (6) e (11).

Nos espectros de RMN de 'H e "’C das tiossemicarbazonas derivadas de benzofenona os
sinais dos dois anéis benzénicos aparecem em diferentes deslocamentos quimicos devido a influéncia

do hidrogénio ligado ao N2.

g -t P~ 0D W @ P~ 3O -
P~ o Ol = O @ M~ O — M M (3]
o - cbhoo o @ o= O =
-— (=] 00 0O 00 P P P P P P (3]
3
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N gZ N,
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|2 -CH;
/8 H |
2N H14 H13
h 9
147 >0
| J\ T | T T T T | T T T T |
13s I
S F 8.00 7.50 7.00
NQ)-H
|
:k ‘kNG)-H ﬁ“ A M_L
1
L (- TR SN L
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Figura 3.4 — Espectro de RMN de 'H para HAc3mF (6) em DMSO-d, 200 MHz.
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Tabela 3.1.3 - Atribui¢des, nimero de hidrogénios (n°), deslocamentos quimicos (J ppm), constante de acoplamento (J) e multiplicidade (M) dos sinais

de RMN de 'H das tiossemicarbazonas inéditas derivadas de acetofenona e benzofenona (DMSO-ds, 200 MHz)

—3
R
2 J N, s Ro
HsC H 1 \N_/ N\ 7/
N/ —1 N,—8 10—
7—=N, N;—9 12 N/ N\
/ \ / \ /7 7—N; N3 9\ /12
//2_1\\ VA _— " s
{ e s o \
4—s5 N/
4'—5
Atribuicdes | HAc3mCl HAc3mF | HAc3mNO, HBz30T HBz3mT HBz3mCl HBz3mF HBz3mNO,
(M) n® (S) (6) 7 8 9) (10) (11) 12)
(8.04-7.99). | (8.03-7.98): '
H2H6@ 1 =601 | =617, 8,03 amaasy | GO aaages) | o 8,09
=326 7 =273 —
1553(’111:1)4’1 (7.44-739) | (744-733) | 743 (7.69-7,66) | (143737) | (774765 | (7.43139) | (7.757,66)
N(Z)? (s) 10,77 10,78 10,93 10,33 10,39 10,50 10,52 10,72
NG)? (s) 10,12 10,11 10,33 8.77 8.81 9.01 9.03 9.25
Hl(l’ (s) 7.79 7.67-7.61 8.65 ] 737 (7.74-7.65) 7.58 8.62
HIZ@ | C28720 = s: | @11807) | (7.307.25) i i i i
- 2J=223
HI3* (f) | (7.43-7.39); 7.64- (7.087.04): | (731-727). | (7.68-7.65):
1 17=8,07 7,04 '7=8,13 (7,30-7,25) '71=726 '7=729 '7=6,08 (7,75-7,66)
H14 (d) 7.27; (7.45-7.37);
. (7.61-7.57) 7.64 (8.07-8.03) | (7.30-7.25) s i he) | (1.687.65) 743
CH,
(acetl) 3.39 2.39 2.41 ] ] ] ; ;

*Desdobramento padrdo; no entanto, devido a sobreposi¢@o de sinais sao apenas observados multipletos.
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Tabela 3.1.4 - Atribuicdes e deslocamentos quimicos (& ppm) dos sinais de RMN de "C e DEPT 135 das tiossemicarbazonas inéditas derivadas de

acetofenona e benzofenona (DMSO-dg, 200 MHz)

k /N
HSC\7—N H\N /1 0:< 5\/21\/2 H\N —8// i 1 *
_— { 2—8/ 3 9\\14—1/{2 \7:N{ 2 \N3_9/ 12
// \\6 / \\S 2'—1 / H/ \\1 4—13
— +! \6'
N
Atribui¢des | DEPT HA%" ' HAC3mF (6) HA°(3;’)’N 0, HB;?OT HB(z;)mT HB(ZIT)’;I “ HBz3mF (11) HBZ::)NOZ
c1 ] 132.08 136,14 137.28 135,34 138,68 136,14 136,15 136,17
C2, C6 0 126.85 126.82 126,92 127,70 129,83 128,37 127,62 127,95
C3,C5 0 128.19 128.19 128.21 129,77 128,26 129,73 128,37 129,66
C4 1 129,44 129,32 129,54 129,77 129,76 129,99 129,97 129,66
7 ] 149,51 150,39 150,14 149,29 149,67 150,39 150,32 147,24
s ] 176.83 176.71 176.97 176,71 175,94 176,01 175,93 176,15
9 - 140,58 140,90-140,68 140,34 137,84 137,39 140,31 140,65-140,43 140,07
C10 0 125.12 | 112.36-111.86 119,74 136,16 123,00 130,03 | 112,34-112,20 119,82
C11 ] 137.32 163.84-159,04 147.19 128,54 136,15 132,18 | 163,88-159,07 150,98
C12 0 124,92 129.50-129,32 131,98 130,00 126,30 125,34 | 112,69-111,93 131,37
C13 0 129.49 111.46 129.11 126,84 128,29 130,07 | 130,02-129,97 128,44
C14 0 124,22 129.50 119.63 128,00 129,83 124,36 | 129,72-129,66 119,97
CHj(acetil) T 14,49 14,48 14,59
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Espectroscopia eletronica
Os espectros eletronicos das tiossemicarbazonas derivadas de acetofenona e benzofenona
substituidas em N(3) serdo discutidos posteriormente no capitulo 4, que trata de seus complexos de

Zinco.

3.2- Cristalografia por Difracdo de Raios X

Foram determinadas estruturas cristalograficas das tiossemicarbazonas HAc30T (1),
HACc3mT (2), HAc3mF (6) e HBz30T (8). Os cristais foram obtidos por difusao lenta em uma solucdo
de DMSO/acetona. Os dados cristalograficos e de refinamento para as tiossemicarbazonas estdo
apresentados na tabela 3.2.1. As figuras 3.8 e 3.9 mostram o diagrama molecular das estruturas das

tiossemicarbazonas (1), (2) e (8) e o empacotamento na estrutura de (6), respectivamente.
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L l a {- fl-l 1 e \"‘UI.-H' (b) ‘-I ‘q-\ |
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Figura 3.8 — Diagrama molecular das tiossemicarbazonas (a) HAc30T (1), (b) HAc3mT (2) com o

grupo metila do carbono C;s em desordem e (c) HBz30T (8).
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Figura 3.9 — Estrutura de HAc3mF (6) e seu dimero formado por duas ligacdes de hidrogénio.

Todas as tiossemicarbazonas encontram-se na conforma¢do EE em relagdo as ligagdes C7=N1
e C8—N2 e o sistema cristalino € monoclinico, exceto para HAc3mF (6) que cristaliza-se no sistema
triclinico.

A estrutura de HAc3pT foi determinada por outros pesquisadores®. A Tabela 3.2.2 exibe as
distancias e angulos de ligacdo de HAc3oT (1), HAc3mT (2), HAc3pT (3) e HAc3mF (6) para
comparacio e o que observa-se é que as distancias e angulos de ligacdo sdo muito préximas. O grupo
substituinte no anel e a posi¢cdo dos substituintes no anel fenilico ndo afetam significativamente o
comprimento das ligagdes e os angulos do esqueleto das tiossemicarbazonas.

Entre as estruturas HAc30T, HAc3mT e HAc3pT a maior variacdo de angulo ocorre entre os
atomos C8-N3-C9 devido aos efeitos estéricos provocados pela posicdo do grupo toluil. Comparando-
se as estruturas HAc30T (1) e HBz30T (8), observa-se que a mudanga do grupo ligado ao carbono C7
provoca variagdes de aproximadamente 0,01 A entre as ligacdes formadas pelos 4tomos do esqueleto
da tiossemicarbazona e de 1-10 ° nos angulos formados entre os dtomos N1-C7-C1, N3-C8- N2, C8-
N3-C9 e N2-C8-S1.

Todas as estruturas apresentam uma liga¢do de hidrogénio intermolecular N2-H---S1, cujo
angulo N-H-S é proximo a 175 °, exceto o composto HBz30T (8) que apresenta apenas uma ligagdo
intramolecular N3-H---N1, com um 4ngulo de aproximadamente 113 °. O composto HAc30T (1)

possui ainda uma ligacao de hidrogénio intramolecular N3-H---N1 (ver Tabela 3.2.3).

¥ Z. Yan-Ling, W. Chang-Zeng, Z. Fu-Juan, Acta Cryst. E67 (2011) 1547.
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Tabela 3.2.1 — Resumo da cole¢do de dados e refinamento para HAc30T (1), HAc3mT (2), HAc3mF
(6) e HBz30T (8)

Composto 1) 2) (6) 8
Férmula empirica C16H17N3S C16H17N3S C16H16FN3S C21H19 N3S
Massa molar 283,39 283,39 301,38 34545
(g mol™)
Cor Incolor Incolor Amarelo Incolor
Dimensodes do 0,49x0,21x 0,46 x0,10x 0,25x 0,21 x
cristal (mm®) 0,13 0,07 0,28 x 0,20 x 0,08 0,19
Temperatura (K) 293(2) 293(2) 293(2) 293(2)
Radiagdo, L (A) | Mok, 0,71073 Cuy,, 1,54184 Mok, 0,71073 Mok, 0,71073
Intervalo de 0 (°) 5,16 a 26,37 3,63 258,93 3,00 a 26,37 5,11 226,37
-7<h <6, -11<h <11, -6<h <7, -6<h <7,
Intervalos de hkl -13<k <12, -3<k <6, -10<k <13, -10<k <13,
-20<1<30 -25<1<27 -14<1<13 -14<1<13
Sistema cristalino| Monoclinico Monoclinico Triclinico Monoclinico
Grupo espacial P2,/c P2/c P1 P2,/n
a(A) 5,6728(2) 10,6038(3) 5,8624(2) 9,8993(3)
b (A) 10,7626(3) 5,68780(10) 10,5083(4) 16,7617(4)
c(A) 24,3856(7) 24,7390(9) 12,0065(4) 12,1103(4)
o () 90 90 74,714(3) 90
B 92,582(3) 99,859(3) 86,591(3) 113,448(4)
vy (©) 90 90 89,559(3) 90
Volume (A3)/ 7 | 1487,33(8)/4 1470,03(7)/ 4 712,19(4)/ 2 1843,51(9)/ 4
F(000) 600 600 316 728
Densidade
calculada 1,266 1,280 1,405 1,245
(mg m”)
Coeficiente de 0211 1,888 0,235 0,183
absorcdo p (mm’ )
Reflexdes 10479 6668 5414 12963
coletadas
Reﬂe’ggigmca“ 3016/0,0389 | 2121/0,0327 | 2901/0,0218 | 3732/0,0395
Parametros
refinados/ 183/0 182/ 0 181/0 227/0
restri¢oes
R [1>26(D)] R1 =0,0348, R1 =10,0361, R1 =0,0430, R1 =0,0377,
wR2 = 0,0952 wR2 =0,0957 wR2 =0,1071 wR2 = 0,0986
R (all) R1 =0,0477, R1 =0,0502, R1 =0,0694, R1 =0,0554,
wR2 =0,0983 wR2 =0,1042 wR2 =0,1147 wR2 =0,1032
Qualidade de 1,087 1,012 0,953 1,028
ajuste, S
Ap (I;“gér)nax 0,182/0,162 | 0,161/0,175 -0,263/ 0,368 -0,200/ 0,180
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Tabela 3.2.2 - Distancias (10\) e angulos (°) selecionados de HAc30T (1), HAc3mT (2), HA(:?)pT8 3),

HAc3mF (6) e HBz30T (8). Desvio padrio entre parénteses

. Distancias (A
Atomos M @ 5w ®)
S1-C8 1,6755(13) 1,676(2) 1,6744(18) 1,670(2) 1,6606(14)
C1-C7 1,4828(19) 1,485(3) 1,482(2) 1,479(3) 1,4795(18)
N1-C7 1,2810(17) 1,287(3) 1,286(2) 1,281(2) 1,2922(16)
NI-N2 | 13802(14) | 1382(2) | 1.3764(19) | 1374Q2) | 1.3691(15)
N2-C8 1,3533(17) 1,358(2) 1,357(2) 1,354(2) 1,3597(16)
N3-C8 1,3372(17) 1,339(3) 1,341(2) 1,341(3) 1,3379(17)
N3-C9 1,4290(18) 1,425(3) 1,426(2) 1,421(2) 1,4144(16)
Atomos Angulos (°)
C2-C1-C7 | 121,03(12) | 120,77(19) | 120,99(17) | 121,66(19) | 121.16(11)
NI-C7-C1 | 11523(12) | 115,62(18) | 11548(16) | 115.97(18) | 124.96(11)
C7-N1-N2 119,29(11) 118,70(17) 118,66(15) 118,94(17) 118,83(11)
N1-N2-C8 118,00(11) 118,53(17) 118,79(14) 119,17(16) 118,83(11)
N3-C8- N2 114,76(11) 115,36(18) 114,93(15) 114,52(17) 113,47(11)
C8-N3-CO | 126,74(11) | 125,75(17) | 127,04(15) | 127.14(17) | 131,99(12)
N2-C8-S1 120,57(10) 119,62(16) 119,61(13) 119,81(15) 118,39(10)

Tabela 3.2.3 - Ligacdes de hidrogénio observadas para HAc30T (1), HAc3mT (2), HAc3pT (3),

HAc3mF (6) e HBz30T (8)
o d(D-H) | D(H---A) | DHA | d(D---A)
Composto D-H---A A) A) ©) A)

N(2)-H(2)---S(1)#2 0,86 2,792 173,6 | 3,6471(12)

HAc30T (1)
N(@3)-H(3)---N(1) 0,86 2,14 110,2 | 2,5633(16)
HAc3mT (2) N(2)-H(2)---S(1)#1 0,86 2,91 175,2 | 3,7718(18)
HAc3pT’ (3) N(2)-H(2)---S(1)#2 0,86 2,89 175,7 | 3,7498(16)
HAc3mF (6) | N(2)-H(2A)---S(1)#1 | 0,86 2,96 175,7 |3,8143 (17)
HBz30T (8) N(3)-H(3)---N(1) 0,86 2,10 113,8 | 2,5732(15)

Transformacao de simetria usada para gerar dtomos equivalentes: #1 -x+1,-y+1,-z; #2 -X,-y+1,-z.

Alguns resultados aqui apresentados foram objeto do artigo intitulado Structural studies on

acetophenone-

and benzophenone-derived thiosemicarbazones and their zinc(ll) complexes,
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recentemente publicado em Journal of Molecular Structure (K.S.O. Ferraz, N.F. Silva, J.G. da Silva,

N.L. Speziali, I.C. Mendes, H. Beraldo, J. Mol. Struct. 1008 (2012) 102 - ver Anexo).

3.3 - Atividade Biologica

3.3.1 Atividade antimicrobiana
Todas as tiossemicabazonas foram testadas contra o crescimento de bactérias Staphylococus
aureus e Pseudomonas aeruginosa e de fungos Candida albicans. No entanto, nenhuma delas exibiu

atividade antimicrobiana significativa.
3.3.2 Atividade citotoxica

As tiossemicarbazonas HAc30T (1), HAc3mT (2), HAc3mCl (4), HAc3mF (5) e HAc3mNO,
(6) foram avaliadas quanto a capacidade de inibir a proliferacdo de células leucémicas K562. A 1 uM
os compostos ndo inibiram a proliferacdo das células. As tiossemicarbazonas acetofenona- e
benzofenona- N(3)-orto-toluil, N(3)-meta-toluil e N(3)-para-toluil (HAc30T (1), HAc3mT (2),
HAc3pT (3), HBz3pT (4), HBz30T (8) e HBz3mT (9)) também foram avaliadas quanto as suas
capacidades de inibir o crescimento de células leucémicas HL-60 e Jurkat a 10 uM, porém
demonstraram-se inativas. Os compostos foram também avaliados quanto a citotoxicidade frente a
linhagens de células de glioblastoma humano U-87 e T-98. Na tabela 3.3.1 estdo as porcentagens de

morte celular de U-87 e T-98 na presenga das tiossemicarbazonas a 1uM.

Tabela 3.3.1 - Porcentagem de morte celular de glioblastoma humanos U-87 e T-98 na presenca das

tiossemicarbazonas a 1 uM (%)

Composto U-87 T-98
HAc30T (1) 23,1+14,3 13,6 £ 10,7
HAc3mT (2) 10,0 £ 12,8 1,5+1,9
HAc3pT (3) 19,6 £ 9,0 20,9+ 5,3
HAc3mCl (5) 23,6 +12,8 16,1 £ 8,6
HAc3mF (6) 31,9+5,6 332+23

HAc3mNO, (7) 18,6 +9,5 13,8 +5,8

HBz30T(8) 28,2+34 13,7+4,0
HBz3mT (9) 16,5+7,3 17,9 £ 8,5
HBz3pT (4) 17,0 £10,2 23,6 +£10,3

HBz3mCl (10) 18,5 £8,7 182+7,3
HBz3mF (11) 17,0 £5,8 19,5 +4,5
HBzm3NO, (12) 22,3+£9,0 18,3+11,1
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Nao ocorreram diferencgas significativas nas atividades citotéxicas exercidas pelas diferentes
tiossemicarbazonas sobre a linhagem celular U87. A porcentagem de morte celular variou entre 31,9 —
10,0 %, sendo HAc3mF (6) a mais ativa ¢ HAc3mT (2) a menos ativa. Resultados semelhantes foram
obtidos contra células T98 em que a porcentagem de morte celular variou entre 33,2 - 1,5 %, sendo
HAc3mF (6) a tiossemicarbazona mais ativa e HAc3mT (2) a menos ativa.

Comparagdes entre essas tiosemicarbazonas e seus andlogos derivados de piridina mostram
que as Ultimas sdo melhores agentes citotdxicos, sugerindo que uma maior capacidade quelante (N-N-
S ao invés de N-S) poderia acarretar maior citotoxidez. De fato, se considerarmos que o mecanismo de
acdo antitumoral das tiossemicarbazonas envolve a inibicdo da enzima ribonucleosideo difosfato
redutase, seja pela tiossemicarbazona livre que se coordena a um fon ferro(Ill) da estrutura da enzima,
seja através de um complexo de ferro(Il) que se oxida liberando um elétron que inativaria o radical
livre presente na sub-unidade R2, uma menor capacidade quelante levaria a um menor efeito
citotéxico. No entanto, a literatura relata varios exemplos de tiossemicarbazonas potencialmente
bidentadas que apresentam acdo antitumoral, e cujos mecanismos de acdo sdo distintos do aqui

mencionado.’

3.3.3 Toxicidade aguda

As tiossemicarbazonas em geral sdo 6timos agentes quelantes'’. Essa caracteristica é muito
interessante e tem sido investigada para o desenvolvimento de novos firmacos para o tratamento de
pacientes com Mal de Alzheimer. A doenca de Alzheimer é muito complexa, e atualmente os
tratamentos limitam-se aos sintomas. Uma das principais causas da doenga pareceria ser o acimulo de
ions metdlicos no cérebro, principalmente cobre(Il) e zinco(ID)."!

HAc3mT (3) além de nido mostrar atividade antimicrobiana, demonstrou o menor indice de
atividade citotoxica. Esse comportamento, associado a sua capacidade quelante devida ao sistema N-S,
faz com que o composto possa constituir um interessante protétipo de farmaco para a terapia do mal de
Alzheimer. Assim em uma segunda etapa passamos a investigar seus efeitos toxicos por meio de um
estudo de toxicidade aguda in vivo.

HAc3mT foi denominado BAMT (benzoilacetofenona N(3)-meta toluil tiossemicarbazona) no
teste de toxicidade in vivo. Na dose de 300 mg kg o composto ndo ocasionou nenhum sinal de
toxicidade as ratas Wistar durante o estudo de toxicidade aguda pelo método de classes. Por esse
motivo, repetiu-se o experimento aumentando-se a dose para 2000 mg kg' de acordo com o
fluxograma (ver capitulo 2, se¢do 2.5.4).

Um aumento da atividade geral foi observado na primeira hora para o grupo que recebeu o

composto, porém o efeito foi reversivel no periodo de observacio subseqiiente (1 hora). Demais sinais

° W. Herndndez, J. Paz, A. Vaisberg, E. Spodine, R. Richter, L. Beyer, Bioinorg. Chem. Appl. 2008 (2008) 1.
'0B.M. Patersona, P.S. Donnelly, Chem. Soc. Rev. (2011).
""L.E. Scott, C. Orvig, Chem. Rev. 109 (2009) 4885.
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de toxicidade nao foram encontrados nas observacdes didrias realizadas nos treze dias subsequentes do

screening toxicoldgico (ver tabelas 3.3.2 e 3.3.3).

Tabela 3.3.2 - Sinais observados no tratamento com a dose de 300 mg kg™

Grupo Dose /M Periodo de observacao Sinais de toxicidade
P (mg kg dos sinais observados
Controle , o 1 - ..
(CMC 0,5%) 0 6/0 5’ - 14° dia Sem sinais de toxicidade
BAMT 300 6/0 5’ - 14° dia Sem sinais de toxicidade

Nota: T/M = nimero de ratos tratados / nimero de mortes. Observacdes apds administracdo = 5, 15, 30, 45
minutos, 1, 2, 3, 4, 8 e 24 h, e diariamente até o 14° dia.

Tabela 3.3.3 - Sinais observados no tratamento com a dose de 2000 mg kg™

Grupo Dose Periodo de observacao Sinais de toxicidade
P (mgkeg") T/M dos sinais observados
. Control.e 0 6/0 5’ - 14° dia Sem sinais de toxicidade
(6leo de milho)
5’ —1h Atividade geral (7)
BAMT 2000 6/0 1h—14°dia Sem sinais de toxicidade

Nota: T/M = nimero de ratos tratados / nimero de mortes. Observacdes apds administracdo = 5, 15, 30, 45
minutos, 1, 2, 3, 4, 8 e 24 h, e diariamente até o 14° dia. Escore normal: atividade geral (4).

Quanto a massa corporal dos animais e o consumo de alimentos, nenhuma alteracdo foi
detectada, tanto na primeira como na segunda semana (ver figuras 3.10 e 3.11). O dado tabulado como

semana O corresponde ao peso dos animais no dia da administracao.
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Figura 3.10- Massa corporal dos animais durante o experimento com a dose de 300 mg kg (A) e de

2000 mg kg (B) (n=6).
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Figura 3.11 - Consumo de racio dos animais,em gramas, durante o experimento com a dose de 300 mg

kg' (A) e de 2000 mg kg™ (B) (n=6).

Em relacdo ao consumo de 4gua, foi possivel observar uma redugdo do consumo de
4dgua das ratas que consumiram o composto na dose de 2000 mg kg™ ao serem comparadas com as

ratas do grupo controle (Figura 3.12).
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Figura 3.12 - Consumo de dgua (em gramas) durante o experimento com a dose de 300 mg kg (A) e

de 2000 mg kg™ (B) (n=6). *Significativamente diferente do grupo controle pelo teste de F (p<0,05).

Como o composto ndo provocou 6bito, ao fim do periodo de observagdo de catorze dias, os

animais foram submetidos a eutandsia. Os 6rgdos de todos os animais do grupo BAMT submetidos a
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eutandsia apresentaram os mesmos aspectos morfolégicos macroscépicos daqueles do grupo controle.
N3do foram detectadas alteracdes na estrutura, rigidez ou coloracdo das superficies dos O6rgdos
avaliados macroscopicamente. Também ndo foram encontradas diferencas estatisticas nas massas dos

orgdos dos animais do grupo BAMT quando comparadas ao grupo controle (Figuras 3.13 e 3.14).
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Figura 3.13 - Peso dos 6rgaos coracdo, pulmio, estbmago e cérebro no tratamento com a dose de 300

mg kg (A) e de 2000 mg kg™ (B).
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Figura 3.14 - Peso dos érgdos figado, bago, rins e titero no tratamento com a dose de 300 mg kg™ (A) e

de 2000 mg kg™ (B).
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Dessa forma, HAc3mT (BAMT) € classificado como um composto de categoria 5, ou seja,
toxicidade letal aguda maior que 2000 mg kg, possuindo baixa toxicidade oral em dose tnica.
Futuros testes de biodisponibilidade oral e de capacidade em atravessar a barreira hemato-encefalica
deverdo ser realizados de modo a complementar esse teste. O valor calculado de logP = 3,87 + 0,58

sugere que o composto apresenta lipofilia adequada para chegar ao cérebro (1,5 < logP < 5,0)."
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Complexos de zinco(Il) de acetofenona- e benzofenona- tiossemicarbazonas:
uso de tiossemicarbazonas para remocdao de zinco(lIl) em doencas

neurodegenerativas

Zinco(Il) é um fon essencial devido a sua presenca em vdrias metaloenzimas. Zinco(Il) pode
adotar nimeros de coordenacio 4, 5 ou 6. Complexos mononucleares de zinco servem como modelos
de enzimas de zinco tais como a fosfolipase C, ATPase e anidrase carbonica'. A atividade biolégica de
complexos de zinco(IT) de tiossemicarbazonas tem sido bastante investigada ao longo dos anos.’

Considerando-se o amplo perfil farmacoldgico das tiossemicarbazonas e os multiplos papéis
de zinco(Il) nos meios bioldgicos, complexos de zinco(Il) de tiossemicarbazonas derivadas de
acetofenona e benzofenona foram preparados com o objetivo de avaliar a atividade bioldgica desses
compostos, ji que o zinco pode também atuar como um bom carreador desses ligantes em meios
fisiol6gicos.”

No capitulo 3 demonstramos que as tiossemicarbazonas bidentadas derivadas de acetofenona e
benzofenona apresentam baixa toxidez. A insercdo de grupos como haletos ou toluil em N(3) da
origem a compostos com lipofilia adequada para atravessar a membrana hematoencefilica. Assim,
neste capitulo estudamos interagcdes entre essas tiossemicarbazonas e zinco(Il) para avaliarmos a
possibilidade de usar os ligantes como agentes quelantes para remog¢do de zinco(Il) de cérebros de

pacientes com doencas neurodegenerativas.

4.1- Caracterizacdo dos complexos de zinco(ll) de N(3)-m-clorofenil-, N(3)-m-fliiorfenil-,
N(3)-m-nitrofenil- e N(3)-m-toluil- acetofenona- e benzofenona-, tiossemicarbazonas

Complexos de zinco(Il) foram sintetizados conforme procedimento descrito no capitulo 2
(secgdo 2.4.2). A caracterizagdo dos compostos foi feita a partir de andlise elementar, temperaturas de
fusdo, medidas de condutividade molar e seus espectros eletronicos, no infravermelho e de ressonancia
nuclear magnética. A Tabela 4.1.1 apresenta os rendimentos das reacdes assim como as cores, massas

molares, andlise elementar e condutividades molares dos complexos obtidos.
4.1.1- Andlises dos complexos de zinco(Il)

Microandlises, massas molares e condutividade molar
Os resultados das andlises sugerem a formacdo de complexos do tipo [Zn(L),], onde as

tiossemicarbazonas encontram-se na forma anidnica, como mostra a figura 4.1.

" E.B. Seena, Prathapachandra K. Spectrochim. Acta Part A 69 (2008) 726.

2 N.C. Kasuga, K. Sekino, M. Ishikawa, A. Honda, M. Yokoyama, S. Nakano, N. Shimada, C. Koumo, K.
Nomiya, J. Inorg. Biochem. 96 (2003) 298.

S TP Stanojkovic, D. Kovala-Demertzi, A. Primikyri, I. Garcia-Santos, A. Castineiras, Z. Juranic, M.A.
Demertzis, J. Inorg. Biochem. 104 (2010) 467.
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Figura 4.1- Estrutura geral para os complexos de zinco(Il) de tiossemicarbazonas derivadas de

acetofenona e benzofenona.

Tabela 4.1.1 — Cores, rendimentos de reagdes (Rend.), massas molares (MM), condutividade molar

(Am), andlise elementar e temperaturas de fusdo para os complexos de zinco(Il) de tiossemicarbazonas

derivadas de acetofenona e benzofenona

Composto Cor R(e‘;:()l. (gl\l/llll(\)/{_l) Ay Anélise( (I;Zol)ei)mentar ’;:;ggc,
C H N °C
1 [Zn(Ac3mT),] | Bege | 60 |630,16 | 1,36 (23332) éfi) (iijii) (ggjgg)
2 | [Zn(Bz3mT)] |Amarela| 50 | 754,30 | 0,27 (ggﬁg) (j:gi) (Hfg) (32(9):%2%)
3 | [Zn(Ac3mCl),] | Bege 74 | 671,0 | 0,44 (g:%) é;ﬁ% (323) (%:152:%47‘)
4 [Zn(Bz3mCl),] Amarela| 70 | 795,13 0.09 (28:41(21) (222(1)) (1822471) (%g;ﬁgg)
5| [Zn(Ac3mF),] |Amarela| 73 | 638,09 | 0,18 (ggfé) (j:(l)(l)) (3% (}Zijizg)
6 [Zn(Bz3mF),]  |Amarela| 74 | 762,23 | 0,35 (ngé) (gjg% (}};éi) 5322?32)
7 |[Zn(Ac3mNO,)]-HyO| Amarela | 63 | 710,12 | 0,09 (28:% éjg% (gﬁg) (?ggﬁg)
8 | [Zn(Bz3mNO,)] |Amarela| 77 | 81624 | 1,18 égiéé (223(9)) &31% (}iﬂii)

"An: (Q'em’mol ™) DMF~1,0x107 mol L™;

tiossemicarbazonas entre parénteses.

®Valores teéricos entre parénteses; ‘Pontos de fusdo das

Os resultados sugerem a formacao de complexos neutros de zinco(II) do tipo [M(L),].

49



Capitulo 4

Espectroscopia eletrénica

Os espectros eletrdnicos das tiossemicarbazonas derivadas de acetofenona mostram uma
absorcdo na regido 307-310 nm enquanto que as derivadas de benzofenona exibem uma banda em
318-319 nm. Essa absor¢do foi atribuida as transi¢des 7~z do anel aromdtico e as transi¢oes n-7 das
funcdes azometina e tioamida, superpostas em um mesmo envelope *°. Nos espectros dos complexos
de zinco(Il) duas absor¢des foram observadas em 296-321 cm' e 325-334 nm para as
tiossemicarbazonas derivadas de acetofenona e em 320-335 nm e 360-366 nm para aquelas derivadas
de benzofenona. A primeira foi atribuida a transi¢do 77 do anel aromdtico e a segunda as transi¢odes
n-7 de C=N e C=S'. As duas absor¢des aparecem separadas nos espectros dos complexos devido a
formacdo, apds a desprotonacdo de N(2)-H, de um sistema altamente deslocalizado envolvendo o anel
aromdtico e a cadeia N-N-C-S-N da tiossemicarbazona. Portanto, as transi¢des n-7 aparecem em
regides de mais baixa energia nos espectros dos complexos. A figura 4.2 apresenta os espectros

eletronicos da tiossemicarbazona HAc3mCl e seu complexo [Zn(Ac3mCl),] (3).

x HAc3mCl- 3,66.10° mol L-!
o [Zn(Ac3mCl),] (3) - 4,78.10- mol L-!

270 320 370 420 470 520 570
Comprimento de onda (nm)

Figura 4.2 - Espectros eletronicos de HAc3mCl e seu complexo [Zn(Ac3mCl),] (3).

Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros no infravermelho dos complexos foram comparados com os das bases livres a
fim de se verificar o modo de coordenagdo ao centro metélico. A tabela 4.1.2 mostra as atribui¢Ges das
bandas de cada composto.

Nos espectros das tiossemicarbazonas livres absor¢des na regido 3342-3277 cm™ foram

atribuidas as vibragdes V(N-H). A auséncia da banda caracteristica do estiramento V(N2-H) nos

‘H. Beraldo, W.F. Nacif, L.R. Teixeira, J.S. Reboucas, Transition Met. Chem. 27 (2002) 85.
SH. Beraldo, R. Lima, L.R. Teixeira, A.A. Moura, D.X. West, J. Mol. Struct. 559 (2001) 99.
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espectros dos complexos estd de acordo com a coordenacdo das tiossemicarbazonas sob a forma
anidnica.”™®

A banda atribuida ao estiramento v(C=N), que aparece na regiio entre 1588-1520 cm™ nas
bases livres (Tabela 3.2.1), desloca-se para 1500-1474 cm™' nos complexos, indicando a coordenagio
através do nitrogénio iminico’. Também se pode observar um deslocamento da banda de estiramento
v(C=S) dos complexos em relacio as bases, passando da regidio entre 804-764 cm’ nas
tiossemicarbazonas para 777-749 cm™ nos complexos, indicando a coordenacio através do dtomo de
enxofre na forma de tiolato.*’

Outras bandas surgem nos espectros dos complexos, na regido 424-349 cm™, caracteristicas
dos estiramentos entre o metal e os d&tomos de enxofre e o nitrogénio azometinico que sdo: v(Zn-N) em
424-418 cm™ e v(Zn-S) em 390-349 cm™ *'*''. As figuras 4.3 e 4.4 mostram os espectros para a
tiossemicarbazona HBz3mT e seu complexo [Zn(Bz3mT),] (2) nas regides de 4000-400 cm’ e 700-
200 cm'.

°D.X. West, A. Castineiras, E. Bermejo, J. Mol. Struct. 520 (2000) 103.

"DX. West, 1.S. Billeh, J.P. Jasinski, J.M. Jasinski, R.J. Butcher, Transition Met. Chem. 23 (1998) 209.

8 J.G. Da Silva, S.M.S.V. Wardell, J.L. Wardell, H. Beraldo, J. Coord. Chem. 62 (2009) 1400.

K. Alomar, A. Landreau, M. Kempf, M.A. Khan, M. Allain, G. Bouet, J. Inorg. Biochem. 104 (2010) 397.

A AR. Despaigne, J.G. Da Silva, A.C.M. Do Carmo, O.E. Piro, E.E. Castellano, H. Beraldo, J. Mol. Struct.
920 (2009) 97.

TGL Parrilha, R.P. Vieira, A.P. Rebolledo, I.C. Mendes, L.M. Lima, E.J. Barreiro, O.E. Piro, E.E. Castellano,
H. Beraldo, Polyhedron 30 (2011) 1891.
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Figura 4.3 — Espectro no infravermelho de HBz3mT e seu complexo [Zn(Bz3mT),] (2) na regido de

4000-400 cm™, em pastilha de KBr.

HBz3mT

[Zn(Bz3mT),] (2)

Figura 4.4 — Espectro no infravermelho de HBz3mT e seu complexo [Zn(Bz3mT),] (2) regido de 500-

200 cm™, suporte CsI/nujol.
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Tabela 4.1.2 - Atribui¢des das principais bandas no infravermelho (cm) das tiossemicarbazonas

derivadas de acetofenona e benzofenona e seus complexos de zinco(II)

Composto V(N3-H) | v(C=N) | v(C=S) | v(Zn—N) | v(Zn-S)
HAc3mT 3303F 1521F | 798m - -
[Zn(Ac3mT),] (1) 3413m | 1490F | 774m 424m 374m
HBz3mT 3342F 1541F | 788m - -
[Zn(Bz3mT),] (2) 332Im | 1500F | 749m 418m 360m
HAc3mCl 3295F 1520F | 793m - -
[Zn(Ac3mCl),] (3) 3414m | 1490F | 762m 423m 367m
HBz3mCl 3342F | 1588F | 804m - -
[Zn(Bz3mCl),] (4) 3320m | 1481F | 777m 420m 349m
HAc3mF 3299F | 1520F | 787m - -
[Zn(Ac3mF),] (5) 3330m | 1500F | 756m 418m 349m
HBz3mF 3302F | 1546F | 780m - -
[Zn(Bz3mF),] (6) 3318m | 1481F | 755m 419m 349m
HAc3mNO, 3277F | 1531F | 764m - -
[Zn(HAc3mNO,)] (7) 3373m | 1481F | 759m 419m 390m
HBz3mNO, 3340F | 1543F | 790m - -
[Zn(Bz3mNO,),] (8) 3342m | 1474F | 770m 419m 354m

* F = forte, m = média, f = fraca.

Ressondncia Magnética Nuclear

As atribuicdes dos sinais nos espectros de RMN de 'H, "C e DEPT 135 das
tiossemicarbazonas e seus complexos de zinco(Il) encontram-se nas tabelas 4.1.3 a 4.1.6. As posi¢des
posicio dos sinais de 'H dos complexos sio muito préximos para as duas tiossemicarbazonas
coordenadas, permitindo a visualiza¢cdo de um Unico sinal para cada préton. A auséncia do sinal de
hidrogénio do N(2)-H nos espectros de todos os complexos confirma que as tiossemicarbazonas
encontram-se em sua forma ani6nica, conforme foi proposto a partir dos dados analiticos e espectros
no infravermelho. Nos espectros de todos os complexos observa-se o deslocamento dos sinais de
hidrogénio principalmente os de N(3)-H em relacdo aos correspondentes nas tiossemicarbazonas
livres, indicando a coordenacgao através do dtomo de enxofre. Também se observa um descolamento
significativo no sinal do grupo acetil das tiossemicarbazonas derivadas de acetofenona, que indica a
coordenagio através do nitrogénio iminico. As figuras 4.5 e 4.6 mostram os espectros de RMN de 'H

para HAc3mF e HBz3mF e seus complexos [Zn(Ac3mF),] (5) e [Zn(Bz3mF),] (6).
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Figura 4.5 — Espectro de RMN de 'H entre 11-6,5 ppm de HAc3mF e seu complexo [Zn(Ac3mF),] (5)

em DMSO-dg, 200 MHz.
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Figura 4.6 — Espectro de RMN de 'H entre 11-6 ppm de HBz3mF e seu complexo [Zn(Bz3mF),] (6)

em DMSO-dg, 200 MHz.
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Tabela 4.1.3 - Atribui¢oes, nimero de hidrogénios (n°), constante de acoplamento (J ), deslocamentos quimicos (0 ppm) e multiplicidade (M) dos sinais de

RMN de 'H de complexos de zinco(Il) de tiossemicarbazonas derivadas acetofenona (DMSO-d), 200 MHz

R. /4:3\ —‘0
5\\ //2
<\ >—NH 61,
7—CH,
N% SN,
WA N, Atribui¢oes (M)
Composto Hacj/g 5§ PERK e
NaH*Q\ <12
10—
R,
H2,H6 (d) | H3,H4 e H5(t) | N(2)H (s) | N3)H (s) | H10(s) H12* (d) H13*(t) | H14*(d) | CH3
1 1 1 1 1 1 1 1 (acetil)
8,03-7,98;
HAC3mT 17-626/679| 743738 9,98 10,57 | 7,43-7,38 Z}"f‘; g . J7_’275 3 | 743738 | 232
2] =2,75/ 3,28 - -
[Zn(Ac3mT),] (1) 7,39-7,20 7,55-7,51 - 9,01 |7,39-7,20 6,75 7,12 7,55-7,51 | 2,26
8,04-7,99; o 719
HAc3mCl 17=6,01 7,43-7,39 10,78 10,12 7,78 71’2§ 7’2‘7" 7;43 7’33’ 7,60-7,56 | 3,39
i1 - 326 J=80 J=8,0
7,57-1,53; 6,99-6,95; 7,53-7,44;
[Zn(Ac3mCl),] (3) 77 _ 725 7,34-7,14 - 9,42 7,87 U757 734714 | TS| 225
8,03-7,98; 7,44-7,33;
HAc3mF l7=6,17 7,44-7,33 10,75 10,11 | 7,67-7,61 |, 230 7,04 7,64 2,39
s J=11,15%7=2,23
] =273
7,33-7,19; | 7,33-7,19;
[Zn(Ac3mF),] (5) 7,65-7,53 7,33-7,19 - 9,43 7,65 6,74 _g04 | o 1a40 | 226
HAc3mNO, 8,11-8,03 7,43 10,93 10,33 8,65 8,11-8,03 . 1716: ;13 8,11-8,03 | 2,41
7,60-7,50; 7,82-7,79; 7,60-7,54; 7.82-7.79 2.33
[Zn(Ac3mNO,)] (7) =731 7,60-7,54 - 9,75 8,84 7= 785 U731

*Desdobramento padrdo; no entanto, devido a sobreposi¢do de sinais sdo apenas observados multipletos.
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Tabela 4.1.4 - Atribui¢des, nimero de hidrogénios (n°), deslocamentos quimicos (J ppm) e multiplicidade (M) dos principais sinais d¢ RMN de 'H de

complexos de zinco(Il) de tiossemicarbazonas derivadas de benzofenona (DMSO-ds), 200 MHz

0
—4 R.
2/ \5
vy N 4
4‘/ - : /176 NH
—7
¢ \, /S%\N
\Zn / . .~
/TN Atribui¢cdes (M)
Composto Jata 5— & \ Q 1n°
12 \/9—N3H
= O
R,
H2, H6 . . | NOH [N@H | HI10 H12 HI13 H14
@ | HBISOT ) HA© ® | © | o @ ® @
1 1 1 1 1 1 1
HBz3mT 776772 | 743737 | 7767172 | 1039 | 881 | 737 Z}(’f';’;’g . J7_’27756 7,43-7,37
[Zn(Bz3mT),] (2) 7,43-7,25 7,43-7,25 7,43-7,25 - 9,16 7.25 6,62-6,58 6,85 6,99-6,96
HBz3mCl 7,74-765 | 7457137 | 7,74-7,65 | 10,50 9.01 | 7,74-7,65 7@1:'3’%; 7#5:';’3;; 7,60-7,56
[Zn(Bz3mCl),] (4) 6.81 6.99-6,92 | 699-6,92 - 942 | 7,50-7.45 | | 16:’882;03 71’15(:;’33; 7,24
7,68-7,65;
HBz3mF 775771 | 743739 | 775771 | 10,52 | 9,03 758 | 768765 | ) c0d | 707
[Zn(Bz3mE),] (6) 71’152'2"6‘;; 740736 | 6,99-6,97 - 944 | 7,25-7,19 61’192'2’32; | 16;588;04 7,07
HBz3mNO, 8,09 7,71-7,66 8,09 10,72 | 9,25 8,62 | 7,71-7,66 | 1743 8,09
7,51-7,48; 7,74-7,69; 7.67-1,62;
[Zn(Bz3mNO,),] (8) 7,00-6,97 Uoge | 100697 ; 9,73 8,22 U .69 7,16 UL 000

*Desdobramento padrdo; no entanto, devido a sobreposicdo de sinais sdo apenas observados multipletos.

56



Capitulo 4

Nas tabelas 4.1.5 e 4.1.6 estdo as atribui¢des dos principais sinais de RMN de "°C e DEPT 135
para os complexos de zinco(Il) de N(3)-m-clorofenil-, N(3)-m-fliorfenil- e N(3)-m-nitrofenil-
acetofenona- tiossemicarbazonas. As posi¢des dos sinais de carbono sdo ligeiramente diferentes para
as duas tiossemicarbazonas coordenadas ao metal, resultando em sinais duplicados para a maioria dos
complexos. Os sinais das tiossemicarbazonas sofrem deslocamentos significativos apds a coordenagdo
ao zinco(Il), principalmente os sinais dos carbonos C2, C7, C8 e C9 reforcando a proposta na qual a
tiossemicarbazona coordena-se ao metal através do nitrogénio iminico e do enxofre na forma de
tiolato. Esses resultados estdo coerentes com os obtidos a partir dos espectros no infravermelho. Na

figura 4.7 encontram-se os espectros de RMN de C de HBz3mF e seu complexo [Zn(Bz3mF),] (6).

175.929
163.880
159.068
150.323
140.647
140.433
136.154
112.692
112.344
112.202
111.932

C=S HBZ3}"HF |

| C=N

[s2] — o D o o (s 2] N OO O ™ N~ - N
o < © (] n o™ o © <t ° O - O ol <
8 & ¢ 82 8% IISH R 8 3
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Figura 4.7 — Espectro de RMN de BC de HBz3mF e seu complexo [Zn(Bz3mF),] (6) em DMSO-dj,
200 MHz.
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Tabela 4.1.5 - Atribuicdes e deslocamentos quimicos (J§ ppm) dos principais sinais d¢ RMN de ""C e DEPT 135 dos complexos de zinco(Il) de

tiossemicarbazonas derivadas de acetofenona (DMSO-dy), 200 MHz

R. /4:3\ 0
-
NH 6—1
7—CH
N>/\ S\ /N/: ’ Atribuigdes
AN /Zn \N
N 2
MGl S—8 14-13
3 7 N\
NH-97 12
10—
R,
Composto C8 C7 C1 C9 C10 C11 C2,Cé6 C3,C5 Cacetil)
DEPT - - - - T - T T T
HAc3nT 176,84 148,81 138,94 137,42 122,83 137,28 126,76 128,19 14,34
[Zn(Ac3mT),] (1) 169,21 148,49 137,11 140,29 122,21 143,48 127,16 128,92 21,26
HAc3mCl 176,83 137,32 132,08 140,58 125,11 149,51 126,85 128,19 14,49
[Zn(Ac3mCl),] (3) | 167.05 | 13730 | 132,61 142,33 120,81 166,11 12734 | 128,16 | 21,18
HAc3mF 176,71 150,39 136,14 | 140,90-140,68 | 112,36-111,86 | 163,84-159,04 126,82 128,19 14,48
[Zn(Ac3mF),] (5) | 167,11 159,64 137,30 | 142,82-142,59 106,75-106,22 166,32-166,08 127,34 128,19 21,25
HAc3mNO, 176,97 147,19 137,28 140,34 131,98 150,14 126,92 128,21 14,59
[Zn(Ac3mNO,),] (7) 167,16 147,79 137,36 141,92 129,97 147,94 127,36 128,17 21,32
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Tabela 4.1.6 - Atribuicdes e deslocamentos quimicos (& ppm) dos principais sinais de RMN de °C e DEPT 135 dos complexos de tiossemicarbazonas

derivadas de benzofenona (DMSO-d,), 200 MHz

3—4 R, 0
2/ \5
g N\
= 1 R
4'/ \1 '\7/ NH
N\, 6/( N\ /S \ Atribuicdes
N/ 1\Zn\
&/ N
13—14 8—S
i -0
12 9—N,H
/
O
R,
Composto C8 C7 C1 C9 C10 C11 C2,Cé6 C3,C5
DEPT - - - - T - T T
HBz3mT 175,94 149,67 138,68 137,39 123,00 136,15 129,83 128,26
[Zn(Bz3mT),] (2) 167,98 163,63 137,15 140,68 119,86 137,05 129,55 127,66
HBz3mCl 176,01 150,39 132,18 140,31 130,03 136,14 128,37 129,73
[Zn(Bz3mCl),] (4) 168,06 141,94 132,63 136,90 120,94 136,67 129,27 129,49
HBz3mF 175,93 150,32 136,15 140,65-140,43 112,34-112,20 163,88-159,07 127,62 128,37
[Zn(Bz3mF),] (6) 167,90 136,90 136,77 142,36-142,13 105,94-105,91 159,50 128,31 129,45
HBz3mNO, 176,15 147,24 136,17 140,07 131,95 150,98 127,95 129,66
[Zn(Bz3mNO,),] (8) | 168,27 147,73 136,83 141,50 130,53 165,34 129,40 129,48
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4.2 — Cristalografia por Difragdo de Raios X
As estruturas cristalograficas dos complexos [Zn(Ac3mCl),] (3) e [Zn(Bz3mF),]- DMSO (6a)
foram determinadas. Os cristais foram obtidos por difusdo lenta em uma solu¢do de DMSO/acetona.
Para as determinacdes estruturais foi utilizado um difratdmetro GEMINI-Ultra."?
Os resumos da colecdo de dados e do refinamento™>'*"” das estruturas estio dispostos na
Tabela 4.2.1. As estruturas determinadas para os compostos estdo apresentadas na figura 4.8 e as

distancias e angulos de ligacdo na tabela 4.2.2.

Figura 4.8 — Diagrama molecular de [Zn(Ac3mCl),] (3) e de [Zn(Bz3mF),]- DMSO (6a).

Os dados cristalogrificos indicam que os complexos [Zn(Ac3mCl),] (3) e
[Zn(Bz3mF),]- DMSO (6a) sdao moléculas neutras formadas por um centro metdlico de zinco(Il)
coordenado a duas tiossemicarbazonas anionicas através do sistema quelante N—S (ver figura 4.8).

A unidade assimétrica do complexo (3) contém meia molécula de [Zn(Ac3mCl),]. No
complexo (6a) um dos grupos meta-fliorfenil e a molécula de DMSO mostram dois tipos de desordem

independentes. A estrutura de 6a poderia apresentar maior simetria na auséncia da molécula de DMSO

2 CRYSALISPRO, Oxford Diffraction Ltd., Version 1.171.34.34 (release 05-01-2010CrysAlis171.NET).

" Pacote do Siemens.

' G.M. Sheldrick, SHELXS-97; Program for the Solution of Crystal Structures; University of Géttingen,
Germany (1997). G. M. Sheldrick, SHELXL-97; Program for Crystal Structures Analysis, University of
Gottingen, Germany (1997).

'3 L.J. Farrugia, J. Appl. Cryst. 30 (1997) 565; L.J. Farrugia, J. Appl. Cryst. 32 (1999) 837.
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e da desordem no anel meta-fliorfenil. De fato, as distancias e dngulos nos dois ligantes do complexo

(6a) ndo sdo significativamente diferentes (ver tabela 4.2.2).

Tabela 4.2.1 - Resumo da colecdo de dados e refinamento dos complexos [Zn(Ac3mCl),] (3) e

[Zn(Bz3mF),]-DMSO (6a)

Composto 3) (6a)
Formula empfrica C30H26C12N6SZZD C42H36F2N6OS3ZD
Massa molar (g.mol ™) 670,96 840,32
Cor Amarelo Amarelo
Dimensodes do cristal (mm3) 0,39x 0,21 x 0,13 0,92x0,33x0,10
Temperatura (K) 293(2) 250(2)
Radiacéo, A (A) Cuy,, 1,54184 Mok,, 0,71073
Intervalo de 0 (°) 4,71 a 58,93 4,08 a 26,37
-21<h< 21, -13 <h <13,
Intervalos de hkl -9<k< 10, -14 <k <14,
-19<1< 14 22 <122

Sistema cristalino, grupo espacial

Monoclinico, C 2/c

Triclinico, P1

a(A) 19,3896(16) 10,4751(2)
b (A) 9,0743(5) 11,4047(2)
c (A) 17,4434(14) 18,3352(4)
a(®) 90 79,654(2)
B () 104,534(8) 75,821(2)
vy ©) 90 71,934(2)
Volume ( ,&3)/ 7 2970,9(4) / 4 2006,19(7) /2
F(000) 1376 868
Densidade calculada (mg.m’3) 1,500 1,391
Coeficiente de absor¢do (mm’l) 4,371 0,819
Reflexdes coletadas 9168 32790
Reflexdes unicas/ R(int) 2132/0,0467 8170/ 0,0305
Restri¢cdes/ Pardmetros refinados 0/187 168 / 588
R1=0,0416; wR2 R1=0,0324; wR2 =
R [1>20(D)] =0,1024 0,0839
R (all) R1 =0,0646; wR2 R1 =0,0458; wR2 =
=0,1180 0,0871
Qualidade de ajuste, S 1,051 1,039
Ap min/max (e.f‘f) -0,273 /0,252 -0,433 /0,733

A geometria ao redor do metal em 3 e 6a € um tetraedro altamente distorcido. Os menores
angulos N1-Zn1-S1 no complexo (3) e N1-Zn1-S11, N11-Zn1-S101 no complexo (6a) (86,5-87.,5 °)
sdo muito diferentes de 109 °, o angulo de um tetraedro perfeito, provavelmente devido a rigidez do
sistema quelante N-S das tiossemicarbazonas. A soma dos dngulos N1-Zn1-S1, N1-Zn1-S1’, N1’-Zn1-
S1’, N1’-Zn1-S1 é de 442,7 ° para o complexo (3) e a soma dos angulos equivalentes para o complexo

(6a) é de 446,16 ° e 445,38 °, enquanto que a soma dos quatro dngulos de um tetraedro perfeito é de
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437,88 °. Assim, como ja mencionado, as geometrias dos complexos (3) e (6a) sdo um tetraedro
altamente distorcido.

Nos complexos (3) e (6a) as tiossemicarbazonas encontram-se na conformacio EZ em relacio
as ligagdes C7-N1 e N2-C8. Ao comparar os complexos (3) e (6a) observa-se que as de distancias de
ligacdes sdo relativamente proximas. De uma forma geral, os angulos da cadeia das
tiossemicarbazonas nos dois complexos também sdo parecidos. No entanto, os angulos formados com
metal ndo sdo similares.

Apesar de o complexo (3) conter um dtomo de cloro como substituinte no grupo N(3)-fenil e
(6a) um atomo de flior substituinte, as distancias de ligacdo ndao sdo muito diferentes entre os
complexos (3) e (6a). Isso levaria a possiveis comparagdes entre HAc3mF (ver cap. 3) e o complexo
[Zn(Ac3mCl),] (3). A ligagdao C8-S1, que apresenta um cardter predominantemente de dupla, varia de
1,670(2) Aa 1,738 (4) A no complexo (3) como conseqiiéncia da desprotonacdo, levando a formagao
de uma ligacdo com cariter predominantemente de simples'®. A ligagio N2-C8 de 1,354(2) A em
HAc3mF muda para 1,283(5) no complexo (3) devido ao mesmo efeito. Mudangas significativas

foram observadas nos dngulos que envolvem o dtomo de enxofre em HAc3mF e em 3.

16K .S.0. Ferraz, L. Ferandes, D. Carrilho, M.C.X. Pinto, M.F. Leite, E.M. Souza-Fagundes, N.L. Speziali, I.C.
Mendes, H. Beraldo, Bioorg. Med. Chem. 17 (2009) 7138.
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Tabela 4.2.2 - Distancias (A) e angulos (°) selecionados de [Zn(Ac3mCl),] (3) e [Zn(Bz3mF),]- DMSO

(6). Desvio padrao entre parénteses

Atomos Distancias (A)

3 Atomos (6)
Znl1-N1#1 2,075(3) Znl1-N1 2,0533(14)

Znl-N1 2,075(3) Znl-N11 2,0562(14)

Znl-S1#1 2,2884(11) Zn1-S2 2,2848(5)

Znl1-S1 2,2884(11) 7Znl1-S3 2,2725(5)

S1-C8 1,738(4) S3-C8 1,7517(17)

N1-C7 1,309(5) N1-C7 1,303(2)

N1-N2 1,387(4) N1-N2 1,390(2)

N2-C8 1,283(5) N2-C8 1,298(2)

N3-C8 1,379(5) _ N3-C8 1,370(2)

¢ Angulos (°)

Atomos 3 Atomos (6)
N1#1-Zn1-N1 107,80(16) N1-Znl-N11 115,01(6)
S1#1-Zn1-S1 111,82(6) S3-Zn1-S2 114,553(19)

N1#1-Zn1-S1#1 85,63(8) N1-Zn1-S3 87,58(4)
N1-Zn1-S1#1 137,45(9) N1-Znl1-S2 129,02(4)
N1#1-Zn1-S1 85,63(8) N11-Zn1-S2 87,00(4)

N1-Znl-S1 111,82(6) N11-Zn1-S3 128,81(4)
C8-S1-Znl 93,21(14) C8-S3-Znl 92,30(6)
C7-N1-N2 113,9(3) C7-N1-N2 115,24(14)
N1-N2-C8 115,2(3) N1-N2-C8 115,90(14)
N2-C8-S1 129,0(3) N2-C8-S3 128,42(13)
S-C8-N3 113,1(3) N3-C8-S3 113,63(13)
N3-C8- N2 117,9(4) N3-C8- N2 117,95(16)
C8-N3-C9 130,3(3) C8-N3-C9A 140,6(8)

Operacdes de simetria usadas para gerar 4tomos equivalentes: #1 -x,y,-z+1/2.

Alguns resultados aqui apresentados foram objeto do artigo intitulado Structural studies on
acetophenone- and benzophenone-derived thiosemicarbazones and their zinc(ll) complexes,
recentemente publicado em Journal of Molecular Structure (K.S.O. Ferraz, N.F. Silva, J.G. da Silva,

N.L. Speziali, I.C. Mendes, H. Beraldo, J. Mol. Struct. 1008 (2012) 102 - ver Anexo).

4.3 - Atividade Bioldgica

Os ligantes e complexos de zinco(Il) foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana frente
a cepas de bactérias Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa e fungos Candida albicans,
mas revelaram-se inativos.

Uma vez que as tiossemicarbazonas livres ndo foram ativas ou foram fracamente ativas como
agentes citotoxicos, e que t€ém grande afinidade pelo zinco(Il) - e muito provavelmente por cobre(Il) -
poderiam constituir protétipos interessantes de agentes quelantes para a remoc¢do de metais como

zinco(II) e cobre(Il) de cérebros de pacientes com o mal de Alzheimer.
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Investigacdo da atividade citotoxica e de mecanismos de acdao de complexos de
ouro(l, IIl) e platina(ll, 1V) de tiossemicarbazonas derivadas de 2-

Sformilpiridina, 2-acetilpiridina e 2-benzoilpiridina

O desenvolvimento de potentes agentes antineopldsicos, antibacterianos, antimaldricos e
antivirais tem considerdvel interesse em quimica e biologia. O interesse em antitumorais de platina
tem a sua origem com a descoberta casual de Barnett Rosenberg (1965), da inibi¢do da divisdo celular
por complexos de platinal. Cisplatina, cis(diaminodicloro)platina(Il) (cis-[PtCl,(NH3),]) € um
composto amplamente usado na clinica no tratamento de tumores. No entanto esse uso tem sido
limitado devido ao desenvolvimento freqiiente de resisténcia, aos efeitos colaterais graves e ao
limitado espectro de atividade da cisplatina e dos derivados de segunda geracdo como carboplatina.
Com isso, o interesse no desenvolvimento de anédlogos da cisplatina tem se intensificado ao longo dos
anos para superar essas barreiras.

A literatura descreve compostos de platina(I) monofuncionais (com apenas um cloreto como
grupo abandonador) que foram ativos em baixas concentracdes contra diversos tipos de células
tumorais’. Compostos de platina(IV) tém se mostrado promissores no estudo de novos agentes
antitumorais, pois sdo mais soldveis em dgua, e muito provavelmente serdo usados na clinica no
futuro. Acredita-se que os complexos de platina(IV) manifestem sua atividade bioldgica depois de
sofrerem reducdo a platina(Il) dentro do organismo provocando lesdes celulares apds ligarem-se ao
ADN*. O estudo da agdo citotéxica de complexos de platina(IV) de tiossemicarbazonas constitui uma
novidade nessa drea.

Complexos de ouro(I) de bis(difosfinas), tal como [Au(dppe).]” (dppe = 1,2-
difenilfosfinoetano), sdo ativos contra vdrios tipos de cancer’. Complexos de ouro(Ill) sdo
isoeletronicos (5d8) e isoestruturais (quadrdticos) com os de platina(Il) e a literatura relata que esses
compostos também exibem atividade antitumoral®. Em um trabalho recente nosso grupo de pesquisa
demonstrou que a complexagdo de tiossemicarbazonas com ouro(I) resultou em compostos altamente
ativos contra células de tumores sélidos e leucemias.’

No presente trabalho procuramos dar continuidade a essa investigacdo através da obtencdo de
complexos de platina(Il, IV) e ouro(I, III) com familias de tiossemicarbazonas derivadas de 2-

formilpiridina, 2-acetilpiridina e 2-benzoilpiridina.

" A.K. Mishra, N.K. Kaushik, Eur. J. Med. Chem. 42 (2007) 1239.

2 AL Matesanz, P. Souza, J. Inorg. Biochem. 101 (2007) 245.

’X. Wanga, Z. Guo, Dalton Trans., (2008) 1521.

* A.P.S. Fontes, S.G. Almeida, L.A. Nader, Quim. Nova 4 (1997) 20.

° C.X. Zhang, S.J. Lippard, Curr. Opin. Chem. Biol. 7 (2003) 481.

ow. Henderson, B.K. Nicholson, S.J. Faville, D. Fan, J.D. Ranford, J. Organometal. Chem. 631 (2001) 41.

T J.A. Lessa, J.C. Guerra, L.F. de Miranda, C.F.D. Romeiro, J.G. Da Silva, 1.C. Mendes, N.L. Speziali, E.M.
Souza-Fagundes, H. Beraldo, J. Inorg. Biochem. 105 (2011) 1729.

64



Capitulo 5

As N(4)-toluil tiossemicarbazonas livres foram caracterizadas anteriormente por outros
pesquisadores de nosso grupo®. A notacdo empregada seré a seguinte: N(4)-para toluil 2-formilpiridina
H2FodpT; N(4)-orto, N(4)-meta e N(4)-para
H2Ac40T, H2Ac4mT, H2Ac4pT; N(4)-para

tiossemicarbazona: toluil  2-acetilpiridina

tiossemicarbazonas: toluil  2-benzoilpiridina
tiossemicarbazona: H2Bz4pT.

Essas tiossemicarbazonas apresentam-se na configuracio Z ou E em relagdo a ligacdo C7=N2,
conforme a figura 5.1. No isdmero Z a parte formada por N3-CS-N4 aparece na posicdo cis com
relacdo a piridina, facilitando a formacdo de ligacdo de hidrogénio entre N3-H e o nitrogénio
heteroaromdtico. No isomero E, a piridina encontra-se em posi¢do trans ao grupo N3-CS-N4 e,

portanto nao ha a formagao de ligacdo de hidrogénio intramolecular.

57 *Ng 574,

LAon L doa
i o
s¢8\N4/H s?s\N;H

H, Hy
4 (E)
R, = -H, -CH, ou Ph

Figura 5.1 — Isdmeros configuracionais Z e E de tiossemicarbazonas derivadas de piridina.

5.1- Complexos de ouro(l, I1Il) de N(4)-para toluil 2-formilpiridina tiossemicarbazona-, N(4)-
orto, N(4)-meta e N(4)-para toluil 2-acetilpiridina- tiossemicarbazona e de N(4)-para toluil

2-benzoilpiridina tiossemicarbazona

5.1.1 - Andlises dos complexos de ouro(1, 111)

Os compostos foram caracterizados por temperaturas de fusdo, anélise elementar, medidas de
condutividade molar (ver Tabela 5.1.1) e por seus espectros no infravermelho e de ressonincia
magnética nuclear. Os complexos (3) e (5) também foram caracterizados por termogravimetria. Foram

obtidos espectros de massas para os complexos (2), (4) e (5).

8 1.C. Mendes, J.P. Moreira, N.L. Speziali, A.S. Mangrich, J.A. Takahashia, H. Beraldo, J. Braz. Chem. Soc. 17
(2006) 1571.
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Tabela 5.1.1 - Dados analiticos obtidos para complexos de ouro(I, III) das tiossemicarbazonas

derivadas de 2-formilpiridina, 2-acetilpiridina e 2-benzoilpiridina

MM a Anélise Temp,
Composto Cor (e mol™) Am Elementar (%)" fusiio®
C H N °C
[Au(H,,2Fo4pT)CI] Castanha 33,67 | 2,81 | 10,90 | 183-185
1 » clara 20277 117|334 2.81) [(11.14)] (199-200)

23,29 | 1,80 | 7,22 | dec.>180

[Au(2Ac40T)CII[AuCL]
2 » |Castanha | 783.66 15125 99)| (1.93) | (7.15)| (162-163)

29,98 | 2,78 | 9,21 >300

Au(H,,2Ac4mT)Cl,]Cl-H,O
3 py 2 2V ICastanha | 605,72 |60 29.74)| (3.00) | (9.25)| (139-140)

30,30 | 2,73 | 9,55 | 177-179

4 [Au(H,,2Ac4pT)CL,]Cl |Castanha |587,71 |50 (30.65)| (2.74) | (9.53) | (154-156)

33,22 | 2,49 | 7,94 | 188-190
(33,24)| (2,79) | (7,75) | (175-177)

*Decomp(“)e: dec; Hy,y: Hidrogénio da piridina; AM: (Q'lcmzmol'l) DMF~1,0XIO'3 mol.L’l; ®Valores teéricos em
parénteses;  Pontos de fusdo das tiossemicarbazonas entre parénteses.

S |[Au(H,,2Bz4pT)CL]CI-2HCI1 | Vinho [722,770 |70

Os resultados sugerem a formagdo de compostos de ouro(Ill) e apenas um complexo de
ouro(I), [Au(H,,2Fo4pT)CI] (1). As andlises condutimétricas (DMF~1x107 mol L") indicam que os
complexos [Au(H,,2Ac4mT)CL]CI-H,O 3), [Au(H,,2Ac4pT)CL]C1 @ e
[Au(H,,2Bz4pT)CL]CI-2HCI (S) sdo eletrolitos 1:1°. No complexo [Au(2Ac40T)CI][AuCl,] (2) hd um
ligante anidnico e um cloreto ligados ao centro de ouro(Ill) e um contra-ion [AuCl,]". Em todos os
outros casos a tiossemicarbazona encontra-se em sua forma neutra, protonada no nitrogénio da
piridina. Essa proposta é discutida posteriormente com base nos espectros no infravermelho e de
RMN. Como ja mencionado, o complexo (1) contém ouro(I). Os demais complexos contém ouro(IIl).
De acordo com a andlise elementar e a curva termogravimétrica (curva TG) do complexo (3) uma
perda de massa de 2,94 % préxima a 158 °C indica a presenga de uma molécula de H,O, (valor
tedrico: 3,15 %) (Figura 5.2). Na curva TG para o complexo (5) observa-se uma perda de massa de
14,90 % em torno de 200 °C que confirma a presencga de trés moléculas de HCI (valor tedrico: 15,15

%).

®W. J. Geary, Coord. Chem. Rev. 7 (1971) 81.
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DITGA TGA DTA
mg/min % uV
110.000
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os0-  100.00 72:939% -1 5.00
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Figura 5.2 - Curva termogravimétrica para o complexo [Au(Hy,2Ac4mT)CL,]CI-H,O (3).

O espectro de massas com ionizagcdo por electronspray no modo positivo (ESI(+)-MS) do
complexo [Au(2Ac40T)CI][AuCl,] (2), feito em solucdo de metanol, mostra o cation de relacdo
massa/carga (m/z) 515,0357 como o sinal mais abundante,

[Au(2Ac40T)CI]" (tedrico: 515,032110). Ja no espectro obtido no modo negativo (ESI(-)-MS) aparece

que foi atribuido a espécie

um pico-base com m/z 266,9003 com um perfil isotdpico caracteristico da presenca de cloro, que
justifica o contra-fon [AuCl,] (tedrico: m/z 266,9043'"). Outro dado importante que contribui para a
atribuicdo do contra-ion [AuCl,]" € a porcentagem de ouro analisada por absor¢do atdomica que
mostrou um valor de 52,34% (tedrico: 50,27 %) indicando a presenca de dois mols de ouro. A
literatura apresenta outros exemplos de complexos de ouro de tiossemicarbazonas contendo [AuCl,]
"' Na figura 5.3 sdo apresentados os espectros de massas obtidos para o complexo (2). Nos espectros
de massas dos complexos (4) e (5) obtidos no modo positivo aparece um sinal com m/z 515,15 e m/z
577,04, respectivamente, atribuidos a espécie do tipo [Au(L)CI]", cujos valores teéricos sdo de 515,04

e 577,05, respectivamente. A figura 5.4 mostra as propostas estruturais para os complexos de ouro.

" ICMS Solutions Shimadzu.
A, Sreekanth, H-K. Fun, M.R.P. Kurup, Inorg. Chem. Commun. 7 (2004) 1250.
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Inten.
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Figura 5.3 Espectros de massas do complexo [Au(2Ac40T)CI][AuCl,] (2) em metanol.

\ 0 = *
‘ = H l N/ R
Vo
Nl
N N™ N\ /
cl
~au_ | -AuCl | AU
\S)\NH 2 NH)\S/ \CI Cl
@ ©—¢Hs
CH 3. e ()
Figura 5.4 - Estruturas propostas para os complexos de ouro (I, III) com N(4)-toluil

tiossemicarbazonas derivadas de 2-formilpiridina, 2-acetilpiridina e 2-benzoilpiridina.

Espectroscopia no Infravermelho dos complexos de ouro(l, 111)

A tabela 5.1.2 apresenta as atribuicdes das bandas nos espectros no infravermelho das
tiossemicarbazonas livres e seus complexos de ouro. Nos espectros de todos os complexos de ouro,
exceto para [Au(2Ac40T)CI][AuCl,] (2) observa-se o surgimento de uma banda forte e larga entre
2868-2783 cm’ atribuida ao estiramento V(N,,-H), sugerindo a protona¢do no nitrogénio do anel
piridinico”'*. A banda caracteristica do estiramento v(C=S), que aparece na faixa de 870-815 cm™ nos
espectros das tiossemicarbazonas livres, encontra-se entre 873-825 cm™ nos espectros dos complexos.

< . L 13,1415
Esse pequeno deslocamento é compativel com a presenga do enxofre na forma de tiona ™ ™. No

'2B. Chenon, C. Sandorfy, Can. J. Chem. 36 (1958) 1181.
BTs. Lobana, S. Khanna, R.J. Butcher, Inorg. Chem. Commun. 11 (2008) 1433.
4sD. Khanye, N.B. Bathori, G.S. Smith, K. Chibale, Dalton Trans. 39 (2010) 2697.

5 A, Bindoli, M. P. Rigobello, G. Scutari, C. Gabbiani, A. Casini, L. Messori. Coord. Chem. Rev. 253 (2009)
1692.
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espectro do complexo (2) o deslocamento é de 49 cm™, o que estd de acordo com a presenca de
enxofre na forma de tiolato.'

No complexo (1) a banda atribuida ao estiramento v(C=N) e ao modo de deformag@o no plano
do anel da piridina ndo sofreram deslocamentos significativos com a coordenacio, indicando que o
anel da piridina ndo estaria envolvido na coordenag¢do ao metal. Esses resultados comparados aos
obtidos por microandlises e medidas condutimétricas sugerem que no complexo (1) a
tiossemicarbazona encontra-se coordenada apenas através do dtomo de enxofre. Duas novas bandas
em 330 cm’ e 323 cm” no espectro do complexo [Au(H,,2Fo4pT)CI] (1) foram atribuidas as
vibragdes V(Au-S)"" e v(Au—Cl).'*"

Os deslocamentos observados na banda atribuida ao estiramento v(C=N), entre 1590-1585 cm’
" nos espectros das tiossemicarbazonas livres e 1599-1595 cm’' nos espectros dos complexos
[Au(H2Ac4mT)CL]CI-H,O (3), [Au(H,,2Ac4pT)CLICl (4) e [Au(H,,2Bz4pT)CL]CI-2HCI (5),
indicam a coordenagdo pelo nitrogénio iminico. A banda caracteristica do modo de deformagdo no
plano do anel da piridina ndo variou significativamente, aparecendo entre 622-612 cm™ nos espectros
das tiossemicarbazonas livres e ap6s a coordenacio entre 620-613 cm™ nos espectros dos complexos,
sugerindo que ndo ocorreu coordenacgdo através do nitrogénio da piridina.

O surgimento de novas bandas nos espectros dos complexos (2-5) na regido entre 398-374 cm’
' 358-351 cm™ e 328-304 cm™ foi atribuido as vibragdes V(Au-N)’, v(Au-S)" e v(Au—Cl)"*",
respectivamente. A absor¢dao em 385 cm’' no espectro de [Au(2Ac40T)CI][AuCl,] (2) foi atribuida a
vibragdo V(Au—N,,). Os resultados sugerem, portanto, que no complexo (1) a tiossemicarbazona estd
coordenada ao metal através apenas do atomo de enxofre. No complexo (2) a coordenagdo ocorre
através do sistema N,-N-S. Nos complexos (3-5) a ligagdo se da pelos dtomos de enxofre e nitrogénio
iminico. As figuras 5.5 e 5.6 mostram os espectros no infravermelho de H2Ac4mT e seu complexo de

ouro(III) nas regides entre 4000-400 cm™ e 500-200 cm’.

9].G. Silva, L.S. Azzolini, S.M.V. Wardell, J.L. Wardell, H. Beraldo, Polyhedron 28 (2009) 2301.

77.8. Casas, E.E. Castellano, M.D. Couce, J. Ellena, A. Sinchez, J. Sordo, C. Taboada, J. Inorg. Biochem. 100
(2006) 1858.

BA. Garza-Ortiz, J. Dulk, J. Brouwer, H. Kooijman, A.L. Spek, J. Reedijk, J. Inorg. Biochem. 101 (2007) 1922.
YK, Ortner, U. Abram, Polyhedron 18 (1999) 749.
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Figura 5.5 — Espectros no infravermelho de H2Ac4mT e seu complexo [Au(H,,2Ac4mT)Cl,]Cl-H,O

eovl—

(3) obtidos em pastilha de KBr, 4000-400 cm™.
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Figura 5.6 — Espectros no infravermelho H2Ac4mT e seu complexo [Au(H,,2Ac4mT)CL]Cl-H,O (3)

obtidos na regido de 500-200 cm™, suposte CsI/nujol.

70



Tabela 5.1.2 - Atribuic¢des das principais bandas no infravermelho (cm™) dos complexos de ouro(l, IIT) de N(4)-toluil tiossemicarbazonas

Capitulo 5

/6:5\ /6:5
N 4
/6:5 S\\ \ / * \\S—NBH \\2—3//
8—NgH 2—3 \ /
Ny / \ / Hﬁ@ H N7=7
N\ NgH
8—NsH /2— .
Hac—< >— \NF7 Chs @
H CHgy
(H2Fo4pT) (H2Ac40T, H2Ac4mT, H2Ac4pT) (H2Bz4pT)
Composto Vv(N,,-H) | v(C=N) v(C=S) | ppy) vIM-N) | vIM-N,,) | v(M=S) | v(M-Cl)
H2Fo4pT - 1587m 870m 623f
[Au(H,,2Fo4pT)Cl] (1) 2862F 1595m 873m 628f - - 330 323
H2AcdoT - 1581m 822m 622f - - - -
[Au(2Ac40T)CI][AuCl;] (2) - 1537m 773m 617f 398 385 351 315
H2Ac4mT - 1590m 854m 621f - - - -
[Au(H,,2Ac4mT)CL]CI-H,O (3) 2808F 1598m 859m 620f 374 - 351 328
H2AcdpT - 1587m 816m 622f - - - -
[Au(Hy2Ac4pT)CL]CI (4) 2841F 1599m 826m 619f 398 - 351 315
H2Bz4pT - 1585m 815m 612f - - - -
[Au(H,,2Bz4pT)CL,]CI-2HCI (5) 2783F 1595m 825m 613f 385 - 358 304

* F = forte, m = media, f = fraca.
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Ressonancia Magnética Nuclear dos complexos de ouro(I, 111)

Os espectros de RMN de 'H dos complexos de ouro(I, IIT) foram feitos em MeOD-d, e em
DMSO-ds. Todos os complexos reagem com DMSO-ds, porém [Au(H,,2Bz4pT)CL]CI-2HCI (5)
parece sofrer reacdo mais lentamente. Apesar da instabilidade das solugdes dos complexos em DMSO-
ds, 0s espectros obtidos nesse solvente mostram claramente os deslocamentos quimicos dos sinais das
tiossemicarbazonas apds a coordenagdo. Também se observa, em todos os casos, um sinal muito
desprotegido (entre 15-17 ppm), compativel com a protonacdo do nitrogénio da piridina, exceto no
espectro de [Au(2Ac40T)][AuCl,] (2). Essa observagao estd de acordo com a andlise dos espectros no
infravermelho que mostram, para todos os complexos exceto 2, uma banda entre 2868-2783 cm’
atribuida a V(N,y-H). Em todos os complexos a exce¢do de 2 ocorre o desaparecimento do sinal de
N(2)-H sugerindo que, exceto no composto (2), a tiossemicarbazona encontra-se na forma neutra.

O uso de MeOD-d, para obtencdo dos espectros RMN de 'H permitiu a observagio dos
deslocamentos quimicos dos sinais de hidrogénios das tiossemicarbazonas apés a coordenacdo. No
entanto, como os sinais de N-H nfo s@o observados em metanol devido a troca rdpida do préton com o
solvente, os sinais de N-H foram atribuidos em DMSO-d; e sdo apresentados na tabela 5.1.3. Nao foi
possivel obter os espectros de RMN de "°C para os complexos de ouro em ambos os solventes devido
a baixa solubilidade dos compostos.

Nos espectros de RMN de 'H e "C em MeOD-d, de 2-acetilpiridina N(4)-toluil
tiossemicarbazonas aparecem alguns sinais da piridina duplicados, indicando a presenca dos isdmeros
E e Z, com a espécie majoritaria em 80 % de abundancia aproximadamente. J4 nos espectros de 2-
formil e 2-benzoilpiridina N(4)-toluil tiossemicarbazonas ndo foi possivel visualizar sinais duplicados
provavelmente devido a baixa solubilidade dos compostos.

Apds a coordenagdo observa-se um deslocamento significativo de todos os sinais de RMN de
'H das tiossemicarbazonas. Apenas uma espécie isomérica pode ser observada nos espectros dos
complexos, com excegdo de [Au(H,,2Fo4pT)CI] (1), que se apresenta como uma mistura dos isdmeros
E e Z. No entanto, como ndo se observam os sinais de N-H devido a troca rdpida dos prétons com o
solvente, ndo foi possivel atribuir a forma isomérica assumida nos complexos, com excec¢do do
complexo [Au(H,2Bz4pT)CL]Cl-2HCI (5). O espectro de RMN de 'H em DMSO-d; de H2Bz4pT
mostra os sinais dos isdmeros E e Z, com os sinais caracteristicos de Z em maior propor¢ao (~75 %).
Como o complexo (5) € mais estavel e solivel em DMSO-d; foi possivel identificar em seu espectro a
presenca da tiossemicarbazona na forma Z. As figuras 5.7 e 5.8 apresentam os espectros de H2Ac4pT
e seu complexo [Au(H,,2Ac4pT)CLICl (4) em MeOD-d, e de H2Bz4pT e seu complexo
[Au(H,2Bz4pT)CL,]CI-2HCI (5) em DMSO-d.
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Figura 5.7 — Espectro de RMN de 'H entre 10-2 ppm de H2Ac4pT e seu complexo de ouro(III)

[Au(H,,2Ac4pT)CL]CI (4) em MeOD-d,, 200 MHz.
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Figura 5.8 — Espectro de RMN de 'H entre 14-7 ppm de H2Bz4pT e seu complexo de ouro(III)
[Au(H,,2ABz4pT)Cl,|Cl-2HCI (§) em DMSO-dg, 200 MHz.

Como uma terceira tentativa para melhorar a atribuicao de sinais e caracterizagdo dos complexos
de ouro também foram realizados experimentos de RMN de 'H utilizando CDCls, que é um solvente
ndo coordenante e possibilita a visualizacdo dos sinais de N-H. No entanto, s6 foi possivel observar os
sinais nos espectros dos complexos [Au(H,,2Fo4pT)Cl] (1) e [Au(2Ac40T)CI][AuCl,] (2), devido a
baixa solubilidade dos compostos nesse solvente. Novamente observa-se um sinal muito desprotegido
(em torno de 15,9 ppm) caracteristico de N,,-H, o desaparecimento de N(3)-H e os deslocamentos dos
sinais da tiossemicarbazona apds a coordenagdo no espectro de 1, enquanto que no espectro de 2
observa-se a auséncia dos sinais de N,,-H e N(3)-H e os deslocamentos dos sinais em relagdo ao
espectro da tiossemicarbazona livre. Essas informacdes confirmam as propostas anteriormente feitas
através dos dados analiticos, espectros no infravermelho e d¢ RMN em MeOD-d, e DMSO-d; para os

complexos (1) e (2). A figura 5.9 exibe os espectros de 1 e 2 obtidos em CDCls.
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Tabela 5.1.3 - Atribuicdes, nimero de hidrogénios (n°), deslocamentos quimicos (J ppm) e multiplicidade (M) dos principais sinais de RMN de 'H dos

complexos de ouro(, IIT) de N(4)-toluil tiossemicarbazonas (MeOD-d, e DMSO-d), 200MHz

6—>5
=5, N N, />4
___ N\
/6_5\ S\\s—N H N1\\2—3// 4 / Y / T
S\\ N1\\ //4 N/H {Ni/ (H)C1s NgH Nz=7
8—NgH 2—3 4 z
/ N/ \CH
(H3)Cys NgH N;—7 3
Composto \H 5
(H2Fo4pT) (H2Ac40T, H2Ac4mT, H2AcdpT) (H2Bz4pT)
H3 (d) H4 (t) HS (t) H6 (d) N(‘Mi ®) N(3)}i s) NPYHI(S) ng ®)
1 1 1 1 (DMSO-d;) | (DMSO-dy) | (DMSO-dy)
H2FodpT 8,44 7,85 7,39 8,60 10,19 11,99 - 2,32
[Au(H,,2Fo4pT)CI] (1) 8,40-8,36 8,53 7,97 8,86-8,83 10,56 ] 15,37 2,41
H2AcdoT 8,25-8,21 7,84 7,39 8,59-8,57 10,08 10,65 - 2,32
[Au(2Ac40T)CI[AuCL] (2) 8,25-8.23 8,50 7,99 9,04-9,02 11,35 - 16,39 2.35
H2AcdmT 8,22-8,17 7,88 7,25 8,61-8,59 10,13 10,63 - 2,37
[Au(H,,2Ac4mT)CL]CI-H,0 (3) 8,36-8,31 8,55 8,04 9,10 11,43 - 16,33 2,39
H2AcdpT 8,21-8,18 7,88 747738 | 8,60-8,58 10,13 10,61 2,35
[Au(H,,2Ac4pT)CLICI (4) 8,34-8,30 8,54 8,03 9,09-9,07 11,41 - 16,29 2,36
Z 10,23 13,07 -
H2Bz4pT 8,62 7,93 7,81 8,81 2,31
wP E ’ ’ ’ ’ 8,93 10,50 - ’

[Au(H,,2Bz4pT)CLICI-2HCI (5) | 7.21-7,17 8,43 8,03 9,17 11,67 - 15,62 2,29

s = singleto, d = dupleto, t = tripleto
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5.2- Complexos de platina(ll, 1V) com N(4)-orto-, N(4)-meta- e N(4)-para-

toluiltiossemicarbazonas de 2-acetilpiridina

Foram sintetizados os complexos [Pt(H2Ac40T)CL] (6), [Pt(2Ac4mT)(H,O)Cl] (7),
[Pt(2Ac4pT)CI1] (8), [Pt(2Ac40T)C1,OH] (9), [Pt(2Ac4mT)C1,OH] (10) e [Pt(2Ac4pT)C1,OH] (11)
com N(4)-orto-, N(4)-meta- e N(4)-para-toluil- tiossemicarbazonas de 2-acetilpiridina. Os complexos
(6-8) sdo de platina(Il) e (9-11) de platina(IV). Os produtos foram caracterizados por seus pontos de
fusdo, andlise elementar, medidas de condutividade molar e por seus espectros no infravermelho e de
ressonancia magnética nuclear. O complexo (7) também foi caracterizado pela andlise da curva
termogravimétrica. Foram obtidos cristais a partir da solubiliza¢do de 6 e 7 em DMSO:acetona 1:9, os

quais foram submetidos a analise por difracdo de raios X de monocristal.
5.2.1- Andlises dos complexos de platina(Il) e platina(IV)

Tabela 5.2.1 — Dados analiticos obtidos para complexos de platina(Il, IV) das tiossemicarbazonas

derivadas de e 2-acetilpiridina

MM

Composto Cor 1AM Anélise Elementar® (%)
g mol

Temp. de fusio®
C H N °C

32,73 2,63 9,96 >300

6 [Pt(H2Ac40T)Cl,] (Castanha |550,36 |21 (3273 | (2.93) | (10.18) (162-163)

34,44 3,28 10,54 dec. > 286

7 | [Pt(2Ac4mT)(H,O)Cl] (Castanha [531,92 |14 3387) | (322) | (10.53) (139-140)

35,23 2,91 10,49 >300
8 [Pt(2Ac4pT)CI] Castanha (513,90 | 17 (35.06) | (2.94) | (10.90) (154-156)
32,51 2,62 9,79 dec. > 269

9 [Pt(2Ac40T)Cl,0OH] [Castanha |566,36 |22 31.81) | (2.85) | (9.89) (162-163)

31,97 2,80 9,53 dec. > 250

10 | [Pt(2Ac4mT)Cl,OH] [Castanha [566,36 |16 318D | 285 | (9.89) (139-140)

31,83 2,74 10,03 >300

11 | [Pt(2Ac4pT)Cl,OH] (Castanha 566,36 |21 3181 | (2.85) | (9.89) (154-156)

*Decompf)e: dec; H,,: Hidrogénio da piridina; "Ay: (Q’lcmzmol' ) DMF~1,0x10"° mol.L"; ®Valores
tedricos em parénteses; “ Pontos de fusdo das tiossemicarbazonas entre parénteses.

As andlises condutimétricas (DMF~1x10” mol L") indicam que todos os complexos de
platina(Il, IV) sdo neutros. Conforme as andlises dos complexos de platina(Il), o complexo (6) é
formado por uma molécula da tiossemicarbazona em sua forma neutra e dois ligantes cloreto
coordenados ao centro metdlico. No complexo (7) o fon metdlico coordena-se a tiossemicarbazona na
forma anionica, e a um ligante cloreto e uma molécula de dgua. A presenca de uma molécula de H,O
foi sugerida pela curva TG que mostrou uma perda de massa de 2,67 % proxima a 174 °C (tedrico:
3,38 %) e pelos experimentos de RMN de 'H utilizando DMSO-d; e D,0, discutidos posteriormente.

Ja no complexo (8) a tiossemicarbazona esta coordenada ao metal também na forma aniOnica
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juntamente com um ligante cloreto. Todos os complexos de platina(IV) sdo do tipo [Pt(L)Cl,OH]. Na
sintese desses complexos utilizou-se dgua como solvente, possibilitando a coordenagdo de hidroxilas

ao centro metdlico.
Espectroscopia no Infravermelho dos complexos de platina(ll, IV)

A tabela 5.2.2 mostra as atribui¢cdes das principais bandas no infravermelho dos complexos
platina(Il, IV) de N(4)-toluil tiossemicarbazonas de 2-acetilpiridina. Nos espectros dos complexos de
platina (II, IV) também foram observados deslocamentos significativos nas bandas atribuidas aos
estiramentos V(C=N), v(C=S) e no modo de deformacdo no plano do anel da piridina, exceto para os
complexos [Pt(H2Ac40T)CL,] (6) e [Pt(2Ac4dmT)(H,O)Cl] (7) cujos espectros ndo sofreram grandes
variagdes no modo de deformagdo do anel da piridina no plano, sugerindo a coordenagdo de 6 e 7
através dos dtomos de nitrogénio iminico e de enxofre. A banda caracteristica de estiramento v(C=N)
é observada entre 1590-1581 cm” nos espectros das tiossemicarbazonas livres e sofre um
deslocamento para 1592-1557 cm’' nos espectros dos complexos, o que sugere a coordenagio pelo
nitrogénio heteroraomdtico. Na figura 5.10 estdo os espectros de H2Ac40T e seus complexos de
platina(II, IV) na regidio entre 4000-400 cm'.

A banda atribuida ao estiramento V(C=S) é observada entre 854-816 cm™ nos espectros das
tiossemicarbazonas livres, enquanto que nos espectros dos complexos ela sofre um deslocamento para
a regido entre 774-760 cm™', compativel com a presenca do 4tomo de enxofre na forma de tiolato."

A coordenacgdo através do nitrogénio heteroaromético foi sugerida pelas variagcdes observadas
na banda atribuida ao modo de deformacdo no plano do anel da piridina, que nos espectros das
tiossemicarbazonas é observada entre 622-621 cm™ e desloca-se para 636-631 cm™ nos complexos (8-
11).

Além disso, verifica-se, para os complexos (8-11), o surgimento de bandas nas regides entre
431-419 cm’™, 390-382 cm’, 343-324 cm e 313-304 cm’! indicando vibragdes caracteristicas dos
estiramentos V(Pt=N), v(Pt=S), v(Pt—CI) e V(Pt—N,,), respectivamentezo’21. Em 6 e 7 observam-se as
mesmas bandas a excecdo da absor¢do atribuida a vibracdo Vv(Pt—-N,,), de acordo com o ndo
envolvimento do nitrogénio heteroaromético na complexacao.

Assim, os resultados indicam que nos complexos (6) e (7) de platina(Il) as tiossemicarbazonas
estdo coordenadas através dos dtomos de enxofre e do nitrogénio iminico, enquanto que em 8 e nos
complexos de platina(IV) (9-11) as tiossemicarbazonas estdo coordenadas através do sistema N,,-N-S.

A figura 5.11 mostra as propostas estruturais dos complexos de platina(Il, IV).

AP Rebolledo, M. Vieites, D. Gambino, O.E. Piro, E.E. Castellano, C.L. Zani, E.M. Souza-Fagundes, L.R.
Teixeira, A.A. Batista, H. Beraldo, J. Inorg. Biochem. 99 (2005) 698.

2 p. Kovala-Demertziz, A. Papageorgiou, L. Papathanasis, A. Alexandratos, P. Dalezis, J.R. Miller, M.A.
Demertzis, Eur. J. Med. Chem. 44 (2009) 1296.
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Figura 5.10 — Espectro de infravermelho de H2Ac40T e seus complexos [Pt(H2Ac40T)ClL,] (6) e

[Pt(2Ac40T)CL,OH] (9) obtido em pastilha de KBr, 4000-400 cm™.
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Figura 5.11 - Estruturas propostas para os complexos de platina(Il) [Pt(H2Ac40T)CL] (6),

[Pt(2AcdmT)(H,O)CI|(7) e [Pt(2Ac4pT)CI] (8) e para os complexos de platina(IV)
[Pt(2Ac40T)C1,0H] (9), [Pt(2Ac4mT)CI,OH] (10) e [Pt(2Ac4pT)Cl,OH] (11).
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Tabela 5.2.2 - Atribuic¢des das principais bandas no infravermelho (cm™) dos complexos platina(Il, IV) de N(4)-toluil tiossemicarbazonas de 2-acetilpiridina

T
Ay
l | CHj
5%5/ HN\g/NH
I
S
Composto v(C=N) | Vv(C-S) | ppy) | VOIM=N) | v(M-S) v(M-Cl)  |v(M-N,,) | v(M—OH)
* F = BpactoTmedia, £ =frapggym | 822m 622f - - - - -
[Pt(H2Ac40T)CL] (6) 1587m 760m 618f 425 342 338 - -
[Pt(2Ac40T)CL,OH] (9) 1588m 760m 631f 419 385 337,324 304 520
H2Ac4mT 1590m 854m 621f - - - - -
[Pt2AcdmT)(H,0)Cl] (7) 1592m 774m 622f 428 340 313 - -
[Pt(2AcdmT)CL,OH] (10) 1563m 774m 636f 430 390 342; 329 304 511
H2Acd4pT 1587m 816m 622f - - - - -
[Pt(2AcdpT)Cl] (8) 1557m 766m 636f 427 382 340 307 -
[Pt(2Ac4pT)CL,OH] (11) 1560m 768m 634f 431 385 343; 336 304 513
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Ressonancia Magnética Nuclear dos complexos de platina(ll, 1V)

Os espectros de RMN de 'H e °C dos complexos de platina(II) e platina(IV) foram obtidos em
DMSO-d. As tabelas 5.2.3 e 5.2.4 mostram as principais atribui¢des para os sinais de RMN de 'H e
*C. Ap6s a coordenacio, todos os sinais de 'H da piridina sofrem deslocamentos significativos em
relacdo aos respectivos sinais nos espectros das tiossemicarbazonas livres. No entanto, com base nos
espectros de infravermelho e nos baixos valores de condutividade molar, pode-se sugerir que nos
complexos (6) e (7) a tiossemicarbazona estaria coordenada de modo bidentado, pelo sistema N-S. O
fato de esses complexos reagirem com o solvente com o tempo corrobora a suposicio de que
conteriam um ligante bidentado. O complexo (8), que contém a tiossemicarbazona coordenada de
modo tridentado, ndo reage com o DMSO-d;. O desaparecimento do sinal de N3—H nos espectros dos
complexos, exceto para o complexo [Pt(H2Ac40T)Cl,] (6) (ver Figura 12) indica que as
tiossemicarbazonas estdo coordenadas em sua forma anidnica. Esse resultado estd de acordo com as

andlises feitas anteriormente pelos espectros no infravermelho.

S = N g 8 Q gQ eoye®
S S CHq 8 2 8 N 83338n
— — ‘ o ~ ~ NN~ NSNS
o H2Ac40T
3. 7
(\34// \ITZ/ §T ) ) ))
Cox /N HN\ /NH CH3
IN(3)-H N(4)‘—H \Ce ﬁs H6 ‘ | ‘
|
R
H3C
o |1PL2Ac40T)CLOH] (9) ¢ g 5 2 g = g
b M NoH ] g R - Noo© o =
3 Ve N \\8/ 4 o o6 oo o NN ~ N
/\2 2 /
| \S A5
S Tp
T o N@)-H

L

. [Pt(H2Ac40T)Cl,] (6)
cl 0 o [}
N 8 &

8.754
8.722
8.135
7.744
7.704
7.139

/ \ H NH
N
— H;C

! T T T T T T

—_ o - o = o

=} w =} © © w

S © a © o N
T T T T T T L L B B B B L B L B B B B

10.50 10.00 9.50 9.00 8.50 8.00 7.50

ppm (1)

Figura 5.12 - Espectro de RMN de 'H de H2Ac40T e seus complexos [Pt(H2Ac40T)Cl,] (6) e
[Pt(2Ac40T)CI,0OH] (9) em DMSO-dg, 200 MHz.

Nio foi possivel observar o sinal de O—H nos espectros de RMN de 'H dos complexos de
platina(IV). Este sinal poderia estar localizado juntamente com o da dgua. Dessa forma, foram

realizados experimentos de RMN de 'H sem e com adi¢io de D,O para verificar o desaparecimento ou
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deslocamento de sinais. Em todos os espectros dos complexos de platina(IV), apds adicdo de DO,

observa-se o desaparecimento do sinal da 4gua do DMSO em 3,99 ppm com o aparecimento de um

sinal intenso em 3,49 ppm, sugerindo a presenca de OH coordenado. A figura 5.13 mostra os espectros

de RMN de 'H do complexo [Pt(2Ac40T)Cl,OH] (9) sem e com adi

cdo de D,O em DMSO-ds.

9.866
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—
g
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e
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Figura 5.13 - Espectro de RMN de 'H do complexo [Pt(2Ac40T)CL,0H] (9) sem e com adicio de D,O

em DMSO-dg, 200 MHz.

No espectro do complexo [Pt(2Ac4mT)(H,O)CI] (7) o sinal da dgua (2H, 5,49 ppm) aparece

muito desprotegido em relag@o ao sinal de dgua do solvente (~3,3 ppm em DMSO-ds) o que indica ser

uma molécula de 4gua coordenada. O mesmo experimento utilizando D,O, citado acima, foi realizado

com o complexo (7), observando-se

(o)

desaparecimento

do sinal em 5,49ppm.
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Tabela 5.2.3 - Atribuicdes, nimero de hidrogénios (n°), deslocamentos quimicos (8 ppm) e multiplicidade (M) dos principais sinais d¢ RMN de 'H dos

complexos de platina(Il, IV) de N(4)-toluil tiossemicarbazonas derivadas de 2-acetilpiridina (DMSO-d), 200 MHz

(|315(H3)
3 7 e~
N §N2 Atrlbulgges M)
Compost |l | s !
omposto
5\6 N HN3\8 _NH
|
S
H3 (d) H4 (t) HS (t) H6 (d) N(H (s) N3)H (s) H16 (s)
1 1 1 1 1 1 3
H2Ac40T 8,23 7,84 7,39 8,58 10,08 10,65 2,32
[Pt(H2Ac40T)Cl,] (6) 7,70 8,14 7,70 8,74 9,30 9,81 2,20
[Pt(2Ac40T)CI,OH] (9) 7,77 8,18 7,70 8,80 9,86 - 2,24
H2Ac4mT 8,20 7,88 7,25 8,60 10,13 10,63 2,36
[Pt(2Ac4mT)(H,O)Cl] (7) 7,84 8,17 7,66 8,77 10,19 - 2,44
[Pt(2Ac4mT)Cl,OH](10) 7,86 8,20 7,72 8,81 10,22 - 2,44
H2Ac4pT 8,20 7,88 7,47-7,38 8,59 10,13 10,61 2,35
[Pt(2Ac4pT)Cl] (8) 7,85 8,20 7,71 8,81 10,22 - 2,43
[Pt(2Ac4pT)CL,OH] (11) 7,85 8,20 7,70 8,80 10,22 - 2,42

*s = singleto, d = dupleto, t = tripleto.
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A tabela 5.2.4 apresenta as atribui¢des dos sinais de C para as tiossemicarbazonas e seus
complexos de platina(Il, IV). Os complexos de platina(Il), a excecdo do composto (8) (ver Figura
5.14), reagem com o solvente no tempo gasto para registar o espectro de RMN de "C. Além disso, os
compostos sdo muito pouco soluveis em DMSO-ds. No entanto as atribui¢des dos sinais foram feitas

com base nos espectros HMQC.
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Figura 5.14 — Espectro de RMN de "C na regido entre 180-115 ppm de H2Ac4pT e seu complexo
[Pt(2Ac4pT)C1] (8) em DMSO-dg, 200 MHz.
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Tabela 5.2.4 — Atribui¢des de RMN de BC e DEPT 135 dos complexos de platina(Il, IV) de N(4)-toluil tiossemicarbazonas derivadas de 2-acetilpiridina

(DMSO-ds), 200 MHz

C16(H3)
e
T/ \lT/ \TZ CH, Atribuicoes
5\6/N HN3\8/N4H
!
Composto C2 C3 C4 C5 C6 C7=N C8=S C16
DEPT 135 T T T T T - - T
H2Ac40T 154,59 121,11 136,23 123,93 | 148,36 | 148,58 | 177,90 12,55
[Pt(H2Ac40T)Cl,] (6) 152,19 125,89 138,27 126,30 | 146,09 | 156,45 181,62 13,20
[Pt(2Ac40T)CI,OH] (9) 156,13 124,93 140,13 127,92 | 146,39 | 156,50 173,06 12,75
H2Ac4mT 154,51 121,25 136,52 124,11 | 14846 | 149,70 | 177,15 12,49
[Pt(2Ac4mT)(H,0)C1] (7) 156,16 123,98 137,74 127,40 | 146,23 159,15 - 13,79
[Pt(2Ac4mT)Cl,0H](10) 156,69 123,99 137,75 127,41 146,47 | 159,16 177,61 13,81
H2AcdpT 154,52 121,19 136,31 124,02 | 148,42 | 148,97 | 177,26 12,47
[Pt(2Ac4pT)CI] (8) 158,33 120,11 137,81 127,22 | 146,14 | 159,17 177,41 13,76
[Pt(2Ac4pT)CI,OH] (11) 158,39 120,15 137,84 127,27 146,19 | 159,19 177,45 13,80
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5.3- Cristalografia por Difracdo de Raios X

Foram determinadas as estruturas cristalograficas dos complexos [Pt(2Ac40T)CI] (6a) e
[Pt(2Ac4mT)CI] (7a), obtidos por difusdo lenta de [Pt(H2Ac40T)Cl,] (6) e [Pt(2Ac4mT)(H,O)Cl] (7)
em uma solu¢do de DMSO/acetona. Durante o processo de cristalizagdo em DMSO: acetona ocorre a
perda de uma molécula de HCI em 6 e de uma molécula de 4gua em 7 para a formacdo de 6a e 7a. Os
resumos da colecdo de dados e do refinamento™**** das estruturas encontram-se na Tabela 5.3.1. Na
Figura 5.15 estdo representados os diagramas moleculares dos complexos (6a) e (7a). Na Tabela 5.3.2
estdo dispostos valores de distdncias e angulos de ligagdo selecionados de 6a e 7a, bem como das

tiossemicarbazonas livres (H2Ac40T* e H2Ac4mT?®), para comparagio.

Figura 5.15 — Diagrama molecular dos complexos [Pt(2Ac40T)CI] (6a) e [Pt(2Ac4mT)CI] (7a). Em 6a

os atomos de hidrogénios foram omitidos para uma melhor visualiza¢do da desordem no grupo toluil.

Os complexos (6a) e (7a) cristalizam-se com uma molécula independente por unidade
assimétrica nos grupos espaciais P2,/n e P1, respectivamente. Esses complexos sao formados por uma
tiossemicarbazona coordenada em sua forma anidnica de modo tridentado-ao centro de platina(Il)
juntamente com um cloreto em uma ambiente quadratico.

Pela coordenagdo algumas modificagdes importantes sdo observadas nas estruturas das
tiossemicarbazonas. Uma delas € a modificagdo na conformagdo em relacdo as ligagdes C7=N2 e N3-
C8, que passa de EE, nas tiossemicarbazonas livres, para EZ nos complexos, possibilitando a formagao

do sistema tridentado N,,-N-S. A mudanca na conformag@o de E para Z em relacdo a ligagdo N3-C8

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

PG.M. Sheldrick, SHELXL-97; Program for Crystal Structures Analysis, University of Gottingen, Germany
(1997).

** L.J. Farrugia, J. Appl. Cryst. 32 (1999) 837.

B JA. Lessa, I.C. Mendes, P.R.O. da Silva, M.A. Soares, R.G. dos Santos, N.L. Speziali, N.C. Romeiro, E.J.
Barreiro, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 45 (2010) 5671.

®1.C. Mendes, J.P. Moreira, A.S. Mangrich, S.P. Balena, B.L. Rodrigues, H. Beraldo, Polyhedron 26 (2007)
3263.
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pode ser observada pela variacdo no angulo diedro N2-N3-C8-S1 de 175,7(1) ° (em H2Ac40T) e
172,0(2) ° (em H2Ac4mT) para 1,5(7) ° (em 6a) e 0,4(3) ° (em 7a), respectivamente, Do mesmo modo,
a variacdo sofrida pelos angulos N2-N3-C8 de 118,25(16) ° (em H2Ac40T) e 118,5(2) ° (em
H2Ac4mT) para 112,1(4) ° (em 6a) e 112,4(2) ° (em 7a); e N3-C8-S 120,83(14) ° (em H2Ac40T) e
120,3(2) ° (em H2Ac4mT) para 126,1(4) ° (em 6a) e 125,1(2) ° (em 7a) evidencia a mudanca

conformacional de E para Z (ver tabela 5.3.2).

Tabela 5.3.1 — Resumo da colecdo de dados e refinamento dos complexos [Pt(2Ac40T)CI] (6a) e
[Pt(2Ac4mT)CI] (7a). Desvio padrdo entre parénteses

Complexos (6a) | (7a)
Foérmula empirica C,5H,sN,CIPtS
Massa molar (g mol™) 513,91
Temperatura (K) 293(2) 150(2) K
Radiacio, A (A) 0,71073 0,71073
Intervalo de 0 (°) 2,74 a 26,37 2,58 a3291
Intervalos de hkl -10<h <11 -11<=h<=11
-11<k <11 -12<=k<=12
-25<1<25 -19<=I<=19
Sistema cristalino Monoclinico Triclinico
Grupo espacial P2//n P1
a (A) 8,8087(12) 7,6653(2)
b (A) 9,1654(13) 8,1208(4)
c(A) 20,439(2) 13,0087(5)
o (%) 90 100,340(3)
B(© 101,063(13) 101,448(3)
v (©) 90 96,781(3)
Volume (A%) 1619,5(4) 770,79(5)
F(000) 976 464
7/ Densidade calculada (Mg m'3) 4/2,108 2/ 2,155
Coeficiente de absorcdo (mm'l) 8,958 9,409
Reflexdes coletadas/ Reflexdes 14663/ 3300 [R(int) = 49856/ 5529 [R(int)
unicas [R(int)] 0,0649] =0,0574]
Restricoes/ Parametros refinados 0/ 187 0/199
R1 =0,0309, wR2
R (all) R1=0,0384, wR, = 0,0600 — 00503
R1=0,0234, wR2
R [I>20(D)] R1 =0,0266, wR, = 0,0578 — 0,0470
S 99,9 (a 26,37 °) 95,8 (a32,91°)
Ap min/max (e.A3) 0,914 ¢ -0,585 1,770 € -0,913
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Tabela 5.3.2 - Distancias (10\) e angulos (°) selecionados de H2Ac40T, [Pt(2Ac40T)CI] (6a), H2Ac4mT
e [Pt(2Ac4mT)CI] (7a). Desvio padrio entre parénteses

Atomos Distancias (A)
H2Acd4oT (6a) H2Ac4mT (7a)
Pt-N2 - 1,948(4) - 1,956(2)
Pt-N1 - 2,043(4) - 2,041(2)
Pt-S - 2,2566(13) - 2,2601(7)
Pt-Cl - 2,3105(13) - 2,3110(7)
S-C8 1,6740(19) 1,764(5) 1,671(3) 1,767(3)
C2-C7 1,493(3) 1,446(7) 1,488(4) 1,467(4)
N2-C7 1,287(2) 1,309(6) 1,289(3) 1,308(3)
N2-N3 1,380(2) 1,369(6) 1,381(3) 1,382(3)
N3-C8 1,359(2) 1,309(6) 1,359(3) 1,305(4)
N4-C8 1,344(2) 1,352(7) 1,339(3) 1,356(4)
N4-C9 1,433(2) 1,43(2) 1,429(3) 1,415(3)
Atomos Angulos (°)
C7-N2-N3 118,99(16) 119,4(4) 119,0(2) 119,0(2)
N2-N3-C8 118,25(16) 112,1(4) 118,5(2) 112,4(2)
N4-C8-N3 114,46(17) 116,9(5) 114,8(2) 120,4(3)
N4-C8-S 124,71(15) 117,0(4) 124,9(2) 114,5(2)
N4-C8-C9 127,09(17) 124,6(9) 125,7(2) 130,6(2)
N3-C8-S 120,83(14) 126,1(4) 120,3(2) 125,1(2)
N2-Pt-N1 - 80,56(16) - 80,61(9)
N1-Pt-S - 166,02(12) - 165,35(7)
N2-Pt-S - 85,61(12) - 84,82(7)
N1-Pt-Cl - 97,37(13) - 96,77(7)
N2-Pt-Cl - 177,94(12) - 177,38(7)

Outra modificacdo € a extensdo da conjugagcdo com a formacao do anel quelato envolvendo os

dtomos N2, N3, C8, S1 e Ptl. A ligacdo C8-S1 aumenta de 1,674(2) A (em H2Ac40T) e 1,673(4) A
(em H2Ac4mT), para 1,765(6) A (em 6a) e 1,768(3) A (em 7a), com a passagem da forma tiona (C=S)
para a forma tiolato (C—S’)27. A ligacdo C8-N3 diminui de 1,359(3) A (em H2Ac40T) e 1,360(3) A (em
H2Ac4mT) para 1,309(7) A (em 6a) e 1,305(3) A (em 7a), aumentando o cardter de dupla ligagao.

Com relacdo a planaridade das tiossemicarbazonas livres e coordenadas podemos observar a
presenca de trés planos: o da piridina (N1-C2-C3-C4-C5-C6), o do esqueleto da tiossemicarbazona
(C7-N2-N3-C8-S1-N4) e o do anel do grupo toluil (C9-C10-C11-C12-C13-C14). Na tabela 5.3.3 estdo
dispostos os valores dos desvios quadrdticos médios dos dtomos no plano e angulos entre planos
definidos para as estruturas de H2Ac40T, [Pt(2Ac40T)Cl] (6a), H2Ac4mT e [Pt(2Ac4mT)CI] (7a). O
esqueleto C7-N2-N3-C8-S1-N4 ¢é aproximadamente plano, tanto no ligante livre quanto nos
complexos.

Grandes diferencas foram observadas nos dngulos entre os planos apds a coordenagdo. Uma

delas foi a diminuicdo do angulo entre os planos do anel da piridina e do esqueleto da

7K.S.0. Ferraz, L. Ferandes, D. Carrilho, M.C.X. Pinto, M.F. Leite, E.M. Souza—Fagundes, N.L. Speziali, I.C.
Mendes, H. Beraldo. Bioorg. Med. Chem. 17 (2009) 7138.
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tiossemicarbazona, o que reflete o aumento da planaridade associado a geometria imposta para a
coordenacdo a platina(Il).

A outra é a variagdo no angulo entre os planos do grupo toluil e do esqueleto da
tiossemicarbazona, que ndo estdo associados num primeiro momento a coordenagdo, mas sim, a
efeitos estéricos relacionados com a posicdo da metila no grupo toluil. Esta diferenca leva a uma
mudanga do grupo espacial dos complexos. No caso de 6a, o angulo entre os planos do grupo toluil e
do esqueleto da tiossemicarbazona aumentou de 71,3 ° (em H2Ac40T) para 85,3 °, resultando num
aumento na simetria do cristal. No caso de 7a, esse angulo diminui drasticamente de 65,4 ° (em
H2Ac4mT) para 5,0 °, fazendo com que seu complexo seja quase planar. Esta estrutura € muito similar
aquela obtida para [Cu(2Ac4mT)CI]*, um complexo de cobre(Il) com este mesmo ligante.

A tabela 5.3.3 mostra os desvios quadriticos médios dos dtomos no plano e angulos entre
planos na estrutura de H2Ac40T, [Pt(2Ac40T)CI] (6a), H2Ac4mT e [Pt(2Ac4mT)CI] (7a). Na Figura
5.16 estdo representados os empacotamentos moleculares para 6a e 7a, revelando as ligacdes de
hidrogénio intermoleculares envolvendo N4-H e S1. Em 6a foi observada a interagdo N4-H S, 0,86 A
d(D-H), 2,83 A d(H---A), 170 ° (DHA) e 3,677(6) A d(D---A) A, levando a formacdo de cadeias
infinitas. Em 7a, a interacdo N4-H"S, 0,86 A d(D-H), 2,66 A d(H---A), 171 ° (DHA) e 3,514(3) A

d(D---A) Alevaa formacao de dimeros.

Tabela 5.3.3 — Desvios quadréticos médios dos 4tomos no plano e angulos entre planos nas estruturas

de H2AcdoT, [Pt(2Ac40T)Cl] (6a), H2Ac4mT e [Pt(2Ac4mT)CI] (7a)

Atomos que definem o plano Deswgtso?rl:(ffglg?;ngl?%)o s dos Angulo entre planos (°)
H2Ac40T
N1-C2-C3-C4-C5-C6 0,0038 -
C7-N2-N3-C8-S1-N4 0,0227 129
C9-C10-C11-C12-C13-C14 0,0037 - 7
6a
N1-C2-C3-C4-C5-C6 0,0078 -
C7-N2-N3-C8-S1-N4 0,0248 >
C9-C10-C11-C12-C13-C14 0,0063 - 53
H2Ac4mT
N1-C2-C3-C4-C5-C6 0,0021 -
C7-N2-N3-C8-S1-N4 0,0591 72
C9-C10-C11-C12-C13-C14 0,0031 - 04
7a
N1-C2-C3-C4-C5-C6 0,0034
C7-N2-N3-C8-S1-N4 0,0110 >
C9-C10-C11-C12-C13-C14 0,0032 - >
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Figura 5.16 — Diagramas de empacotamento molecular dos complexos [Pt(2Ac40T)Cl] (6a) e

[Pt(2Ac4mT)CI] (7a).

5.4 — Atividade Citotoxica

5.4.1 — Investigacdo da atividade citotéxica dos complexos de platina (1I, IV) em linhagens celulares
de tumores solidos MCF-7, e de leucemias HL60 e Jurkat

Estudos preliminares do efeito citotéxico das tiossemicarbazonas livres e seus complexos de
platina(Il, IV) foram realizados contra a linhagem de células de tumor sélido adenocarcinoma de
mama humano (MCF-7) e contra leucemias HL60 e Jurkat. Os efeitos das tiossemicarbazonas e seus
complexos de platina(Il, IV) sobre a proliferagc@o celular (em porcentagem em relagio ao controle) nas
diferentes linhagens estdo mostrados na figura 5.17.

As tiossemicarbazonas livres foram mais ativas que os seus complexos e que a cisplatina
contra células MCF-7. H2Ac4pT foi a mais ativa da série. Os complexos de platina(IV)
[Pt(2Ac40T)CL,OH] (9), [Pt(2Ac4mT)Cl,OH] (10) e [Pt(2Ac4pT)Cl,OH] (11) foram mais ativos que
seus andlogos de platina(Il) [Pt(H2Ac40T)Cl,] (6), [Pt(2Ac4mT)(H,O)CI] (7) e [Pt(2Ac4pT)CI] (8),
sendo o complexo (9) o mais ativo dentre eles.

Compostos de platina(IV) sdo inertes e por isso permanecem mais tempo intactos dentro da
célula, impedindo a formagdo de outras espécies. Além disso, esses compostos podem sofrer redugdo
por meio de biomoléculas enddégenas como o ascorbato e a glutationa, e a diminui¢cdo do nivel de
glutationa dentro da célula provoca diminui¢do da resisténcia celular. Assim, a porc¢ao ativa dentro da
célula é aquela que sofre reducao a platina(Il).

Observa-se que todas as tiossemicarbazonas livres foram mais ativas que os seus complexos
contra células HL-60; H2Ac40T e H2Ac4mT foram também mais ativas que a cisplatina. A atividade

citotoxica entre as tiossemicarbazonas segue a ordem H2Ac40T > H2Ac4mT > H2Ac4pT.
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Os complexos de platina(Il, IV) ndo apresentaram diferencas significativas de atividade
citotoxica, sendo todos eles menos ativos que a cisplatina (ver figura 5.19). Portanto, a coordenagdo a
platina ndo foi uma estratégia interessante para aumentar a atividade citotoxica das tiossemicarbazonas
contra linhagem celular HL.60.

Interessantemente todos os complexos foram mais ativos que as tiossemicarbazonas livres
contra células de leucemia Jurkat, exceto o complexo [Pt(2Ac4mT)Cl,OH] (10). Nesse caso, ndo é

possivel estabelecer uma relacio estrutura/atividade e nem com o estado de oxidacdo do metal.
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Figura 5.17 - Efeito H2Ac40T, H2Ac4mT e H2Ac4pT e seus complexos de platina(Il)
[Pt(H2Ac40T)CL] (6), [Pt(2Ac4mT)(H,O)Cl] (7) e [Pt(2Ac4pT)Cl] (8) e de platina(IV)
[Pt(2Ac40T)CL,OH] (9), [Pt(2Ac4mT)CI,0H] (10) e [Pt(2Ac4pT)CI,OH] (11) sobre a proliferagao de
células MCF-7, HL-60 e Jurkat.
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5.4.2 — Investigacdo da atividade citotoxica dos complexos de platina (11, 1V) e de ouro(l, IIl) em
linhagens de glioblastoma U87 e T98

Os complexos de platina(Il, IV) juntamente com os de ouro(I, III) também foram testados
contra o crescimento de células glioblastomas humanos U-87 (que expressam a proteina p53
selvagem) e T-98 (que expressam p53 mutante). As tabelas 5.4.1 e 5.4.2 mostram os valores de Cls
(concentragdo em que ocorre 50% de morte celular) para as tiossemicarbazonas e seus complexos de
ouro(I, IIT) e platina(Il, IV).

As tiossemicarbazonas se mostraram altamente citotoxicas contra glioblastomas com valores
de CIs, entre 0,021-2,729 uM contra células U-87 e 0,003-0,452 uM contra células T-98, sendo mais
ativas que os farmacos utilizados como referéncia, a cisplatina (firmaco antitumoral) e a auranofina,
farmaco usado na clinica contra artrite reumatéide e que tem demonstrado alta atividade citotéxica.”>*

Entre os complexos de ouro, [Au(2Ac40T)CI][AuCl,] (2) foi o mais ativo contra as duas
linhagens de células (Clsp = 0,032 e 0,076 uM) e mostrou-se também mais ativo que o sal de partida, a
cisplatina e auranofina. O composto foi, no entanto, ligeiramente mais ativo que a tiossemicabazona
livre apenas contra as células U-87.

Com a coordenagdo, a atividade citotéxica melhorou cerca de 10 vezes nos casos dos
complexos [Au(H,,2Fo4pT)CI] (1) e [Au(Hy2Ac4mT)CL]CIl-H,O (3) contra as células U-87, com
valores de Cls, passando de 1,428 e 2,729 uM nas tiossemicabazonas para 0,193 e 0,321 uM nos
complexos, respectivamente, sugerindo que a coordenacdo melhorou a atividade citotoxica nesses
casos. Esse aumento de atividade pode estar relacionado com fatores de biodisponibilidade associados
ao complexo. Todos os complexos de ouro foram mais ativos que o sal de partida e que a cisplatina
contra as células U-87. [Au(H,,2Fo4pT)Cl] (1) e Au(H,2Ac4pT)CL]Cl (4) exibiram atividade
citotéxica semelhante a da auranofina, enquanto que os complexos [Au(2Ac40T)CI][AuCl,] (2) e
Au(H,,2Bz4pT)CL,]CI-2HCI (§) foram aproximadamente quatro vezes mais ativos que a auranofina
contra células U-87.

O complexo [Au(H2Fo4pT)CI] (1) foi cerca de duas vezes mais ativo que a
tiossemicarbazona contra as células T-98, mostrando a eficicia da coordenagdo. Todos os complexos
foram mais ativos que o sal de ouro, a auranofina e a cisplatina contra o crescimento de células T-98.
De uma forma geral, os diferentes modos de coordenacido ndo revelaram diferencgas significativas na
atividade, pois o préprio ligante apresenta alta atividade citotdxica.

A citotoxidade dos compostos também foi avaliada contra células sadias de fibroblastos de
pulmio de feto humano (MRC-5). Em geral, os valores de indice terapéutico [IT = Clss(MRC-

5)/Clso(células tumorais)] para todos os compostos foram muito baixos, inclusive para os farmacos de

BAG. Cox, K.K. Brown, E.S.J. Arner, M.B. Hampton, Biochem. Pharmacol. 76 (2008) 1097.
el Marzano, V. Gandin, A. Folda, G. Scutari, A. Bindoli, M. P. Rigobello, Free Radic. Biol. Med. 42 (2007)
872.
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referé€ncia. Os complexos (1) e (5) foram muito mais ativos que a cisplatina contra as células U-87, e
com valores de IT semelhantes (IT = 2,87), revelando maior eficicia desses compostos em relacdo a
cisplatina. Comparando o efeito de 1 e 5 ao da auranofina, 1 revelou ser tdo ativo quanto a auranofina,
porém menos toxico, enquanto que 5 foi muito mais ativo e menos téxico, concomitantemente.

Os compostos H2Fo4pT, 1 e 4 foram mais ativos que os farmacos de referéncia contra as
células T-98, com valores superiores de indices terapéuticos (TI = 3,37 (H2Fo4pT); 3,04 (1); 2,49 (4);
0,95 (cisplatina); 0,05 (auranofina), sugerindo uma melhor poténcia desses compostos como
candidatos a protétipos de farmacos.

Na figura 5.18 encontram-se as fotomicrografias das células T-98 e U-87 tratadas com
H2Ac40T (tiossemiccarbazona mais potente) e seu complexo [Au(2Ac40T)Cl][AuCl,] (2), com
H2Fo4pT (tiossemiccarbazona menos potente) e seu complexo [Au(H,,2Fo4pT)Cl] (1), com a
auranofina e o sal HAuCly, todos a 1 puM. Alteragdes como o encolhimento celular, formas
arredondadas e formagdo de vesiculas sugerem a inducido da morte celular programada (apoptose). As
caracteristicas que aparecem nas micrografias sugerem que essa série de ligantes bem como seus
complexos de ouro provocam a morte celular por apoptose.

Nosso grupo de pesquisa tem investigado o mecanismo de acdo de tiossemicarbazonas N-(4)-
substituidas derivadas de 2-acetilpiridina e 2-benzoilpiridina demonstrando a capacidade desses

: : . 25,30
compostos em ativar mecanismos apoptéticos de morte celular.”™

Tabela 5.4.1- Valores de Cls, para as tiossemicarbazonas derivadas de 2-formilpiridina, 2-

acetilpiridina e 2-benzoilpiridina e seus complexos de ouro(l, III)

Clsp = 95 % de intervalo de confianca (UM)

Composto
U-87 T-98 MRC-5
H2FodpT 1,428 + 0,171 0,45 + 0,03 1,523 + 0,065
[Au(H,,2Fo4pT)CI] (1) 0,19 £0,01 0,182 + 0,004 0,554 + 0,007
H2Ac40T 0,042 + 0,002 0,003 +0,001 0,00898 + 0,00001
[Au(2Ac40T)Cl,][AuCl,] (2) 0,032 + 0,002 0,076 +£0,001 0,014 £0,012
H2Ac4mT 2,729 + 0,550 0,057 + 0,006 0,066 + 0,012
[Au(Hp,2Ac4mT)CL]CI-H,0 (3) 0,321 £0,050 0,33 £ 0,02 0,062 £0,011
H2Acd4pT 0,051 0,006 0,12 +0,01 0,012 + 0,002
[Au(Hp,2Ac4pT)CL]CI (4) 0,25 £ 0,03 0,11 £0,02 0,28 £0,12
H2Bz4pT 0,021 + 0,005 0,13 + 0,04 0,006 + 0,002
[Au(H,,2Bz4pT)CL]CI-2HCI (5) 0,038 £ 0,006 0,13 +0,01 0,1100 £ 0,0004
HAuCl, > 100 > 100 4,347 £0,787
Auranofina 0,188 +0,009 5,6 +0,6 0,303 +£0,024
Cisplatina 1,76 £ 0,22 5,31 +£1,94 5,05 +0,71

0 K.0.S. Ferraz, G.M.M. Cardoso, C.M. Bertollo, E.M. Souza-Fagundes, N. Speziali, C.L. Zani, I.C. Mendes ,
M.A. Gomes, H. Beraldo, Polyhedron 30 (2011) 315.

94



Capitulo 5

Controle

Auranofin

H2Ac40T
Mais potente

[Au(2Ac40T)CI[AuCL] (2)

H2Fo4pT
Menos potente

[Au(H,,2Fo4pT)Cl] (1)

Figura 5.18 - Alteracdes morfolégicas induzidas por tratamento com tiossemicarbazonas e seus

complexos de ouro (1u): fotomicrografias de células de glioblastoma (T-98 e U-87) e células MRC-5.

Os complexos de platina(Il, IV) foram menos ativos que seus andlogos de ouro(I, III) contra
as duas linhagens de células U-87 e T-98. De um modo geral, os complexos de platina(IV) foram mais
ativos que seus analogos de paltina(Il), exceto no caso dos complexos [Pt(2Ac4mT)(H,O)CI] (7) e
[Pt(2Ac4mT)Cl,0OH] (10), em que 7 foi duas vezes mais ativo que 10.

A presenca do ligante hidroxido poderia favorecer uma menor velocidade de redugdo da
platina(IV), permitindo um maior tempo do composto intacto antes de atingir o alvo’'. Os complexos
(7) e (10) foram mais ativos que a tiossemicarbazona correspondente, mostrando que a coordenacio a
platina(Il) e a platina(IV) nesse caso foi eficaz para aumentar a citotoxicidade contra as duas linhagens
de células de glioblastomas.

Todos os complexos de platina foram mais ativos que seus respectivos sais precursores contra
as duas linhagens de células. Os também foram mais ativos que a cisplatina contra as células T-98,

com excecdo de [Pt(H2Ac40T)Cl,] (6) e [Pt(2Ac4pT)CI] (8), contra as células T-98).

' M.D. Hall, T.W. Hambley, Coord. Chem. Rev. 232 (2002) 49.
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Nao foram observadas diferencas significativas entre as atividades das tiossemicarbazonas
livres, entre aquelas dos complexos de platina(Il) e entre as dos complexos de platina(IV) contra as
linhagens U-87 e T-98. Esse resultado revela que o mecanismo de acdo desses compostos €
independente da acdo pré-apoptdtica da pS53.

Todos os complexos de platina(Il, IV) mostraram-se altamente citotoxicos contra células
saudaveis. O complexo [Pt(H2Ac40T)Cl,] (6) mostrou-se menos toxico com valores de IT = 1,6 (U-
87) e IT = 1,2 (T-98) que apesar de serem baixos podem ser comparados a cisplatina que também

exibiu baixos valores de IT (2,9 para U-87 e 0,9 para T-98).

Tabela 5.4.2 - Valores de Clsy para as tiossemicarbazonas derivadas de 2-acetilpiridina e seus

complexos de platina(Il, IV)

Cls0 = 95 % de intervalo de confianca (uUM)

Composto
U-87 T-98 MRC-5
H2Ac40T 0,042 + 0,002 0,003 + 0,001 0,00898 + 0,00001
[Pt(H2Ac40T)CL,] (6) 47+14 6,6+19 7,7+1,7
[Pt(2Ac40T)C1,0H] (9) 1,1 £0,2 1,5+0,3 0,73 £0,07
H2Ac4mT 2,7+0,6 0,07 + 0,01 0,0662 = 0,0007
[Pt(2Ac4mT)(H,O)Cl] (7) 0,7+£0,2 0,8+0,1 0,74 £ 0,02
[Pt(2Ac4mT)CI,0H] (10) 1,7£0,4 1,7+0,3 1,21 £0,07
H2Ac4pT 0,051 +0,006 0,012 + 0,002 0,012 + 0,002
[Pt(2Ac4pT)CI] (8) 29+ 11 38+ 13 16,5+0,7
[Pt(2Ac4pT)C1,0OH] (11) 3,1+0,8 40+£1,2 2,6 0,2
K,PtCly 122 £40 129 +£58 68,9 +5,3
K,PtClg 32+12 34 +£21 73,5+89
Cisplatina 1,76 £ 0,22 5,31+1,94 5,1+£0,7

5.4.3 — Avaliagdo do mecanismo de agdo citotoxica

5.4.3.1- Inibicdo da atividade enzimdtica da Tiorredoxina redutase (TrxR)

A inibi¢do da atividade da enzima tiorredoxina redutase (TrxR) poderia ser um modo de acdo
dos complexos aqui estudados. TrxR estd envolvida em uma das etapas de biosintese do ADN*** ¢ a
literatura relata que complexos de diferentes metais, em particular os de ouro, provocam a inibicao da
atividade catalitica da TrxR.***

A tiossemicarbazona H2Ac4mT, seu complexo de ouro(Ill) [Au(H,,2Ac4mT)Cl,]Cl-H,O (3),
os complexos de platina(Il) [Pt(2Ac4mT)(H,O)CI] (7) e de platina(IV) [Pt(2Ac4mT)Cl,OH] (10) e os

sais de partida HAuCl,, K,PtCly e K,PtCls foram avaliados quanto a capacidade de inibicdo da

2. Marzano, V. Gandin, A. Folda, G. Scutari, A. Bindoli, M.P. Rigobello, Free Radical Biol. Med. 42 (2007)
872.

3R Rubbiani, I. Kitanovic, H. Alborzinia, S. Can, A. Kitanovic, L.A. Onambele, M. Stefanopoulou, Y.
Geldmacher, W.S. Sheldrick, G.A. Prokop, S. Wolfl, I. Ott, J. Med. Chem. 53 (2010) 8608.

* E.R.T. Tiekink, Inflammopharmacology 16 (2008) 138.

3 JA. 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.
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atividade da enzima TrxR a 10 pM, utilizando como controle a auranofina e cisplatina (Figura 5.19).
Verifica-se que nessa concentracdo a tiossemicarbazona livre, e os complexos de platina(Il)
[Pt(2Ac4mT)(H,O)Cl] (7) e (IV) [Pt(2Ac4mT)Cl,OH] (10) e seus sais inibem 11-15 % da atividade
da enzima TrxR, enquanto que o complexo de ouro(Ill) [Au(H,,2Ac4mT)CIL,]Cl-H,O (3) inibe cerca
de 75 %. O sal de ouro e a auranofina inibem cerca de 90 % da atividade enzimatica.

Esses resultados indicam que a atividade citotoxica das tiossemicarbazonas livres, dos
complexos de ouro e seus andlogos de platina(Il, IV) envolve diferentes mecanismos de acdo, ja que
todos os compostos foram ativos contra as células de glioblastomas em concentragdes menores do que
a utilizada neste teste (10 uM). O uso de cisplatina e auranofina como controles ajudam na
investigacao dos resultados.

De fato, o mecanismo de agdo citotdxica da cisplatina € bastante discutido na literatura®®?’.
Apés processos de hidrélise no interior da célula a cisplatina sofre diferentes tipos de interagdo com o
ADN, interferindo em sua sintese e posteriormente levando a morte celular 839 No entanto, as
atividades citotoxicas da auranofina e de outros complexos de ouro t€ém sido atribuidas a alta afinidade
pela enzima TrxR, provocando a inibicdo em sua atividade e, consequentemente impedindo a sintese
do ADN™. J4 as tiossemicarbazonas sdo conhecidas por inibir a atividade da enzima ribonucleosideo
difosfato redutase (RDR), envolvida na biosintese do ADN.%

Portanto, o principal mecanismo de acdo dos complexos de platina(Il, IV) pareceria nao
envolver a inibicdo de TrxR enquanto que aquele dos complexos de ouro deve envolver a inibi¢do da

atividade da TrxR.
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Figura 5.19 - Efeito inibitério de H2Ac4mT, [Au(H,2Ac4mT)CLICI-H,O (cAM),

[Pt(2Ac4mT)(H,O)ClI] (cPt(1l)), [Pt(2Ac4mT)Cl,OH] (cPt(IV)), HAuCl,, K,PtCly, K,PtClg, auranofina
e cisplatina na TrxR. A TrxR (0,10 unid) foi incubada com os compostos a 10 uM por 1 h a 37 °C.

xe Mock, I. Puscasu, M.J. Rauterkus, G. Tallen, J.E.A. Wolff, B. Krebs, Inorg, Chim. Acta 319 (2001) 109.
37'S. Ahmad, Chem. Biodivers. 7 (2010) 543.

¥ B. Desoize, Anticancer Res. 24 (2004) 1529.

%Y. Jung, S.J. Lippard, Chem. Rev. 107 (2007) 387.

0 RA. 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.
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5.4.3.2 — Interagcdo com ADN plasmidial

H2Ac4mT, seu complexo de ouro(Ill) [Au(H,2Ac4mT)CL]CI-H,O (3), de platina(II)
[Pt(2Ac4mT)(H,O)CI] (7) e de platina(IV) [Pt(2Ac4mT)Cl,OH] (10) e os seus respectivos sais de
partida foram avaliados quanto a interacdo com ADN plasmidial. Foram usados os mesmos compostos
do estudo da inibicdo da atividade da TRxR, usando novamente a auranofina e cisplatina como
controles. A figura 5.20 exibe a eletroforese em gel de agarose utilizando ADN-pUC19 tratado com os
diferentes compostos.

Na concentracao de 200 uM, a tiossemicarbazona H2Ac4mT, seu complexo de ouro(Ill), o sal
HAuCl, e a auranofina nao interagiram com o ADN, indicando que o ADN nao seria o principal alvo
da ac@o citotdxica desses compostos.

Na mesma concentragdo os complexos de platina(Il) [Pt(2Ac4mT)(H,O)CI] (7) e de
platina(IV) [Pt(2Ac4mT)Cl,OH] (10) interagem fortemente com o ADN dificultando sua mobilidade
através do gel de agarose. A cisplatina interagiu significativamente com o ADN, modificando sua
mobilidade eletroforética. Ja os sais de platina(Il, IV) interagiram fracamente com o ADN.

Esses resultados colaboram com aqueles observados no estudo da inibi¢@o atividade da TrxR.
O mecanismo de acdo citotéxica dos compostos de platina pode ter como alvo principal o ADN,
enquanto que os compostos de ouro agem majoritariamente pela inibi¢do da enzima TrxR. O modo de
acdo da tiossemicarbazona livre provavelmente ocorre através da inibicdo da enzima ribonucleosideo

difosfato redutase, mecanismo de a¢io proposto para as tiossemicarbazonas a(N)-heterociclicas.**'

H2Ac4mT cPt(ll) [ {(\")] K2PtCl4  K2PtCl6 Cisp cAu(lll) HAuCl4 Aur ADN

S .
* ua p Vs

Figura 5.20 — Eletroforese em gel de agarose gel do ADN plasmidial pUC 19 tratado com os
compostos H2Ac4mT, [Pt(2Ac4mT)(H,O)Cl] (cPt(l)), [Pt(2Ac4mT)Cl,OH] (cPt(IV)), K,PtCly,
K,PtClg, cisplatina (Cisp), [Au(H,,2Ac4mT)CL]CI-H,O (cAu(lll)), HAuCl, e auranofina (Aur) a 200
uM em tampao Tris—HCI1 (NaCl 50 mM, Tris—HCI 5 mM, pH 7.2) incubado a 37 °C por 24 h.

4 Gojo, M.L. Tidwell, J. Greer, N. Takebe, K. Seiter, M.F. Pochron, B. Johnson, M. Sznol, J.E. Karp, Leuk.
Res. 31 (2007) 1165.
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Investigacd@o do perfil farmacoléogico de complexos de bismuto(Ill) e

antimonio(Ill) de bis(fenilhidrazonas) derivadas de 2,6-diacetilpiridina

Hidrazonas sdo compostos que contém o grupo C=N-N e sdo obtidos a partir de reacdes de
condensacdo entre derivados de hidrazina e compostos carbonilicos. Hidrazonas e seus derivados
apresentam indimeras aplicagdes farmacolégicas como agentes antimicrobianos, anticonvulsivantes,
analgésicos, antiinflamatdrios, antiepilépticos, antituberculose e antitumorais.'

Bis(hidrazonas) derivadas de 2,6-diacetilpiridina sdo moléculas versiteis frente a diferentes
fons metdlicos e podem atuar como ligantes tetra ou mesmo pentadentados, de grande capacidade
quelante™. Uma das potenciais aplicagdes de tais ligantes seria na remocio de metais de cérebros de
pacientes com o mal de Alzheimer, os quais, acredita-se, acumulam metais como cobre(Il), zinco(Il) e
ferro(II). Por outro lado, uma vez que bis(tiossemicarbazonas) e seus complexos com diferentes
metais revelaram-se bons agentes citotéxicos contra diferentes linhagens de células tumorais®, parece-
nos interessante investigar bis(hidrazonas) andlogas e seus complexos metalicos.

Compostos antimoniais t€ém sido amplamente utilizados por vérias décadas para o tratamento
da leishmaniose. Nos ultimos anos compostos de antimOnio(IIl) e antim6nio(V) também vém
despertando a atencdo devido a sua potencial atividade antitumoral e antibacteriana.’

Compostos de bismuto sdo usados clinicamente contra Helicobacter pylori. Complexos de
bismuto(IIl) tém-se mostrado ativos e seletivos como agentes antimicrobianos. Além disso, estudos
mostram que compostos de bismuto apresentam atividade como agentes antitumorais.®

Nesta parte do trabalho complexos de bismuto(IIl) e antiménio(Ill) de 2,6- diacetilpiridina
bis(fenilhidrazona) e seus derivados bis(para-clorofenil) e bis(para-nitrofenil) foram preparados a

fim de se estudar o perfil farmacoldgico desses compostos.

'"FR. Pavan, P. I.S. Maia, S.R.A. Leite, V. M. Deflon, A. A. Batista, D.N. Sato, S.G. Franzblau, C.F. Leite, Eur.
J. Med. Chem. 45 (2010) 1898.

IM. Carcelli, P. Mazza, C. Pelizzi, G. Pelizzi, F. Zani, J. Inorg. Biochem. 57 (1995) 43.

LD. Popov, A.N. Morozov, I.N. Shcherbakov, Y.P. Tupolova, V.V. Lukov, V.A. Kogan, Rus. Chem. Rev. 78
(2009) 643.

* H. Beraldo, Quim. Nova 27 (2004) 461.

’s. Rath, L.A. Trivelin, T.R. Imbrunito, D.M. Tomazela, M.N. Jesus, P.C. Marzal, Quim. Nova 26 (2003) 550.
®E.RT. Tiekink, Critic. Rev. Onc. Hematol. 42 (2002) 217-224.

99



Capitulo 6

R =-H, -Cl ou -NO, R

Figura 6.1 - Estrutura geral de 2,6-diacetilpiridina bis(fenilhidrazona) e seus derivados bis(para-

clorofenil) (H,AcpCIPh) e bis(para-nitrofenil) (H,AcpNO,Ph).

6.1 - Andlises dos complexos de bismuto(lll) e antiménio(lll) de 2,6-diacetilpiridina

bis(fenilhidrazona), bis(para-clorofenilhidrazona) e bis(para-nitrofenilhidrazona)

Os compostos foram caracterizados por andlise elementar, medidas de condutividade molar,
temperaturas de fusdo e por meio de seus espectros no infravermelho, eletronico e de ressonincia

magnética nuclear (RMN).

Tabela 6.1.1 — Dados analiticos obtidos para complexos de bismuto(Ill) e antimonio(IIl) de

bis(fenilhidrazonas)
Anilise Elementar | Temp. de
MM a b ~ ¢
Composto Cor (¢ mol™) Am (%) fusao
g C H N °C

40,49 2,84 10,38 >300
(40,72) | (2,97) | (10,32) | (236-237)

46,74 3,21 11,82 | dec >123
(46,73) | (3,41) | (11,85) | (236-237)

36,97 2,39 9,10 >300
(36,97) | (2,43) | (9,37) |(263-270)

42,15 2,58 10,72 >300
41,92) | (2,60) | (10,63) | (263-270)

36,20 2,34 11,96 >300
(35,95) | (2,36) | (12,76) | (262-263)

40,51 2,62 14,31 | dec >240
(40,56) | (2,66) | (14,40) | (262-263)
*Valores tedricos entre parénteses; b A (Q'lcmzmol'l) DMF~1,0x10" mol L'"; ¢ Pontos de fusdo das
bis(fenilhidrazonas) entre parénteses. Dec: decompde.

1 [Bi(HAcPh)Cl,] Amarela | 678,32 | 10,31

2 [Sb(HAcPh)Cl;] Alaranjada | 591,10 | 25,48

3| [Bi(HAcpCIPh)Cl,] | Amarela | 747,21 | 9,07

4| [Sb(HAcpCIPh)Cl,] | Amarela | 659,99 | 21,06

5| [Bi(HAcpNO,Ph)Cl,] | Amarela | 767,31 | 39,61

6 | [Sb(HAcpNO,Ph)Cl,] | Amarela 681,10 | 27,97

Os resultados de andlise elementar e as condutividades molares indicam a formagdo de
complexos neutros com razdo molar 1:1 metal/ligante, contendo a bis(fenilhidrazona) com um dos
nitrogénios N2 protonado e outro desprotonado, além de dois ligantes cloretos na esfera de

coordenagdo, ou seja, compostos do tipo [M(HL)Cl,].
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Espectroscopia no Infravermelho

As atribuigdes das bandas no espectro infravermelho das bis(fenilhidrazonas) e de seus
complexos estdo apresentadas na tabela 6.1.2. Nos espectros das bis(hidrazonas) livres, na regido
acima de 3000 cm™, aparece uma banda de intensidade média, caracteristica do estiramento N-H, a
qual permanece nos espectros dos complexos. Na regido entre 1671-1664 cm™ aparece uma banda
intensa e larga nos espectros das bis(fenilhidrazonas), atribuida aos dois estiramentos v(C=0)". Com a
coordenagdo; aparece uma unica banda fina atribuida ao estiramento v(C=0) na regido entre 1686-
1645 cm™, sugerindo a coordenagio pelo 4dtomo de oxigénio. Apés a coordenagdo, a vibrago atribuida
ao estiramento V(N-H + C=N) em 1267-1247 cm' nos espectros das bis(fenilhidrazonas) desloca-se
para 1274-1250 cm™ nos espectros dos complexos (1-6), indicando a presenca de uma ligacio N-H,
como foi sugerido anteriormente pelos dados de andlise elementar e as medidas de condutividade
molar.

As absorgdes atribuidas aos estiramentos V(N-H + C=N) e v(C=0) desaparecem nos espectros
dos cristais 4a e Sa, obtidos apés a recristalizacdo de 4 e 5§ em uma solucdo 1:9 DMSO/acetona,
indicando total desprotonacio das bis(fenilhidrazonas).

Nos espectros das bis(fenilidrazonas) aparece uma banda atribuida ao estiramento v(C=N)
entre 1576-1568 cm™, que desloca-se para a regido entre 1525-1514 cm™ nos complexos, indicando a
coordenacdo através do nitrogénio iminico®’. A banda atribuida ao modo composto V(C=C) +
V(C=N,,), que aparece entre 1530-1519 cm’ nos ligantes livres desloca-se para a regido entre 1525-
1482 cm™ nos espectros dos complexos, sugerindo a coordenagdo através do nitrogénio da piridina'.
O deslocamento da banda atribuida ao modo de deformacdo do anel da piridina no plano, em 660-634
cm™' nos espectros das bis(fenilhidrazonas) aparece entre 691-660 cm™ nos espectros dos complexos, o
que confirma a coordenacio através do nitrogénio heteroaromético."'

O surgimento de novas bandas nas regides entre 519-469 cm’, 385-335 cm’!, 256-246 cm™ e
214-193 cm™ corresponde as vibragoes V(M—-N), v(M-0), VIM-N,,) e V(M—Cl)lz’n, respectivamente.
Portanto, as bis(fenihidrazonas) encontram-se coordenadas ao metal através do sistema quelante O-N-

Npy-N-O.

7' C. Carini, G. Pelizzi, P. Tarasconi, C. Pelizzi, K.C. Molloy, P.C. Waterfield, J. Chem. Soc. Dalton Trans. 1
(1989) 17.

8 ALA. Recio-Despaigne, J.G. Da Silva, A.C.M. Do Carmo, O.E. Piro, E.E. Castellano, H. Beraldo, Inorg. Chim.
Acta 362 (2009) 2117.

? A.A. Recio Despaigne, L.F. Vieira, I.C. Mendes, F.B. Da Costa, N.L. Speziali, H. Beraldo, J. Braz. Chem. Soc.
21 (2010) 1247.

UK B. Gudasi, S.A. Patil, R.S. Vadavi, R.V. Shenoy, M. Nethaji, S.W.A. Bligh, Inorg. Chim. Acta 359 (2006)
3229

"'V.K. Sharma, A. Srivastava, Indian J. Chem. 46A (2007) 1963.

2Dp.C. Reis, M.C.X. Pinto, E.M. Souza-Fagundes, S.M.S.V. Wardell, J.L. Wardell, H. Beraldo, Eur. J. Med.
Chem. 45 (2010) 3904.

'3 K. Nakamoto, Infrared Spectra of Inorganic and Coordination Compounds, second ed. Willey-Interscience,
New York, 1970, p. 291.
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Tabela 6.1.2 - Atribuicdes das principais bandas no infravermelho (cm') dos complexos de
bismuto(IIl) e antiménio(IIl) de 2,6-diacetilpiridina-bis(fenilhidrazona) (H,AcPh), bis(para-clorofenil
hidrazona) (H,AcpCIPh) e bis(para-nitrofenilhidrazona) (H,AcpNO,Ph)

57 N3
HaC Elil\ 4£\ /CH3
T
N 2‘l|\13H
No 79y
R 1”4\ P
R=-H Clou-NO, '° R
Composto V(C=0) | V(C=Njm) |[V(C=C +C=N,,)|v(N-H +C=N) 2(py)
H,AcPh 1664F 1568m 1519F 1258F 650f
[Bi(HAcPh)Cl,] (1) 1645F 1515m 1487F 1274F 670f
[Sb(HAcPh)Cl,] (2) 1668F 1515m 1489F 1267F 671f
H,AcpCIPh 1665F 1571m 1530F 1267F 660f
[Bi(HAcpCIPh)Cl,] (3) 1645F 1520m 1485F 1250F 676f
[Sb(HAcpCIPh)Cl,] (4) 1681F 1514m 1482F 1270F 679f
H,AcpNO,Ph 1671F 1576m 1519F 1247F 634f
[Bi(HAcpNO,Ph)Cl,] (5) 1670F 1523F 1523F 1257F 675f
[Sb(HAcpNO,Ph)Cl,] (6) | 1686F 1523F 1523F 1270F 679f

* F = forte, m = média e f = fraca.
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HzACPh

%
| 8
P(py)
c=oll ¢ &
LC=N
[Sb(HACPh)CD 1 (2)
,(py)
C=0
C=

Figura 6.2 — Espectro no infravermelho do ligante HAcPh e seu complexo [Sb(HAcPh)Cl,] (2) obtido
em pastilha de KBr na regido de 4000-400 cm™.

H,AcP

|
4

Figura 6.3 — Espectro no infravermelho de H,AcPh e seu complexo [Sb(HAcPh)Cl,] (2) na regido de
500-200 cm™', suporte CsI/nujol
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Espectroscopia eletrénica

Os espectros eletronicos das bis(fenilhidrazonas) livres apresentam bandas em 315-302 nm
(e=3,14x10"-3,01 x 10°M'em™) e em 430-411 nm (¢ = 2,14 x 10" - 7,88 x 10’ M"'cm) atribuidas
as transi¢des n — 7% do anel da piridina e n— 7* dos grupos C=N e C=0"* superpostas em um mesmo
envelope. Com a coordenagdo verifica-se o deslocamento das referidas bandas para 385-360 nm (g =
2,4 x10*= 3,87 x 10* M'em™) e 440-460 nm (€ = 5,88 x 10° — 6,49 x 10°). Ndo foi possivel atribuir as
bandas de transi¢des 7-7* de mais alta energia (270nm), pois elas aparecem na regido de ruido do

aparelho.

——H,AcpCl - 3,90.10° M
1,09 —— [Bi(HAcpCI)CL,] - 3,37.10° M

©
% [Sb(HACPCI)CL] - 2,53.10° M
2
o
n
Ne]
<
0,5
0,0

400 I 600 I 800

Comprimento de onda (cm™)
Figura 6.4 — Espectro eletronico de H,AcpCIPh e seus complexos [Bi(HAcpCIPh)Cl,] (3) e
[Sb(HAcpCIPh)Cl,] (4) (DMF).

Ressondncia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN das bis(fenilhidrazonas) e seus complexos de antimdnio(Ill) e
bismuto(III) foram obtidos em DMSO-dg, pois € o tnico solvente que solubiliza todos os ligantes e
complexos. Todos os sinais de 'H e ">C sofrem significativos deslocamentos quimicos nos complexos
em relacdo as suas posic¢des nas bis(fenilhidrazonas) livres (ver Tabelas 6.1.3 ¢ 6.1.4).

Nos espectros de RMN de 'H das bis(fenilhidrazonas) os sinais de N(3)-H (5 10,76-11,30
ppm) sdo caracteristicos para a molécula em sua conformacio E, em que N(3)-H sofre uma ligacao de
hidrogénio com o solvente®”'>'®. Nos espectros de RMN de 'H das bis(fenilhidrazonas) ha dois

hidrogénios atribuidos a N(3)-H correspondentes aos dois bracos da molécula. Nos espectros dos

“'M. Carcelli, S. Ianelli, L. Mavilla, C. Pelizzi, G. Pelizzi, Inorg. Chim. Acta 245 (1996) 43.

5 AA. Recio-Despaigne, J.G. Da Silva, A.C.M. Do Carmo, F. Sives, O.E. Piro, E.E. Castellano, H. Beraldo,
Polyhedron 28 (2009) 3797.

16 A.A. Recio Despaigne, L.F. Vieira, I.C. Mendes, F.B. Da Costa, N.L. Speziali, H. Beraldo, J. Braz. Chem.
Soc. 21 (2010) 1247.
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complexos de bismuto(Ill) e antimdnio(Ill), pode-se observar a integragdo do sinal de N3-H para
apenas um hidrogénio (esse sinal ndo estd bem definido, pois é um hidrogénio que sofre muita troca
com o solvente), sugerindo que a bis(fenilhidrazona) encontra-se na forma monoanidnica. Além disso,
foram observados deslocamentos significativos em todos os sinais com relacdo as suas posi¢des nos

ligantes livres (ver Figura 6.5).

Tabela 6.1.3 - Atribui¢des, nimero de hidrogénios (n°), deslocamentos quimicos (d ppm), constante de
acoplamento (J) e multiplicidade (M) dos principais sinais de RMN de 'H dos complexos de
bismuto(III) e antimonio(IlI) de 2,6-diacetilpiridina bis(fenilhidrazonas) (DMSO-ds), 200 MHz

57 X3
HaC EU\ 4‘2\ /CH3
Y N
NN 2 NgH Atribuicdes
\ M)
g 7 1%y n°
R 1H4 o
~3 R
H3, H5 «~ | NGH | H10,H14 |HI1, H13
Composto @ | B (d*) ) | HIBEG)
1 6
1 2 2
7,90; 10,92 7,90;
H,AcPh 8,11 112649 ) 172649 7,55 2,54
. 8.43; 8.61; 12,36
[Bi(HACPh)CL,] (1) o7 | irse o 8.24 7.60 2.83
8,50; 8,64 11.86
[Sb(HACPh)CL,] (2) yorer | e 80 P 8,19 7.68 2.88
8,05; 10,76 7,92; 7,60;
H,AcpCIPh 2807 8,31 & 12763 172839 2,54
. 841; 8.59; 12.44 8.20;
Bi(HACpCIPNICLI 3) | 1) %¢ 05 | 1775 45 @ 17 54 7,61 2.81
8,52 8,65; 11,05 8.10;
[SHACpCIPNCL] (4) | 12750 | 1,27, oD 127,83 7.66 2.88
8,42; 8,42; 8,09;
H,AcpNO,Ph 12829 | ogds | 130 | 1 lges 8,42 2,57
[Bi(HACPNO,Ph)CL] (5) | | 4% 8.48: 11,25 8,36; 8.36 2.81
p 2 2 1J=8’81 9 b b 1J=8’59 9 b
8,57; 8,70;
[SbHACPNOPICLI (6) | 12355 | 1)25 5, | 1170 8.41 8.41 2.92

*Desdobramento padrdo; no entanto, devido a sobreposicdo de sinais sdo apenas observados multipletos.

Nos espectros dos complexos os sinais dos carbonos sofrem deslocamentos significativos em
relacdo aos espectros das bis(fenilhidrazonas) livres. O sinal de C7, que aparece entre 155,18-154,07
ppm nos ligantes livres, desloca-se para 153,86-146,54 ppm nos complexos, indicando a coordenacio
através do nitrogénio iminico. Os deslocamentos dos carbonos da piridina C3, C4 e C5 indicam a

coordenacdo pelo N,,. Ndo foi possivel observar os sinais de C8-O nos espectros dos complexos em
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razdo de sua baixa solubilidade, mas a coordenacdo através de C8-O foi evidenciada pelos espectros
no infravermelho e confirmada na estrutura cristalografica dos complexos [Sb(AcpCIPh)Cl] (4a) e

[Bi(AcpNO,Ph)(DMSO)CI] (5a) (ver secdo 6.2).

Tabela 6.1.4 - Atribuicdes e deslocamentos quimicos (8 ppm) dos principais sinais de RMN de °C e
DEPT 135 dos complexos de bismuto(IIl) e antiménio(IIl) de 2,6-diacetilpiridina bis(fenilhidrazonas)
(DMSO-ds), 200 MHz

5/ 4\3
e
HN/ l‘\l3H
No 8\ o 1
R 14 /J\

Composto C8 C7 C4 |C3,C5 [C11,C13 | C10,14 C15

DEPT - - T T T T T
H,AcPh 165,27 | 155,18 | 136,80 | 121,27 | 129,09 138,02 | 12,41
[Bi(HAcPh)Cl,] (1) - 151,12 | 142,74 - 128,96 128,53 | 15,05
[Sb(HACPh)CL,] (2) - - 143,37 | 127,06 | 128,57 128,66 | 15,15
H,AcpCIPh 162,82 | 154,24 | 136,17 | 120,34 | 136,90 128,02 | 12,48
[Bi(HAcpCIPh)Cl,] (3) - 151,15 | 142,74 | 126,52 | 130,82 128,66 | 15,03
[Sb(HAcpCIPh)Cl,] (4) - 153,86 | 143,46 127,34 | 130,55 128,70 | 15,28
H,AcpNO,Ph 163,50 | 154,07 | 137,74 | 123,33 | 138,69 128,12 | 12,65
[Bi(HAcpNO,Ph)Cl,] (5) - 148,81 | 142,22 123,53 | 130,18 130,18 | 14,63

[Sb(HAcpNO,Ph)Cl,] (6) - 146,54 | 142,46 125,50 | 131,89 131,00 -

106



Capitulo 6
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Figura 6.5 — Espectros de RMN de 'H de H,AcPh e do seu complexo complexo [Sb(HAcPh)Cl,] (2)
em DMSO-dg, 200 MHz.

6.2- Cristalografia por Difracdo de Raios X

Os cristais de [Sb(AcpCIPh)CI] (4a) e [Bi(AcpNO,Ph)(DMSO)CI] (5a) (Figura 6.6) foram
obtidos por difusdo lenta dos complexos (4) e (5) em uma solugdo de 1:9 DMSO/acetona. Assim,
durante o processo de cristalizagdio em DMSO: acetona ocorre a perda de uma molécula de HCI em

todos os complexos. Os dados cristalograficos e de refinamento estdo apresentados na tabela 6.2.1.

Os dados cristalograficos de 4a indicam a formac¢@o de um complexo monomérico neutro
com uma molécula da bis(fenilhidrazona) totalmente desprotonada e um cloreto coordenado ao
SbII). O complexo (5a) é semelhante, possuindo além dos ligantes bis(fenilhidrazona) e cloreto, uma
molécula de DMSO coordenada ao Bi(IIT). Em todos os complexos, as bis(fenilhidrazonas) totalmente
ionizadas atuam como ligantes pentadentados coordenados ao centro metdlico através de trés dtomos
de nitrogénio (N1, N2 e N2’) e dois dtomos de oxigénio (O1 e O1’).

O complexo (4a) apresenta geometria piramidal pentagonal com a bis(fenilhidrazona)
formando o plano basal através de N1, N2, N2’, Ol e O1’ e o cloreto ocupando a posigdo apical. Sa é
hepta-coordenado e apresenta uma geometria bipiramidal pentagonal com os dtomos de N1, N2, N2’,

Ol e O1’ nas posi¢des equatoriais e o fon cloreto e a molécula de DMSO nas posigdes axiais. Na
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literatura encontra-se uma discussdo a respeito dessa geometria de complexos de bismuto(IIl) e
antiménio(IlT) podendo-se assumir duas propostas: um complexo hepta-coordenado como uma
bipirimide pentagonal, sendo o par de elétrons do metal (5s* para Sb(II[) e 6s° para Bi(IIl))

considerado como um “ligante”; e a outra é um complexo hexa-coordenado com uma geometria de
17,12
| B

piramide pentagona

C3‘C (N3
e} 98 L)
C\ﬁ\ﬁ,fﬂ,,\/ﬁ/w

;\7\(‘,15

\Y) Y
(‘,ls"i‘ o J{ Ac
OGS AN LAY
\(F,./ o \(l;;/\\c
< a
N N
i> N3 EU?\{:}\\WV;I,«/ 4 N3
i (A &) 7 %
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Figura 6.6 — Diagrama molecular dos complexos [Sb(AcpCIPh)Cl] (4a) e [Bi(AcpNO,Ph)(DMSO)CI]
(5a).

As distancias e angulos de ligacdo nas estruturas de 4a e Sa encontram-se na Tabela 6.2.2 Nas
estruturas de 4a e Sa, devido aos requerimentos geométricos das bis(fenilhidrazonas), o angulo O1-M-
O1’ € consideravelmente maior dos que os outros quatro angulos envolvendo o metal e o sistema
quelante O-N-N-N-O (ver tabela 6.2.1). O angulo central de um pentdgono regular é 72 °, enquanto
que o angulo O1-M-O1’ em 4a e 5a sdo 84,5(2) ° e 99,53(6) °, respectivamente. J4 os valores dos
angulos O1-M1-N2 e O1’-M1-N2’ s@o 67,5(2) ° e 68,4(2) ° em 4a e 63,84(7) ° e 64,99(7) ° em S5a,
respectivamente.

Em ambos os complexos cada brago da bis(fenilhidrazona) adota a configuracdo EZ em
relacdo as ligacdes C7-N2 e N3-C8. Em hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina e 2-benzoilpiridina e
bis(hidrazonas) as distincias de ligagdes C8-O1, C7-N2 e C8-N3 encontram-se entre 1,217-1,230 A,
1,264-1,286 Ae 1,347-1,363 A, respectivamente18’19’20’21. Nos complexos 4a e 5a as distancias da
ligacdo C8-O1 sdo de 1,262(10) Ae 1,272(10) Aemdae 1,281(3) Ae 1,275(3) em Sa. Entdo, as

ligacdes C8-O1 adquirem certo carater de ligacdo simples em ambos 4a e Sa. Em Sa as distancias de

7K. Nomiya, K. Sekino, M. Ishikawa, A. Honda, M. Yokoyama, N.C. Kasuga, H. Yokoyama, S. Nakano, K.
Onodera, J. Inorg. Biochem. 98 (2004) 601.

B AA. Recio-Despaigne, J.G. Da Silva, A.C.M. Do Carmo, O.E. Piro, E.E. Castellano, H. Beraldo, J. Mol.
Struct. 920 (2009) 97.

Ypv. Bernhardt, G.J. Wilson, P.C. Sharpe, D.S. Kalinowski, D.R. Richardson, J. Biol. Inorg. Chem. 13 (2008)
107.

MR Bermejo, R. Pedrido, A.M. Gonzéilez-Noya, M.J. Romero, M. Vazquez, L. Sorace, New J. Chem. 27
(2003) 1753.

AT, Patole, U. Sandbhor, S. Padhye, D.N. Deobagkar, C.E. Anson, A. Powell, Bioorg. Med. Chem. Lett. 13
(2003) 51.
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ligagdo C7-N2 e N3-C8 sdo 1,290(4) A; 1,287(3) A e 1,316(4) A e 1,317(3) A, respectivamente.
Portanto, C7-N2 tem um cariter predominantemente de ligacdo dupla enquanto que a ligacdo C8-N3
possui um cardter intermedidrio, porém mais préximo de uma dupla ligacdo.

Uma grande discrepancia entre os valores das distancias de ligagdo C7-N2 e C8-N3 foi
encontrada na estrutura de 4a (C7-N2 = 1,350(12) A; 1,281(11) A e C8-N3 = 1,342(11) A; 1,325(11)
A), revelando a presenca de dois bracos assimétricos. Na estrutura de 5a esse efeito ndo acontece. As
distancias das ligacdes C7-N2 e C8-N3 sdo proximas entre si.

Em 4a e S5a a bis(fenilhidrazona) idnica € quase planar com desvio médio dos dtomos em
relacdo ao plano formado por O1-N2-N1-N2’-O1’ igual a 0,0167 A (4a) e 0,0553 A (5a). O ion
metélico situa-se préximo a este plano [0,333(3) Aemdae 0,224(1) A em Sa]. A maior planaridade

do sistema quelante em 4a poderia explicar as diferengas estruturais entre 4a e Sa.

Tabela 6.2.1 - Resumo da colecio de dados e refinamento de [Sb(AcpCIPh)Cl] (4a) e
[Bi(AcpNO,Ph)CI] (5a)

Complexo (4a) (5a)
Férmula empirica Cy; Hy7 Cl3 N5 O, Sb Cys H3 BiCIN; O; S
Massa molar (g.mol ) 623,52 809,99
Cor Alaranjada Alaranjada
Dimensdes do cristal 0,36 x 0,18 x 0,40 0,36 x 0,29 x 0,13
(mm”)
Temperatura (K) 293(2) 293(2)
Radiacio, A (A) 0,71073 0,71073
Intervalo de 6 (°) 1,90 a 25,00 2,75 a 26,37
Intervalos de hkl -1<h <14, -1k £19, -15<1<14 | -11<h< 10, -16<k<16, -30<1< 31
Grupo espacial P2/c P2//n
Sistema cristalino monoclinico monoclinico
a(A) 14,719(5) 8,88910(10)
b (A) 12,939(5) 13,4044(2)
c(A) 13,029(5) 24,9236(3)
a (%) 90 90
B(© 104,115(5) 92,4410(10)
v (©) 90 90
Volume (,&3) 2405,7(15) 2967,03(7)
Z 4 4
F(000) 1232 1576
Densidade calculada (Mg.m™3) 1,722 1,813
Coeficiente de_ 1absor(;ao n 1512 6.158
(mm”)
Reflexoes coletadas 15243 36175
Reflexdes tinicas/ R(int) 7024/ 0,0000 6064/ 0,0505
Parametros' rf:flnados/ 308/ 0 381/ 0
restrigdes
R [I>20(D)] R1 =0,0653, wR2 =0,1680 R1 =0,0204, wR2 = 0,0460
R (all) R1=0,1096, wR2 =0,1991 R1=0,0288, wR2 =0,0471
S 1,022 0,954
Ap min/max (e. ,&3) -0,868/ 1,482 -0,641/ 0,718
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Tabela 6.2.2 - Distancias (10\) e 4angulos (°) selecionados de [Sb(AcpCIPh)Cl] (4a) e
[Bi(AcpNO,Ph)CI] (5a). Desvio padrio entre parénteses

Atomos Distancias (A)
4a 5a
M1-01 2,235(6) 2,461(2)
M1-01' 2,250(5) 2,436(2)
MI1-N2 2,318(6) 2,494(2)
M1-N2' 2,353(6) 2,446(2)
MI1-N1 2,379(6) 2,451(2)
M1-Cl1 2,399(2) 2,4951(8)
01'-C8' 1,262(10) 1,281(3)
01-C8 1,272(10) 1,275(3)
N3-C8 1,342(11) 1,316(4)
N3'-C8' 1,325(11) 1,317(3)
N3-N2 1,377(11) 1,372(3)
N2'-N3' 1,383(11) 1,369(3)
N2-C7 1,350(11) 1,290(4)
N2'-C7' 1,281(11) 1,287(3)
Atomos a 5a
01-M1-01" 84,5(2) 99,53(6)
01-M1-N2 67,5(2) 63,84(7)
O1'-M1-N2 149,2(3) 159,75(7)
0O1-M1-N2' 149,7(3) 162,29(7)
0O1'-M1-N2' 68,4(2) 64,99(7)
N2-M1-N2' 133,5(2) 128,95(8)
01-M1-N1 135,5(2) 128,66(7)
O1'-M1-N1 133,4(2) 130,03(7)
N2-M1-N1 69,2(3) 64,85(8)
N2'-M1-N1 66,0(2) 65,23(7)
01-M1-Cl1 82,6(2) 84,97(6)
01'-M1-Cl1 82,8 (2) 85,76(6)
N2-M1-Cl1 81,012) 81,48(6)
N2'-M1-Cl1 80,7(2) 85,30(6)
N1-M1-Cl1 81,1(1) 86,15(5)
C8-01'-M1 117,1(5) 115,59(17)
C8-01-M1 117,5(5) 116,59(18)
C7'-N2'-M1 122,1(6) 121,68(18)
C7-N2-M1 120,5(6) 121,85(19)
N3'-N2'-M1 116,6(5) 119,85(16)
N3-N2-M1 120,1(5) 119,87(17)
Cl1-Bil1-021 - 162,35(7)

6.3 - Atividade biologica

6.3.1 - Atividade antimicrobiana
A atividade antimicrobiana dos compostos foi avaliada contra cepas de bactérias gram-

positivas (Staphylococus aureus, Staphylococus epidermidis e Enterococcus faecalis), gram-negativas
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(Pseudomonas aerugunosa) e fungos (Candida albincans), de acordo com os procedimentos descritos
na parte experimental.”

Os valores obtidos das concentracdes inibitdrias minimas (CIM) dos compostos estdo listados
na tabela 6.3.1, juntamente com aqueles obtidos para tetraciclina, fluconazol e ciprofloxacino

utilizados como referéncia.

Tabela 6.3.1 — Valores de CIM para as 2,6-diacetilpiridina bis(fenilhidrazonas) e seus complexos de

bismuto(III) e antimonio(IIT)

Composto Cll (i) L-l)
S. aureus | S.epidermidis |E. faecalis | P. aeruginosa | C. albicans
H,AcPh NA NA NA NA NA
[Bi(HAcPh)Cl,] (1) 9,4 9,2 4,5 90,3 188,0
[Sb(HAcPh)Cl,] (2) 220,8 NA 43,6 406,0 431,0
H,AcpCl NA NA NA NA NA
[Bi(HAcpCHCl,] (3) 0,3 65,6 2,0 344.6 44,0
[Sb(HAcpCDHCL,] (4) 24,1 NA 9,7 409,0 NA
H,AcpNO, NA NA NA NA NA
[Bi(HAcpNO,)Cl,] (5) 0,2 16,8 1,0 109,7 85,0
[Sb(HAcpNO,)CI,] (6) NA NA NA NA 193,0
SbCl; 1240 NA 110,0 2115,0 NA
BiCl; ND ND ND ND ND
Tetraciclina 7,2 - - 26,7 -
Fluconazol - - - - 59,0
Ciprofloxacino - 0,3 0,5 -

*NA — ndo ativo; ND = nio determinado (insolivel)

As bis(fenilhidrazonas) foram inativas contra o crescimento de todos os microorganismos
testados. Isto sugere que a substituicdo no anel aromético por grupos retiradores de elétrons nio
contribuiu para promover diferengas na atividade antimicrobiana.

A maioria dos compostos foram inativos contra S. epidermidis, com exce¢cdo dos complexos
de bismuto(Ill) (CIM = 9,2-65,6 uM). No entanto estes foram menos ativos que a ciprofloxacina,
composto usado como referéncia.

Apo6s a coordenagdo ao bismuto(Ill) a atividade antimicrobiana melhorou significativamente
contra o crescimento de todas as cepas de bactérias gram-positivas e, em menor escala, contra bactéria
gram-negativa P. aeruginosa. Os complexos de bismuto(Ill) foram mais ativos que seus andlogos de
antimdnio(IIl). [Bi(HAcpCIPh)CL,] (3) e [Bi(HAcpNO,Ph)Cl,] (5) mostraram-se mais ativos que a
tetracilcina, usada como referéncia contra o crescimento de S. aureus, e tiveram uma boa atividade

contra o crescimento de E. faecalis. Com a complexagdo, a atividade antifingica também melhorou.

** National Committee for Clinical Laboratory Standards. Methods for Dilution Antimicrobial Susceptibility
Tests for Bacteria That Grow Aerobically; Approved Standard—Sixth Edition. NCCLS document M7-A6 (ISBN
1-56238-486-4). NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pennsylvania 19087-1898 USA, 2003.
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Novamente, os complexos (3) e (5) foram os mais ativos, sendo 3 mais ativo que o fluconazol,
composto usado como referéncia contra o crescimento de C. albicans.

De uma forma geral, apds a coordenacdo ao antimdnio(II) os complexos mostraram atividade
antimicrobiana. O complexo [Sb(HAcpNO,Ph)Cl,] (6) foi ativo apenas contra o fungo C. albicans,
sendo, no entanto menos ativo que o fluconazol. Entre os complexos de antimonio(IIl),
[Sb(HAcpCIPh)Cl,] (4) foi o mais ativo contra S. aureus e E. faecalis com valores de CIM = 24,1 e
9,7 uM, respectivamente. A substituicdo no anel aromdtico por um cloreto foi uma boa estratégia
para melhorar a atividade antibacteriana. No entanto um efeito contrario pode ser observado para o

complexo (6) que contém o grupo nitro.

6.3.2 — Atividade contra Leishmania (L.) amazonensis dos complexos de antimonio(1ll)
Nessa parte do trabalho foi feito um screening da atividade contra leishmania dos compostos
de antimonio, conforme procedimentos descritos no capitulo 2 (sec¢do 2.3.2). Os resultados estdo

apresentados na tabela 6.3.2.

Tabela 6.3.2 — Valores de inibi¢ao (%) a 100 uM para os complexos de Sb(III) de bis(fenilhidrazonas)

derivadas de 2,6-diacetilpiridina

Composto ?l(i;(l)izil\%[ﬁ)o
H,AcPh 82,52
[Sb(HAcPh)Cl,] (2) 66,56
H,AcpCIPh 70,22
[Sb(HAcpCIPh)Cl,] (4) 77,40
H;AcpNO,Ph 11,09
[Sb(HAcpNO,Ph)Cl,] ( 6) 23,62
SbCl; 70,39

Entre as bis(fenilhidrazonas) livres a atividade parece seguir a ordem
H,AcPh>H,AcpCIPh>H,AcpNO,Ph. Embora o sal de partida SbCl; tenha se mostrado ativo no
modelo empregado, a coordenacdo ao antimdnio(IIl) ndo resultou em melhora da atividade anti-
leishmania no caso do complexo (2), mas levou a um pequeno acréscimo de atividade anti-leishmania
nos casos dos complexos (4) e (6). A atividade anti-leishmania das bis(fenilhidrazonas) livres foi

demonstrada pela primeira vez no presente trabalho.

6.3.4 - Atividade citotoxica

A tabela 6.3.4 mostra os valores de Cls, para as bis(fenilhidrazonas) e seus complexos de
bismuto(Il) e antimdnio(IIT) contra leucemias Jurkat e HL-60, células MCF-7 (tumor mamaério),
HCT-116 (carcinoma colo retal) e células mononucleares de sangue periférico (PBMC, peripheral

blood mononuclear cells).
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As bis(fenilhidrazonas) foram pouco ativas contra as linhagens celulares Jurkat, MCF-7 e
HCT-116. Os valores de Cls, foram superiores a 100uM, exceto para H,AcPh contra MCF-7 (Cl;, =
41,15 uM). Assim, de modo geral pode-se sugerir que a presenca dos grupos p-clorofenil e p-nitrofenil
contribui para uma diminui¢do na citotoxidade em comparacao com o derivado ndo-substituido.

Ap6s a coordenacdo ao antimonio(Ill), exceto para o complexo (6), a citotoxicidade aumentou
significativamente contra as linhagens de células MCF-7 e HL60 (Cls, = 0,36-2,46 uM).
[Sb(HAcPh)Cl,] (2) e [Sb(HAcpCIPh)Cl,] (4) foram mais ativos que a cisplatina usada como
referéncia. A coordenagdo ao bismuto(Ill) foi uma boa estratégia para aumentar a atividade citotdxica
das bis(fenilhidrazonas). [Bi(HAcPh)Cl,] (1), [Bi(HAcpCIPh)Cl,] (3) e [Bi(HAcpNO,Ph)ClL,] (5)
foram mais ativos que seus andlogos de antimonio(IIl). Em geral, 1, 3 e § foram mais ativos que a
cisplatina. Entre os complexos de bismuto(Ill), 1 foi mais ativo contra todas as células tumorais
testadas.

Apesar de ndo ser possivel avaliar a atividade citotéxica do cloreto de bismuto(IIl) devido a
sua baixa solubilidade, através dos resultados obtidos para o cloreto de antimonio(IIl), pode-se sugerir
que a atividade dos complexos de bismuto(IIl) estd associada ao complexo e ndo apenas a presenca do
metal.

Em geral, os valores de Cls, em células de sangue periférico (PBMC) foram maiores do que os
valores de Cls, em células tumorais, ou seja, 0s compostos sdo ativos em uma concentracdo inferior
aquela que provoca um efeito téxico. Apenas o complexo (1) foi toxico contra células Jurkat e HCT-
116 e o sal de antimdnio(III) contra todas as linhagens celulares.

Como mostrado na tabela 6.5.1, apesar de o complexo (1) apresentar maior citotoxicidade
contra as células tumorais investigadas, 3 foi o melhor candidato como antitumoral devido ao seu
maior valor de indice terapéutico [IT = Clsyppmcy Clsocetutas wmoraisy)]- OS valores de IT do complexo (3)
foram 11 (Jurkat), 508 (HL60), 109 (MCF-7) e 11 (HCT-116). O complexo (5) apresentou IT = 11
(Jurkat), 11 (HL60), 43 (MCF-7) e 6 (HCT-116). Os complexos de antimonio(IIl) também mostraram
bons valores de indices terapéuticos (IT = 5-231) contra células HL-60 e IT = 43 para o complexo (4)
contra células MCF-7. Os valores de Cls, para a cisplatina contra células PBMC foi 3,37 uM e seus
valores de IT << 1 contra todas as linhagens de células tumorais, indicando sua alta toxicidade em

células normais.
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Tabela 6.3.3 — Atividade citotéxica (Clsp) das 2,6-diacetilpiridina bis(fenilhidrazonas) e seus
complexos de bismuto(Ill) e antiménio(IIl) contra linhagens de células Jurkat, HL-60, MCF-7, HCT-

116 e PBMC

Clso (uM)
Composto Entre parénteses intervalo de confianca 95 %
Jurkat HL60 MCF-7 HCT-116 PBMC
0,98 41,15 85,92
H2AcPh >100 (0,44 - 2,18) | (10,93 - 155,00) >100 (20,29 - 363,80)
) 1,29 0,09 0,27 2,83 1,29
(0,57-292) | (0,04 -0,18) (0,18 -0,41) (2,13 -3,77) (0,22 -7,43)
0,39 2,46 36,48
2) >100 (0,19 - 0,85) (1,34 -4,52) >100 (6,96 - 191,30)
1,78
H,AcpCIPh >100 (0,83 - 3,82) >100 >100 >100
3) 10,56 0,23 1,07 10,22 117,0
(3,77 -29,57) | (0,11 -0,47) (0,67 -1,73) (7,67 -13,61) | (10,7 -1278,0)
0,36 1,93 83,32
@ >100 0,16-0,79) | (0,86-4,33) >100 (13,03 - 532,8)
2,60
H,AcpNO,Ph >100 (1,42 - 4,78) >100 >100 >100
) 2,06 0,20 0,5403 3,80 22,94
0,92-4,62) | (0,11-0,38) (0,36 - 0,81) (2,8-5,13) (9,99 - 52,66)
21,72
(6) >100 (8.553 -55.16) >100 >100 >100
67,89 55,68
SbCl; >100 (48.09 -95.86) >100 >100 (3.05 - 1015.0)
Cisplatina 14,42 5,73 66,83 22,27 3,37
p (11,44 -18,18) | (2,29 -14,33) | (24,49 - 182,30) | (6,77 -73,21) | (2,67 - 4,08)

6.3.5 — Investigacdo do potencial pro-apoptotico das bis(fenilhidrazonas) e seus complexos de
bismuto(III)

A coordenag@o de bis(fenilhidrazonas) ao bismuto(Ill) foi mais eficaz para a obtencdo de
novos candidatos a firmacos antitumorais do que a coordenacido ao antiménio(IIl). A partir desses
resultados resolveu-se investigar potencial pro-apoptético dos complexos de bismuto(Ill) através do
estudo de fragmentagdo de ADN. O conteiido de ADN subdipléide foi usado para quantificar a
fragmentacdo do ADN celular, uma das marcas da morte por apoptose. Assim, as células com um
aumento de conteido de ADN subdipléide (maior quantidade de ADN fragmentado) sdo classificadas
como apoptdticas. A figura 6.7 apresenta os graficos de porcentagem do conteido ADN subdipldide
induzido pelas bis(fenilhidrazonas) e seus complexos de bismuto(IIl) em células de HL60, Jurkat,
MCF-7 e HCT-116.

Todas as bis(fenilhidrazonas) e seus complexos de bismuto(Ill) induziram significativa
fragmentacdo do ADN em células HL60. Isso indica que a morte por apoptose é um dos modos de

acdo citotoxica contra essa linhagem celular. O complexo [Bi(HAcPh)Cl,] (1) promoveu
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significativamente a fragmentacdo do ADN em células Jurkat enquanto que as bis(fenilhidrazonas) e
os complexos [Bi(HAcpCIPh)Cl,] (3) e [Bi(HAcpNO,Ph)ClL,] (5) exibiram um efeito moderado.
[Bi(HAcPh)Cl,] (1) e [Bi(HAcpNO,Ph)Cl,] (5) induziram consideravelmente a fragmentagdo do ADN
em células HCT-116 enquanto que os outros compostos ndo foram muito eficazes. Todos os
complexos foram mais ativos que seus respectivos ligantes livres, sugerindo que a coordenagdo ao
bismuto(IIl) poderia ser uma estratégia interessante para promover apoptose em células HCT-116. As
bis(fenilhidrazonas) e seus complexos induziram fragmentacdo do ADN de forma moderada em
células MCF-7, sugerindo que a inducao de apoptose nao seria o Unico modo de agdo citotdxica contra
essa linhagem celular.

Embora as bis(fenilhidrazonas) provaram ser praticamente inativas como agentes
antimicrobianos e citotdxicos, seus complexos de bismuto(Ill) e antimonio(III) demonstraram tais
atividades. A coordenacdo ao bismuto(Ill) revelou-se uma melhor estratégia para melhorar as
atividades antimicrobiana e citotoxica. Os complexos de bismuto(IIl) apresentaram atividade
citotoxica em concentragdes nano molares contra células HL60 e MCF-7.

Uma vez que as bis(fenilhidrazonas) revelaram-se fracamente bioativas, seus complexos de
bismuto(IIl) e antimdnio(Ill) podem agir aumentando a biodisponibilidade dos metais devido ao
cardter lipofilico dos ligantes (logP = 3,86-4,96)*, bem como pela liberacio lenta do metal para o alvo
bioldgico.

A administragdo sinergistica de cisplatina e compostos de bismuto é conhecida por reduzir os
efeitos colaterais toxicos da cisplatina, um efeito que pode ser atribuido ao aumento da producdo de
metalotioneina induzido por bismuto®. Portanto, o estudo no desenvolvimento de novos firmacos
baseados em bismuto pode ser uma estratégia interessante na terapia antitumoral.

Os resultados aqui apresentados foram objeto do artigo intitulado Investigation on the
pharmacological profile of 2,6-diacetylpyridine bis(benzoylhydrazone) derivatives and their
antimony(Ill) and bismuth(Ill) complexes, recentemente publicado em European Journal of Medicinal
Chemistry (K.S.O. Ferraz, N.F. Silva, J.G. da Silva, L.F. de Miranda, C.F.D. Romeiro, E.M. Souza-
Fagundes, I.C. Mendes, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 53 (2012) 98 - ver Anexo).

» VCCLAB, Virtual Computational Chemistry Laboratory.http://www.vcclab.org (2005).
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Figura 6.7 - Conteido ADN subdipléide induzido pelas bis(fenilhidrazonas) e seus complexos de

bismuto(IIT) em células de HL.60, Jurkat, MCF-7 e HCT-116.
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Investigacdo sobre as bioatividades de complexos de platina(ILIV) e de

estanho(1V) de clioquinol

5-cloro-7-iodo-8-hidoxiquinolina (clioquinol, HQI) (Figura 7.1) € um derivado halogenado de
8-hidroxiquinolina que foi usado nas décadas de 1950-1970 como agente oral anti-parasitdrio para o
tratamento e prevencdo de amebiase intestinal, mas o seu mecanismo de acdo como um
antimicrobiano era desconhecido.'

Recentemente, tem se mostrado o potencial do clioquinol para o tratamento das doencas de
Alzheimer e Huntington. A atividade na doenca de Alzheimer estd relacionada com a capacidade com
que o clioquinol se liga ao cobre. Um estudo de fase II do clioquinol oral em pacientes com doenga de
Alzheimer mostrou que o composto melhorou a cogni¢io desses pacientes.' J4 que HQI atua como um
quelante de metais e interfere na atividade de enzimas, como a superéxido dismutase-1 (SOD1), ele se
tornou um protétipo para o desenvolvimento de compostos antitumorais. Pesquisas mostram que o
tratamento com clioquinol reduziu a viabilidade celular de oito diferentes linhagens de células

tumorais humanas, com baixos valores de ICs,.”

Cl

X
=
N

OH

Figura 7.1 — Estrutura de 5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina (clioquinol, HQI).

Diante das atividades antitumoral e antimicrobiana do clioquinol e das bioatividades de
complexos metdlicos de platina e de estanho, neste trabalho foram preparados complexos de clioquinol
desses metais com o objetivo de avaliar sua atividade citot6xica e antifiingica, bem como a ocorréncia

de um possivel sinergismo entre as agdes do metal e do ligante nesses compostos.

7.1.1- Andlises dos complexos de platina(Il,1V)

Os complexos foram sintetizados conforme procedimento citado no capitulo 2. A
caracterizacdo foi feita a partir de anélise elementar, ponto de fusdo, medidas de condutividade molar,
andlise da curva termogravimétrica (T'G) e dos espectros no infravermelho e de ressonancia magnética
nuclear (RMN). A Tabela 7.1.1 apresenta as cores, massas molares (MM), condutividades molares,

andlise elementar, e temperaturas de fusdo dos complexos obtidos.

' X. Mao, A.D. Schimmer, Toxicol. Let. 182 (2008) 1.
2 W.Q. Ding, B. Liu, J.L. Vaught, H. Yamauchi, S.E. Lind, Cancer Res. 65 (2005) 3389.
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Tabela 7.1.1 — Dados analiticos obtidos para os complexos de platina(IL,IV) com clioquinol

MM Analise Elementar Temp.

Composto Cor 2 Am” (%)" de
(g mol fusao®

C H N oC

22,95 0,99 2,58 dec. a

1 [Pt(QI),]-2KCl Marrom |953,16 | 27,0 22.68) | (0.85) | (2.94) 222

22,71 0,91 2,79

2 [Pt(QI),Cl,]-KCl Vermelha |949,52 | 16,6 2277 | ©0.385) | (2.95) > 300

AM: (Q"lcmzmol'l) DMF~1,0x10" mol L'; "Valores teéricos entre parénteses; “Ponto de fusdo do clioquinol:
175-183 °C.

Com base nos dados apresentados na tabela 7.1.1 o complexo de platina(I) é neutro e contém
duas moléculas anidnicas de clioquinol. O KCI poderia surgir da reagao feita a partir de K,PtCl,. O
complexo (2) também é neutro, formado por duas moléculas anionicas de clioquinol e dois ligantes
cloretos coordenados ao centro metdlico de platina(IV). Novamente o KCI poderia ter origem na

reacdo feita a partir de K,PtClg.

Espectroscopia no Infravermelho dos complexos de platina(IL1V)

As atribui¢bes das bandas no espectro infravermelho do clioquinol e de seus complexos de
platina(ILLIV) estdo apresentadas na tabela 7.1.2. As figuras 7.3 e 7.4 mostram os espectros do
clioquinol e seu complexo [Pt(QI),]-2KCI (1) na regido de alta freqiiéncia e do clioquinol e seu
complexo [Pt(QI),Cl,]-KCl (2) em baixa freqiiéncia, respectivamente.

Comparagdes entre os espectros do clioquinol e dos seus complexos de platina(IL,IV) mostram
que com a coordenagdo o nimero de bandas diminui e outras bandas perdem a intensidade. Esse efeito
¢ esperado em virtude da maior simetria dos complexos. No espectro do clioquinol observa-se uma
banda forte em 3070 cm™ caracteristica do estiramento v(O—H). Nos espectros dos complexos (1) e (2)
essa banda desaparece, indicando a coordenagdo do clioquinol em sua forma aniénica. O espectro do
clioquinol mostra cinco bandas intensas na regido entre 1395-1201 cm™ caracteristicas da interaco
entre as absorcdes de deformacgdo angular no plano p(O-H) e do estiramento v(C-O), enquanto que
nos espectros dos complexos aparece apenas uma banda em 1364 cm™. Em 1577 cm™ aparece uma
banda atribuida ao estiramento v(C=N) que com a coordenacio sofre um deslocamento para 1552 cm™
nos espectros de ambos os complexos. Com a coordenacdo, a banda caracteristica do modo de
deformacio no plano do anel da piridina sofre um deslocamento significativo, passando de 616 cm™
no espectro do clioquinol para 676 e 667 cm’' nos espectros dos complexos [Pt(QI),]-2KCl (1) e
[Pt(QI),CL]-KCI (2), respectivamente. Essas variacdes de deslocamentos estdo de acordo com a
coordenacio do clioquinol através dos dtomos de oxigénio e do nitrogénio heteroaromatico’. Nos

espectros dos complexos (1) e complexos (2) obtidos na regio entre 700-200 cm™ novas bandas em

c.c Wagner, S. Calvo, M.H. Torre, E.J. Baran, J. Ramam Spectrosc. 38 (2007) 373.
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389 cm e em 345 cm’' foram atribuidas aos estiramentos V(Pt—0)* e v(Pt—N)’, respectivamente. As
figuras 7.2 e 7.3 mostram os espectros no infravermelho do complexo (2) nas regides entre 4000-400

cm’ e 650-200 cm’™.

Tabela 7.1.2 - Atribuicdes das principais bandas no infravermelho (cm™) dos complexos de platina(II,

1V)

Composto v(OH) | Vv(CN) | v(CO) | p(py) | v(MO) | V(MN)
HQI 3070F | 1577m | 1201F | 616f - -
[Pt(QD),]-2KCl (1) - 1552m | 1140m | 676f 389 345
[Pt(QD),ClL,] KC1(2) - 1552m | 1201m | 667f 389 345
*F= forte; m= média; f= fraca.
HQI ﬂ
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S
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O-H
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Figura 7.2 — Espectro no infravermelho do clioquinol e seu complexo [Pt(QI),Cl,]-KCl (2) obtido em
pastilha de KBr, 4000-400 cm™.

*G.A. Al-Hazmi, N.M. El-Metwally, O.A. El-Gammal, A.A. El-Asmy, Spectrochim. Acta Part A 69 (2008) 56.
°D. Kovala-Demertzi, A. Papageorgiou, L. Papathanasis, A. Alexandratos, P. Dalezis, J.R. Miller, M. A.
Demertzis, Eur. J. Med. Chem. 44 (2009) 1296.
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Figura 7.3 - Espectro no infravermelho do clioquinol e seu complexo [Pt(QI),ClL,]- KCI1(2)
obtido em nujol/Csl, 650-200 cm™,

Ressondncia Magnética Nuclear dos complexos organoestdnicos

As atribuicdes dos sinais de RMN de 'H (DMSO-dq) dos complexos de platina(IL,IV)
encontram-se na tabela 7.1.3. Os complexos (1) e (2) sdo pouco soliveis em DMSO-ds e CDCl;,
impossibilitando a atribui¢io dos sinais de RMN de "*C. Os sinais de RMN de 'H dos anéis arométicos
do complexo [Pt(QI),]-2KCIl (1) sofrem deslocamentos significativos em relacdo aos sinais do
clioquinol livre, sugerindo a coordenacdo através dos datomos de oxigénio e nitrogénio. O
desaparecimento do sinal do hidrogénio da hidroxila no espectro do complexo (1) indica a
coordenacio do clioquinol em sua forma ani6nica. Na figura 7.4 estdo os espectros de RMN de 'H do
clioquinol e do seu complexo de platina(Il) (1).

O complexo (2) reage com DMSO-ds rapidamente. Na figura 7.5 estdo os espectros do
clioquinol e do complexo (2) obtidos logo apds a adicdo do solvente e ap6s 2 dias. Também foi feito
um experimento de RMN de 'H do complexo (2), em CDCl; porém o composto parece decompor-se
nesse solvente, pois sinais caracteristicos do ligante aparecem em maior propor¢do. Portanto, apenas

os sinais de RMN de 'H do complexo (1) foram atribuidos.
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o 1 1 1 1
Composto
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HQI 'J =4,08; Z’]f‘}fg 'J=8,54;| 795 | 11,03
J=1,30 - J=1,32
[Pt(QD),].2KCI (1) | 9,02-9,00 | 7,98-7,90 | 8,80-8,75 | 8,06 -

)
4 - Espectro de RMN de 'H do clioquinol e seu complexo de platina(Il) [Pt(QI),]-2KCI (1)
em DMSO-d;, 200 MHz.

Tabela 7.1.3 - Atribui¢des, nimero de hidrogénios (n°), deslocamentos quimicos (J ppm),
multiplicidade (M) e constante de acoplamento (J) dos sinais de RMN de 'H do clioquinol e seus

complexos de platina(Il) em DMSO-dg, 200 MHz
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Figura 7.5 - Espectro de RMN de 'H entre 9,5-7,0 ppm do clioquinol e seu complexo de platina(IV)
[Pt(QI),CL,]- KCI(2) logo apds adi¢do do solvente e apds dois dias, em DMSO-dg, 200 MHz.

7.1.2 — Cristalografia por Difragdo de Raios X
Pela difusdo lenta do complexo (1) em uma solucdo de DMSO/acetona foram obtidos
monocristais de [Pt(QD)(DMSO)CI] (1a). Os dados cristalograficos e de refinamento estdo

apresentados na tabela 7.1.2.1. Na figura 7.6 mostra o diagrama molecular da estrutura do complexo

(1a).

Figura 7.6 — Diagrama molecular do complexo [Pt(QD)CI(DMSO)] (1a).
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O complexo (1a) é uma molécula neutra, contendo um ligante cloreto, uma molécula de
DMSO e uma molécula do clioquinol em sua forma anidnica coordenados ao centro de platina(Il). A
coordenacdo ao metal ocorre através dos dtomos de nitrogénio e oxigénio. Comparagdes entre os
complexos (1) e (1a) indicam que a formacgdo de (1a) em solucdo DMSO/acetona ocorreu a partir da
saida de uma molécula de clioquinol ani6nica da esfera de coordenacdo do metal e a entrada de uma
molécula de DMSO e de um ligante cloreto, sendo este tultimo advindo das moléculas de KCl
presentes no composto. Na tabela 7.1.2.3 encontram-se as distincias e angulos dos atomos
selecionados do clioquinol® e do complexo (1a).

Como esperado, as distancias e angulos de ligacdo nos quais os dtomos coordenantes estdo
envolvidos sofrem variacdes significativas apds a coordenacdo ao fon metdlico. No clioquinol, as
distancias entre C7-C8, C8-C9 e C8-O1 sao de 1,358(1) A, 1,3986(9) A e 1372(2) A,
respectivamente, passando para 1,380(14) A, 1,421(14) A e 1,317(11) A no complexo (1a),
respectivamente. A platina forma um anel de cinco membros em que as distdncias entre N1-Ptl e O1-
Ptl sao praticamente iguais. Isso provoca variagdes mais significativas na distancia de ligacdo entre
C8-01 de aproximadamente 0,05 A. Os angulos entre N1-C9-C8 e C7-C8-C9 sao afetados da mesma
forma, passando de 118,37 ° e 120,15 ° no clioquinol para 115,7(9) ° e 116,0(9) ° no complexo (1a),

uma diminui¢@o de aproximadamente 5 ° para alcangar maior estabilidade para essa geometria.

I M. Leger, P.Marsau, J.Housty, C.R. Acad. Sci.C Chim. 274 (1972) 1991.
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Tabela 7.1.2.1 — Resumo da cole¢@o de dados e refinamento do complexo [Pt(QD)CI(DMSO)] (1a)

Composto (1a)
Férmula empirica C,1H,CLINO,Pt S
Massa molar (g.mol'l) 613,15
Cor Marrom
Dimensodes do cristal
3 0,4008 x 0,2279 x 0,1024
(mm”)
Temperatura (K) 170(2)
Radiacio, A (A) Mok, 0,71073
Intervalo de 6 (°) 2,82 t0 26,37
Intervalos de hkl -0<h <9, -25<k <25, -25<1 <25
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P2/c
a(A) 7,23850(10)
b (A) 20,4599(4)
c (A) 20,2428(3)
a(® 90(3)
B () 93,078(2)
Y ; 90(3)
Volume (A)/ Z 2993,61(8)/ 8
F(000) 2240
Densidade cz_13lculada 2721
(mg.m")
Coeficiente de_labsorgao n 11,928
(mm™)
Reflexdes coletadas 45129
Reflexdes unicas/ R(int) 6092/ 0,0555
Parametro§ r~ef1nados/ 347/ 0
restricoes
R [I>26(D)] R1 =0,0467; wR2 = 0,0913
R (all) R1=0,0577; wR2 = 0,0946
Qualidade de ajuste, S 1,187
Ap min/max (e.A°) 1,317/ 1,775
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Tabela 7.1.2.3 - Distancias (10\) e angulos (°) entre os dtomos selecionados de [Pt(QDCI(DMSO)] (1a).

Desvio padrio entre parénteses

7.1.3 — Atividade citotoxica

, Distancias (108) , Angulos ©)
Atomos Atomos
HQI (1a) HQI (1a)
C2-N1 | 1,3092(9) | 1,314(14) | N1-C9-C8 | 118,37 | 115,7(9)
C9-N1 | 1,360(0) | 1,388(13) | C2-N1-C9 | 119,16 | 118,9(9)
C8-C9 | 1,3986(9) | 1,421(14) | C8-C7-11 | 121,55 | 119,2(8)
C7-C8 | 1,358(1) | 1,380(14) | C7-C8-C9 | 120,15 | 116,0(9)
C5-Cl1 | 1,754(3) | 1,757(11) | C2-N1-Pt1 - 130,0(8)
C7-11 | 2,103(2) | 2,092(10) | C8-O1-Ptl - 112,1(6)
C8-01 | 1,372(2) | 1,317(11) | O1-S1-Pt1 - 177,7(2)
N1-Ptl - 2,026(9) | N1-Pt1-O1 - 82,2(3)
O1-Pt1 - 2,024(7) | N1-Pt1-S1 - 98,0(3)
S1-Ptl - 2,185(3) | O1-Pt1-S1 - 177,7(2)
CI2-Pt1 - 2,342(3) | N1-Pt1-CI2 - 172,3(3)
O1-Pt1-CI2 - 90,2(2)
S1-Pt1-CI2 - 89,66(10)

A atividade citotdéxica do clioquinol, seus complexos de platina(ILIV) e os respectivos sais de

partida foi avaliada frente as linhagens leucémicas Jurkat e HL60 e as células de tumores MCF-7

(carcinoma mamadrio) e HCT-116 (carcinoma colo-retal). A cisplatina foi utilizada como um composto

de referéncia.

Todos os compostos demonstraram baixa atividade contra a proliferacio celular das linhagens

Jurkat, MCF-7 e HCT-116 a 10 uM. No entanto, o resultado da atividade contra HL-60 foi

interessante. A coordenagdao a platina(Il) e platina(IV) resultou em um aumento de 2,5 vezes na

atividade citotoxica. A tabela 7.1.3.1 apresenta os valores de concentracdo em uM que inibe 50 % do

crescimento (Clsy) das células leucémicas HL-60.
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Tabela 7.1.3.1 - Valores de Cls, (uM) do clioquinol e seus complexos de platina(ILIV) contra

leucemia HL-60

Cls (uM)
Composto _Intervalo de confianga a 95% entre paréntesis
HL60
HQI 11,1 (8,8a14,1)
@) 33(2,1a5,0)
2 3,4(2,3a5,0)
K,PtCly >100
K,PtClg >100
Cisplatina 5,712,3a14,3)

Apesar das diferencas entre os complexos [Pt(QI),]-2KCl (1) e [Pt(QI),ClL,] (2), os valores de

ClI5, foram semelhantes. Estudos mostram que a atividade do {on de platina(IV) esta relacionada com a

sua redugdo a platina(Il) no organismo’. Isso pode ter acontecido com o complexo (2) que demonstrou

atividade semelhante & do complexo (1).

Ambos os complexos foram ligeiramente mais ativos que a cisplatina e que o clioquinol livre.

Essa atividade pode ser atribuida ao complexo como uma entidade, j4 que os sais de partida ndo foram

ativos e que o clioquinol livre foi menos ativo. A inser¢do do metal pode provocar alteragdes na

lipofilia, facilitando a entrada do complexo para o meio celular.

"M.D. Hall, T.W. Hambley, Coord. Chem. Rev. 232 (2002) 49.
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7.2.1- Andlises dos complexos de organoestanicos

Os complexos organoestanicos foram caracterizados a partir de andlise elementar,
temperaturas de fusdo, medidas de condutividade molar, andlise da curva termogravimétrica (TG) e de
seus espectros eletrdnicos, de massas, no infravermelho, de ressondncia magnética nuclear (RMN) e
Mossbauer. A Tabela 7.2.1 apresenta as cores, massas molares (MM), condutividades molares (Ay),

andlise elementar, e temperaturas de fusdo dos complexos.

Tabela 7.2.1 — Dados analiticos obtidos para os complexos organoestanicos com clioquinol

MM Analise Elementar Temp.
Composto Cor (g mol™ AM" (%)" de
C H N fo“csa°

31,22 2,60 2,90 159-

310 .
[(+-Bw)SH(QNICI-2H0 | Amarela | 856,29 | 917 | See | 2 | 399 | 161

33,40 2,24 2,22
(33,08) | (245 | (2,27)

AM: (Q’lcmzmol'l) DMF~1,0x10" mol L'; "Valores teéricos entre parénteses; “Ponto de fusdo do clioquinol:
175-183 °C.

4| [SnPh(QDCL]-EtOH | Amarela |617,.28 | 11,4 96-98

Os resultados das andlises sugerem que o complexo (3) € eletrdlito do tipo 1:1 formado por
duas moléculas de clioquinol em sua forma anidnica e um grupo n-butila coordenados ao ion metalico,
com um ligante cloreto como contra-ion. A curva termogravimétrica do complexo (3) confirma a
presenca de duas moléculas de dgua pela perda de massa de 4,26% (valor tedrico: 4,28%) entre 28 °C
e 250 °C. Ja o complexo (4) € neutro e formado por uma molécula de clioquinol sob a forma anidnica,
dois ligantes cloretos e um grupo fenila coordenados ao centro metdlico. Na curva TG do complexo
(4) observa-se uma perda de massa de 7,31 % entre 30 °C e 168 °C, que foi atribuida a saida de uma
molécula de etanol (tedrico: 7,46 %).

Foram obtidos os espectros de massas com ionizacdo por electronspray nos modos positivo e
negativo para ambos os complexos em solucdo de metanol. No espectro de massas no modo positivo
(ESI(+)-MS) do complexo (3) aparece um sinal com m/z 784,7773 que foi atribuido ao fon [n-
BuSn(QI),]" (teérico: 784,78). O espectro no modo negativo mostra um pico-base com m/z 303,8983
atribuido a uma molécula anidnica de clioquinol (teérico: 303,90). Na figura 7.7 estdo os espectros de
massas do complexo (3). No espectro de massas no modo positivo do complexo (4) o pico-base com
m/z 531,8600 foi atribuido a espécie ([SnPh(QD)]** + MeO’) com um valor teérico de m/z 531,86. No
modo negativo, o espectro mostra dois sinais mais abundantes com m/z 303,8991 e m/z 607,7403,
caracteristicos de uma (m/z 303,90) e duas (m/z 607,80) moléculas de clioquinol anidnicas,

respectivamente.
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Inten.
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Figura 7.7 - Espectros de massas do complexo [(n-Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3) em metanol.

Espectroscopia no Infravermelho dos complexos organoestdnicos

As atribui¢des das bandas dos espectros no infravermelho do clioquinol e de seus complexos
organoestanicos estdo apresentadas na tabela 7.2.2. A figura 7.8 apresenta o espectro do clioquinol e
seu complexo [(n-Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3).

A banda forte caracteristica do estiramento v(O—H) em 3070 cm™' no espectro do clioquinol
livre desaparece nos espectros de ambos os complexos, sugerindo a coordenagdo do clioquinol em sua
forma anidnica, o que estd de acordo com os dados de microandlises.

Com a coordenagao, a banda caracteristica do estiramento V(C=N) em 1577 cm’' no espectro
do clioquinol desloca-se para 1557 cm™ nos espectros dos complexos (3) e (4), respectivamente.
Deslocamentos significativos ocorrem nas bandas de estiramento v(C-O) e p(py) apds a coordenagio,
que passam de 1201 cm™ e 616 cm™ no espectro do clioquinol para 1111 cm™ e 1110 cm™ e 606 cm™ e
609 cm™ nos espectros dos complexos (3) e (4), respectivamente, indicando a complexagio através os
4tomos de oxigénio e do nitrogénio heteroaromatico®.

Novas bandas na regiio de baixa energia nos espectros dos complexos em 463 cm™ e 403 cm’™
no espectro de 3 foram atribuidas aos estiramentos v(Sn—0O) e v(Sn—N), enquanto que no espectro de 4
novas absorcdes em 463 cm™’, 402 cm™, 231 e 227 ecm’ foram atribuidas aos estiramentos v(Sn—0),

v(Sn—N) e v(Sn—Cl) respectivamenteg. Portanto, os dados de andlise elementar, as condutividades

$c.c Wagner, S. Calvo, M.H. Torre, E.J. Baran, J. Ramam Spectrosc. 38 (2007) 373.
’ K. Nakamoto, Infrared Spectra of Inorganic and Coordination Compounds, second ed., Willey-Interscience,
New York, 1970, p.327.
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molares e os espectros no infravermelho indicam a formacdo de complexos organoestinicos penta-

. . 10
coordenados, muito comuns na literatura.

Tabela 7.2.2- Atribuicdes das principais bandas no infravermelho (cm™) dos complexos

organoestanicos de clioquinol

cl
X
=
N |
OH
Composto v(OH) v(CN) v(CO) | p(py) | vVIMO) | V(MN) | v(MCl)
HQI 3070F 1577m | 1202F | 616f - - -
[17-(Bu)Sn(QI),]Cl-2H,0 (3) - 1557m | 1111m | 606f 463 403 -
[SnPh(QD)Cl,]-EtOH (4) - 1557m | 1110m | 609f 467 402 231; 227
*F= forte; m= média; f= fraca.
HQI
(py)
It |
ﬂ | 21
L 8
L 88
@ C=N
O-H

S8yl

Lyl
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Figura 7.8 — Espectro no infravermelho do clioquinol e seu complexo [n-(Bu)Sn(QI),]Cl-2H,0O (3)

obtidos em pastilha de KBr, 4000-400 cm’,

10 Zia-ur-Rehman , N. Muhammada, S. Ali, I.S. Butler, A. Meetsma, Inorg. Chim. Acta 373 (2011) 187.
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Espectroscopia Méssbauer de "'’Sn

Os parametros na espectroscopia Mossbauer sdo importantes para fornecer informacdes como
a valéncia do fon metdlico, os tipos de nicleos presentes na amostra € o ambiente estrutural no qual o
metal estd inserido''. O desvio isomérico, 8, é diretamente proporcional 2 densidade eletronica s do
ntcleo de estanho que pode ser afetado por elétrons presentes em outros orbitais. Os valores de  estdo
entre 0 ¢ 4,0 mm s em relacio a SnO, (tomado como valor 0). > 0 significa um aumento na
densidade eletronica s em relacdo a referéncia. Portanto, valores de & entre 0 e 2,0 mm s!
correspondem espécies contendo niicleos de estanho(IV), enquanto que valores de & > 2,0 mm s
correspondem a nucleos de estanho(Il). O desdobramento quadrupolar, A, refere-se a assimetria na
distribuicdo eletronica no dtomo de estanho. Assim para compostos com distribui¢do perfeitamente
simétrica, como o SnCly, o valor de A € nulo. Dessa forma, a quantidade e o tipo de ligantes
coordenados ao estanho podem provocar o aparecimento de um quadrupolo nuclear. Dessa forma,
quanto maior o niimero de coordenagio do complexo, maior serd o valor de A."

Os valores de 6 e A para os complexos [1n-(Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3) e [SnPh(QI)Cl,]- EtOH (4)
e de alguns sais de partida usados como referéncia estdo dispostos na tabela 7.2.3. A figura 7.9 mostra
os espectros Mdssbauer de "Sn dos complexos (3) e (4) a 80 K. As linhas das curvas indicam a
presenga de um unico sitio de estanho em cada composto. Os baixos valores de 6 dos complexos
indicam a presenca de nicleos de estanho(IV) e que, pela complexagdo, ocorreu um aumento no
nimero de coordenacdo do estanho, de quatro em [(n-Bu)SnCl;] e [SnPhCl;] para cinco nos
complexos (3) e (4), respectivamente. O cardter s passa de 25% (hibridacdo sp’) nos sais de partida a
20% (hibridacdo sp’d) nos complexos. O aparecimento do desdobramento quadrupolar em relagio ao
SnCly indica uma assimetria na distribuicdo de densidade eletronica ao redor do metal. Outra
informac@o interessante que refor¢a a proposta de penta-coordenagdo é o valor da razéo p (A/8) em
complexos organoestanicos. Valores > 2,0 indicam um nimero de coordenacio de estanho superior a
quatro. Nos casos de 3 e 4 esses valores sdo iguais a 2,51 e 2,44, respectivamente.

Como mostrado na tabela 7.2.3, a presenca dos grupos n-butil ou fenil ndo d4 lugar a

diferencas significativas nos pardmetros Mossbauer de 3 e 4.

"1 Pellerito, L. Nagy, Coord. Chem. Rev. 224 (2002) 111.
12 C.A L. Filgueiras, Quim. Nova, 21(2) (1998) 176.
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Tabela 7.2.3- Parametros hiperfinos Mossbauer dos complexos organoestanicos de clioquinol e alguns

sais usados como referéncia

& (mm s™) A (mms™) *I" (mm s™) Area (%)
Composto (£ 0,05) (£ 0,05) (£ 0,02) 1)
(3) 0,73 1,83 0,90 100
4) 0,75 1,83 0,88 100
SnCL,"° 0,82 0
BuSnCl;" 1,31 1,83
PhSnCl;'" 1,10-1,47 1,5-1,84

*I": Largura da banda a meia-altura, que estd relacionado a meia-vida do estado nuclear excitado (I" para o
estanho = 0,80-1,20 mm s'l)

80 K

é[n-(Bu)Sn(QI)z]Cl'ZHgo 3

Transmissao relativa
=
o

099

098

Velocidade (mm s

Figura 7.9 - Espectros Maossbauer de "9Sn  dos complexos [n-(Bu)Sn(QI),]CI-2H,O0 (3) e
[SnPh(QI)Cl,]-EtOH (4) a 80 K.

Espectroscopia eletronica dos complexos organoestdnicos
O espectro eletronico do clioquinol livre apresenta duas bandas, sendo uma em torno de 259
nm (5,50 x 10* M'em™) e outra em 334 nm (€ = 5,65 x 10° M 'em™) atribuidas as transi¢des n— 7* do

anel da piridina e dos grupos CN e CO, respectivamente'”.

B3 AP Rebolledo, G.M. Lima, L.N. Gambi, N.L. Speziali, D.F. Maia, C.B. Pinheiro, J.D. Ardisson, M.E. Cortés,
H. Beraldo, Appl. Organometal. Chem. 17 (2003) 945.
4R, Barbieri, L. Pellerito, N. Bertazzi, G. C. Stocco, Inorg. Chim. Acta, 11 (1974) 173.

SM. Carcelli, S. Tanelli, L. Mavilla, C. Pelizzi, G. Pelizzi, Inorg. Chim. Acta 245 (1996) 43.
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Com a coordenacdo ao n-butilestanho(IV) verifica-se o deslocamento das referidas bandas
para 274 nm (€ = 7,46 x 10°M'em™) e 344 nm (e = 6,77 x 10°M'em™). No espectro do complexo [n-
(Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3) observa-se o surgimento de uma banda em 396 nm (€ = 7,40 x 10°M'em™)
atribuida a uma transicdo de transferéncia de carga entre orbitais do ligante e do metal.

Ap6s a coordenacdo ao fenilestanho(IV) as bandas sofrem deslocamento para 279 nm (€ =
2,99 x 10° M'em™) e 329-346 nm (¢ = 1,95 x 10° M'em™). A banda caracteristica de transi¢do de
transferéncia de carga entre orbitais do ligante e do metal surge em 399 nm (¢ = 2,74 x 10°M'cm™). A

figura 7.10 apresenta os espectros eletronicos do clioquinol livre e seus complexos organoestanicos.

10 ——[SnPh(QI)CL,] - 3,43.10° M
—— Clioquinol - 1,47.10° M
0,8 1 p

[n-(Bu)Sn(QI),ICI - 1,27.10° M

0,6
%)
Q
<

0,4 1

0,2 1

4] —
/-\A< \\;
0,0 — -
T T T T T T 1
300 400 500 600
nm

Figura 7.10 - Espectros eletronicos de HQI, [n#-(Bu)Sn(QI),]Cl-2H,0 (3) e [SnPh(QI)Cl,]- EtOH (4).

Ressonancia Magnética Nuclear dos complexos organoestanicos

As atribuicdes dos sinais de RMN de 'H (DMSO-ds) dos complexos de organoestinicos
encontram-se na tabela 7.2.4. Apdés a coordenagdo, os sinais de '"H dos anéis aromadticos dos
complexos sofrem deslocamentos significativos, sugerindo a coordenagdo através dos atomos de
oxigénio e nitrogénio. O desaparecimento do sinal do hidrogénio de O-H, situado no espectro do
clioquinol livre em 11,03 ppm, indica a coordenagdo do clioquinol em sua forma anidnica. Na figura
7.11 encontram-se os espectros de RMN de 'H do clioquinol livie e de seu complexo

[SnPh(QI)Cl,]- EtOH (4) em DMSO-d.
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Tabela 7.2.4- Atribui¢des, nimero de hidrogénios (n°), deslocamentos quimicos (J ppm) e

multiplicidade (M) dos sinais de RMN de 'H do clioquinol e seus complexos de organoestinicos em

DMSO-dg, 200 MHz

Atribui¢des (M)
Composto n° (DMSO-de)
P H2(@) | H3@®) | H4@) [ H6®) | op
1 1 1 1
HQI 8,95-8,92 | 7,76-7,70 | 8,46-8,41 7,95 11,03
[7-(Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3) | 8,72-8,68 | 7,93-7,86 | 8,68-8,64 8,16 -
[SnPh(QI)Cl,]- EtOH (4) 9,55 8,12 8,97 8,23 -

* Desdobramento padrio; no entanto, devido a sobreposi¢do de sinais sdo apenas observados multipletos.
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[SnPh(QDCL,]- EtOH (4)
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8.227

S
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Figura 7.11 - Espectro de RMN de 'H do clioquinol (HQI) e do complexo [SnPh(QI)Cl,]- EtOH (4)
em DMSO-ds, 200 MHz.

No espectro do complexo [n-(Bu)Sn(QI),]Cl-2H,O (3) aparecem sinais com 20% de

abundincia que ndo sdo coincidentes com os sinais do ligante livre, sugerindo interagdo com o

solvente ou a formagdo de outras espécies. Para descartar uma possivel interacdo com o solvente,

foram realizados experimentos de RMN em CDCIl;. Os mesmos sinais permanecem, sugerindo assim

que a interagdo com o DMSO ndo seria responsavel pela presenca de sinais duplicados.
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Na tabela 7.2.5 encontram-se as atribuicdes dos sinais de RMN de 'H do clioquinol e seus
complexos organoestanicos em CDCl;. Nio foram observados sinais de acoplamento 'J('H-'"Sn) e
1J(BC—HQSn). Nos espectros de RMN de 'H dos complexos (3) e (4) em CDCl; observam-se os
deslocamentos dos sinais do clioquinol e o surgimento dos sinais do grupo orginico proveniente do sal
de partida. No espectro de 3 surgem sinais na regio de campo alto caracteristicos do grupo n-butila. A
propor¢do do grupo n-butila em relagdo a porcdo do clioquinol é 1:2 (n-Bu:QI), o que estd coerente
com a proposta conforme a analise elementar e o espectro de massas. No espectro do complexo (4)
surgem sinais em torno de 7 ppm caracteristicos do grupo fenila em uma propor¢ao de 1:1 em relagdo
aos sinais do clioquinol, concordando com a proposta feita pela andlise elementar.

As figuras 7.12 e 7.13 mostram sec¢des expandidas dos espectros de RMN de 'H e dos mapas
de contorno HMBC do complexo (3) a 300 K em CDCl;. O simbolo (") usado nos sinais das figuras

7.13 e 7.16 refere-se a uma espécie nao majoritaria em solugao.

Ha
[7-(Bu)Sn(QI),]C1-2H,0 (3)
H4 B
H2 [ Hi
| CH3 + |+
,;,;",HM.'F :—90
| C
| _—QI'J
7 fe) -
- \8/0\ / -
e = o0
IR C
c \ho \TH AW E o
_é_:_fu-t-c_u ui}f—-cm 4\3/2 E
| 120
J H6-C5 ___~_'|r_H 305 C
| 3 — 130
“Jheco L
| ) 140
| Juec2 Jre =
— | oy —
| . 150
“Juscs C
cPPm
| T T T T | T T T T | T T T T T T T T | T
8.50 8.00 7.5 7.00

ppm {12)

Figura 7.12 - Mapa de contorno HMBC do complexo [n-(Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3) em CDCl; a 300 K,
400 MHz.
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Figura 7.13 - Mapa de contorno HMBC do complexo [#-(Bu)Sn(QI),]Cl-2H,0 (3) em CDCl; a 300 K,

400 MHz.

Tabela 7.2.5- Atribui¢des, nimero de hidrogénios (n°), deslocamentos quimicos (J ppm) e

multiplicidade (M) dos sinais de RMN de 'H do clioquinol e seus complexos organoestinicos em

CDCl;, 400 MHz

al
AN /fl"\
37 N10” e Atribuicoes
L b o
Composto \N1/ NN n°
b
H2 H3 H4 H6 Ha Hp Hy CH;
(d*) (t) (d) (s) (t*) (dt*) | (m*) (t)
1 1 1 1 2 2 2 3
[(r-Bu)SnCL] i i i i 2,45- 1,98- 1,56- 1,02-
238 | 1,83 | 141 | 095
HOI 8,84- | 7,64- | 8,54- - - - -
881 | 757 | 850 | "%
(3) 7,57- | 8,56- 1,78- 1,60- 1,47- 0,89-
8,83 7,54 8,54 7,96 1,71 1,52 1,34 0,81
4) 8,78- 7,73- i ) i i
8.75 8,11 7.68 7,56

* Desdobramento padrdo, no entanto, devido a sobreposi¢do de sinais sdo apenas observados multipletos.

Nos espectros de RMN de C em DMSO-ds e CDCl; dos complexos (3) e (4), todos os sinais

do clioquinol sofrem deslocamentos significativos com a coordenagdo. Os sinais dos carbonos C8-O e
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C9 foram atribuidos a partir dos sinais nos mapas de correlacio HMBC. C8 e C9, proximos aos
atomos coordenantes O e N, respectivamente, sdo os que mais se deslocam. Isto sugere a coordenagdo
do ligante no modo bidentado. Na tabela 7.2.6 encontram-se as atribuicdes dos sinais de RMN de °C
do clioquinol e seus complexos de estanho(IV) em CDCl; a 300 K. No espectro do complexo [n-
(Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3) todos os sinais estdo duplicados e mostram diferentes intensidades,
sugerindo a presenca de mais de uma espécie em solugdo, sendo que uma delas é majoritaria a 300K
(ver Figuras 7.14 e 7.15).

Os espectros de RMN de '"*Sn foram obtidos em CDCl;. Nos espectros de 3 ¢ 4 aparecem
dois sinais, em -404 ppm e -518 ppm em 3 e em -33 ppm e -520 ppm em 4, indicando a presenca de
duas espécies em solugdo. Os deslocamentos quimicos dos sinais de '"’Sn do complexo (3) sio
proximos sugerindo o mesmo nimero de coordenacdo de ambas as espécies. Apesar de o espectro
RMN de '"’Sn do complexo (4) mostrar dois sinais bem diferentes, ndo foi possivel visualizar espécies

. L . 3
isoméricas em seus espectros de RMN de 'H e "°C.

\ / CHgy
Cy +
[17-(Bu)Sn(QI),1C1-2H,0 (3) | B |
| Co
7
N0 | O
Ll g\ /Sn
cl \ho/ \T1 \N/ ‘ o]
4\3/2 N
Co
C3
C2
C4’e Co| C5 c10
c2 c4 cs 3
T T T T T T
145 140 135 130 125 120 ppm

Figura 7.14 - Espectro de RMN de BC entre 148-115 ppm do complexo [r-(Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3)
em CDCl; a 300 K, 400 MHz.
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Figura 7.15 - Espectro de RMN de BC entre 31-12 ppm do complexo [n-(Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3) em

CDCl; a 300 K, 400 MHz.

Tabela 7.2.6- Atribui¢des e deslocamentos quimicos (& ppm) sinais de RMN de °C e DEPT 135 do

clioquinol livre e seus complexos organoestanicos (CDCl;), 400 MHz

Cl‘,l
N0 N
|2|\N1/5|’\8/l\|
by
Atribuicées | DEPT HQI 3) 4)
C2 T 148,85 146,04 146,65
Cc3 T 122,84 122,40 124,17
Cc4 T 137,02 138,09 139,74
C5 - 126,09 127,03 128,43
Cé6 T 134,07 137,61 136,35
Cc7 - 75,66 81,68 84,04
C8-0 - 152,21 155,61 169,43
C9 - 135,39 133,43 133,12
C10 - 121,29 116,04 119,64
Atribuicées | DEPT | [(n-Bu)SnCl;] 3
Ca;, Co \2 28,04 27,58; 30,27
CB; CB \J 26,74 27,14; 27,25
Cy; Cy \2 25,60 25,91; 25,76
CH;; CHY T 12,02 13,62; 13,66

137



Capitulo 7

Uma vez que foi descartada a coordenagdo do DMSO ao centro de estanho(IV) quando o
complexo (3) € dissolvido ja que os mesmos sinais duplicados aparecem em CDCl;, duas espécies
poderiam coexistir na solucdo (tanto de DMSO quanto de CDCl;). Para estanho(IV) com nimero de
coordenacdo 5 as geometrias de pirdmide de base quadrada e trigonal bipiramidal poderiam em
principio estar presentes. No entanto, vdrias estruturas isoméricas poderiam ser consideradas,

conforme a Figura 7.16 abaixo:

But n-but n-but

cis

But

n-but

n-but
trans
B C
//O
N
n-but

0
\
N

D E

Figura 7.16 - Possiveis estruturas e geometrias adotadas pelo complexo [r-Bu)Sn(QI),]Cl-2H,0 (3).

A partir desses resultados, realizou-se uma série de experimentos de RMN do complexo (3)
em CDCl; (400 MHz) em diferentes temperaturas (273 K, 300 K e 325 K) para investigar o equilibrio
dessas espécies em solucio. No entanto, nos espectros de RMN de 'H, a proporgio de 1:2,75 entre as
espécies majoritdrias, calculada a partir da relacdo de integragdes dos sinais de H6’ e H6, permanece
praticamente a mesma nas diferentes temperaturas.

A razdo entre os sinais do grupo n-butila e do clioquinol também permanece a mesma (1:2)
em diferentes temperaturas. No entanto, com o resfriamento a 273 K ocorre o surgimento de outros
sinais (mais evidentes nos espectros de RMN de "C). As diferentes espécies em solugdo em
temperaturas mais elevadas estdo em movimentos rotacionais mais rapidos de forma que a localizac¢do
dos sinais dos espectros nessas temperaturas ¢ uma média dos deslocamentos quimicos de cada um,

sendo entdo observados menos sinais que a baixas temperaturas. Em baixas temperaturas as rotacdes
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sd0 mais restritas e assim os sinais estdo mais deslocados. As figuras 7.17 a 7.20 mostram os espectros
de RMN de 'H e "*C do complexo (3) em diferentes temperaturas.

Apés os experimentos em diferentes temperaturas foi realizado novamente um RMN de 'H a
300 K para verificar a possibilidade de decomposicdo da amostra pelo aquecimento. A amostra ndo
sofreu decomposicao ja que o espectro é semelhante ao primeiro obtido a 300 K. Assim, a variacio da
temperatura parece provocar diferencas nos deslocamentos quimicos dos sinais sem decompor a
amostra. Com essas informacdes pode-se concluir que as espécies isoméricas ndo sofrem
interconversdo dentro dessa faixa de temperatura, ja que as propor¢des dos sinais sdo as mesmas.

Nao foi possivel atribuir a que espécies os sinais de RMN se referem com as técnicas aqui

utilizadas. Caélculos tedéricos DFT estdo sendo realizados, os quais possivelmente fornecerdo mais

ul

300K

dados para que uma atribuicdo inequivoca possa ser feita.

8.817
8.815
8.560
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Figura 7.17 — Espectro de RMN de 'H entre 9,2-7,0 ppm do complexo [7-(Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3) em
CDCl; a diferentes temperaturas (325 K, 300 K e 273 K), 400 MHz.
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Figura 7.18 — Espectro de RMN de 'H entre 2,1-0,5 ppm do complexo [7-(Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3) em

CDCl; a diferentes temperaturas (325 K, 300 K e 273 K), 400 MHz.

325K [n-(BwSn(QN,]CI-2H,0 (3)
300 K s c
2 Cs
9 CI0
23K £ % £k 5 : :
-

‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T
150.0 145.0 140.0 135.0 130.0 125.0
ppm (t1)

120.0

Figura 7.19 — Espectro de RMN de BC entre 151-115 ppm do complexo [r-(Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3)

em CDClj; a diferentes temperaturas (325 K, 300 K e 273 K), 400 MHz.
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325K [7-(Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3)
300 K
HC. —_—
Cy
) +
| N
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Figura 7.20 — Espectro de RMN de BC entre 31-12 ppm do complexo [#-(Bu)Sn(QI),]Cl-2H,0 (3) em
CDCl; a diferentes temperaturas (325 K, 300 K e 273 K), 400 MHz.

7.2.2 — Atividade Biologica

7.2.2.1 — Atividade antimicrobiana utilizando o método de macrodiluicdo
A atividade antimicrobiana dos complexos [n#-(Bu)Sn(QI),]Cl (3) e [SnPh(QDCL,] (4) foi

avaliada contra cepas de bactérias gram-positivas (Staphylococus aureus), gram-negativas

(Pseudomonas aerugunosa) e fungos (Candida albincans), de acordo com o procedimento descrito na

parte experimental (Capitulo 2, secdo 2.5).

Os valores das concentragdes inibitérias minimas (CIM) dos compostos estdo listados na

tabela 7.2.2.1, juntamente com os valores para o cloridrato de tetraciclina e o fluconazol, utilizados

como referéncia.

Tabela 7.2.2.1 — Valores de CIM em uM para o clioquinol livre e seus complexos organoestanicos

C. albicans P. aeruginosa S. aureus
Composto ATCC ATCC ATCC
10231 27853 6358
Clioquinol 4,3 33,7 23,7
[n-(Bu)Sn(QI),]CI-2H,0 (3) 0,4 >156,6 19,2
[SnPh(QD)C1,]- EtOH (4) 0,7 171,7 >278,1
Fluconazol 72,7 - -
Tetraciclina - 66,9 0,5
n-(Bu)SnCl; >2662,9 >1731,2 >1731,2
SnPhCl, 81,7 72,0 > 700,5
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Pelos valores obtidos de CIM observa-se que a coordenacio aos sais organoestanicos provoca
um aumento na atividade antifingica, mas nio se revelou uma estratégia interessante com relacio a
atividade antibacteriana. Este resultado pode estar relacionado a atividade do préprio clioquinol que é
um agente antifiingico. No entanto, a atividade dos complexos contra C. albicans foi cerca de dez
vezes maior que a atividade do clioquinol livre, sendo este tltimo mais ativo que o fluconazol. Essa
atividade pode ser atribuida aos complexos, ja que tanto os sais de partida quanto o clioquinol foram
menos ativos. Isso sugere que a coordenagdo ao n-butilestanho(IV) e fenilestanho(IV) seria uma boa

estratégia para aumentar a atividade antifiingica dessa classe de compostos.

7.2.2.2 — Atividade antifiingica utilizando o método de microdilui¢do

A partir dos resultados revelados pelos complexos contra o crescimento de fungos C. albicans,
foi avaliada sua atividade antifingica contra quatro espécies de Candida spp. (C. albicans, C. krusei,
C. glabrata e C. parapsilosis), utilizando o método de micro-diluicdo. Os resultados aparecem na

tabela 7.2.2.2.

Tabela 7.2.2.2 - Concentragdo inibitéria minima (CIM) em pM frente as diferentes espécies de

Candida spp.

Composto C. albicans | C. krusei | C. glabrata |C. parapsilosis

HQI 6,55 6,55 3,27 6,55

[1n-(Bu)Sn(QI),]Cl1-2H,0 (3) 1,17 2,33 1,17 4,67

[SnPh(QI)Cl,]-EtOH (4) 6,48 6,48 3,24 3,24

(n-Bu)SnCl; NA NA NA NA

SnPhCl; 211,92 211,92 423,62 211,92
Fluconazol 6,53 104,5 6,53 6,53

*NA = ndo ativo

O complexo (3) foi mais ativo que o clioquinol livre e o fluconazol frente a todas as espécies
de Candida enquanto que o sal [(n-Bu)SnCl;] ndo se mostrou ativo. (3) foi aproximadamente seis
vezes mais ativo que o clioquinol livre e que o fluconazol frente a C. albicans. O complexo (3)
revelou-se trés vezes mais ativo que o clioquinol e seis vezes mais ativo que o fluconazol contra o
crescimento de C. glabrata. Esses resultados mostram a eficdcia da coordenagao ao n-butilestanho(IV)
como estratégia para o aumento da atividade antifingica do clioquinol.

A atividade de 4 foi semelhante a do clioquinol exceto contra o crescimento de C. parapsilosis
onde se mostrou duas vezes mais ativo. No entanto, quando comparado ao fluconazol, o complexo (4)
foi mais ativo frente as cepas C. krusei, C. glabrata e C. parapsilosis e mostrou atividade semelhante
contra C. albicans. O sal de partida [SnPhCl;] revelou baixa atividade antiftingica, com valores de
CIM superiores a 211,92 uM.

Dessa forma, a atividade do complexo (3) contra as diferentes espécies de Candida e de 4
contra C. parapsilosis podem ser atribuidas aos complexos, ja4 que estes foram mais ativos que o

ligante livre e o sal de partida. O complexo (3) € formado por duas moléculas de clioquinol, o que néo
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¢ suficiente para atribuir a atividade apenas ao ligante, pois a atividade do complexo contra C.
albicans e C. krusei foi cerca de trés vezes superior a do ligante livre. Essa mesma observac¢do pode
ser feita para a atividade do complexo (4) contra C. parapsilosis, pois o complexo contendo apenas

uma molécula de clioquinol foi duas vezes mais ativo que o clioquinol livre.

7.2.2.3 - Teste de combinacdo terapéutica

As espécies de Candida sdo os fungos patogénicos mais comuns, sendo C. albicans
responsavel por mais de 50% de todas as infec¢des'. Cepas de C. albicans sio tipicamente suscetiveis
ao fluconazol e a outros antifingicos azdlicos, mas hd relatos do aumento da resisténcia,
especialmente em hospedeiros infectados pelo HIV submetidos a cursos repetidos da terapia
antifingica com azdis. A questdo da resisténcia aos medicamentos torna-se um desafio devido ao
nimero restrito de agentes antifingicos disponiveis para o tratamento de infeccdes invasivas causadas
por fungos."”’

A terapia de combinagdo de farmacos tem sido amplamente usada em vérios campos da
medicina. Apesar dos avangos no desenvolvimento de vérias drogas antifingicas e na terapia, a micose
continua a ser dificil de tratar. O efeito aditivo entre fairmacos nio € um conceito novo e a combinagao
de dois ou mais farmacos pode resultar em maior eficicia, velocidade de ac¢do, um espectro de
atividade mais amplo e melhor tolerabilidade pelo paciente'®. Além disso, a combinagdo pode permitir
a penetracdo do farmaco complementar em 4dreas de tecido infectado onde cada farmaco por si s6 ndo
conseguiria agir. Diante da patogenicidade apresentada por cepas de C. albicans e da resisténcia
apresentada por essas cepas a medicamentos, o estudo do efeito da combinacdo de compostos com
atividade contra o esse tipo de microorganismo mostra-se interessante.

Foram avaliadas as seguintes combinacdes: clioquinol/fluconazol (HQI/fluco), complexo
(3)/fluconazol (3/fluco) e complexo (4)/fluconazol (4/fluco) frente as diferentes cepas de C. albicans.
A tabela 7.2.2.3 apresenta os valores de concentragdo inibitéria fraciondria (CIF) para as combinagdes
com o fluconazol frente a diferentes cepas de C. albicans.

A combinacdo (3/fluco) mostrou um efeito aditivo contra a maioria das cepas testadas (CIF
média foi de 0,87), enquanto que este efeito foi observado por 50% das cepas testadas com a
combinacao (4/fluco) (CIF média = 1,03). Para a combina¢do (HQI/fluco) o efeito foi aditivo em
apenas cinco cepas, mas a média de CIF foi de 0,96, particularmente em razdo dos baixos valores de
CIF contra as cepas 064-CH/BO/VD e 022-CH/BO/VD.

Combinagdes (3/fluco) e (4/fluco) provaram ser mais potentes do que a combinagdo

(HQI/fluco) contra as cepas ATCC 18.804, 038-SB/BO e 076-CH/BO/VD. (3/fluco) foi mais potente

1 BE. Mansfield, H.N. Oltean, B.G. Oliver, S.J. Hoot, S.E. Leyde, L. Hedstrom, T.C. White. Pathogens, 6
(2010) 1.

7 J.W.M. van der Meer, F. van de Veerdonk, L.A.B. Joosten, B-J. Kullberg, M.G. Netea. Int. J. Antimicrob. Ag.
36S (2010) S58.

BTH Olafsson, B. Sigurgeirsson, R. Baran Combination. Br. J. Dermatol.149 (2003) 15.
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que (HQI/fluco) contra seis cepas enquanto (4/fluco) foi mais ativo que (HQI/fluco) contra cinco
cepas. Em muitos casos, o efeito passou de indiferente em (HQI/fluco) para aditivo nas combinacdes
(3/fluco) e (4/fluco).

Em geral os valores de CIF foram considerados como um indicativo de um efeito aditivo. No
entanto, diferencas intrinsecas das cepas resultaram em perfis de susceptibilidade distintos para as

combinacdes testadas.

Tabela 7.2.2.3 - Concentracdo inibitdria fracionada (CIF) frente a diferentes cepas de C. albicans

C. albicans CIF HQI CIF (3) CIF (4)
ATCC 18804 1,125 0,922 0,98
038-SB/BO 1,125 0, 875 0,96
076-CH/BO/VD 0,914 0, 539 0,83
093-SB/BO/RG 0,734 0, 988 1,11
064-CH/BO/VD 0, 569 0,519 1,09
022-CH/BO/VD 0, 664 0, 664 0,91
030-CH/BO/VD 1, 194 1,094 0,89
111-CH/BO/VD 1,125 1,125 1,29
073-CH/VG/VD 1, 094 0,617 1,19
072-CH/BO/VD 1, 109 1,109 1,23
031-CH/BO/VD 0, 944 0, 944 0,84
024-CH/BO/VD 1,125 1,125 1,13

*CIF £0,5 - sinergistica; CIF > 0,5 e < 1,0 - aditiva; CIF 1,0 < CIF < 4,0 — indiferente; CIF > 4,0 — antagonista.
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Discussdo e Conclusoes

O presente trabalho consistiu na sintese e estudo do perfil farmacoldgico de duas classes de
compostos. A primeira consistiu em tiossemicarbazonas que pudessem agir como agentes quelantes
para potencial uso na remocdo de metais de cérebros de pacientes portadores de doencas
neurodegenerativas. A segunda classe foi composta por complexos metalicos de tiossemicarbazonas,
bis(fenilhidrazonas) e de clioquinol com potenciais aplicagdes como agentes citotdxicos frente a
células tumorais e como agentes antimicrobianos.

As tiossemicarbazonas sdo caracterizadas pela presenca da cadeia N-N-C(S)-N. Sdo
compostos amplamente investigados na Quimica Medicinal Inorganica em fun¢do de suas capacidades
quelantes, do papel da coordenagio em mecanismos de acio e de suas propriedades farmacoldgicas'.
A literatura tem mostrado que suas atividades bioldgicas dependem da natureza dos grupos ligados ao
carbono azometinico. Tiossemicarbazonas sem a presenca de um heterodtomo ou de grupos
coordenantes no anel aromdtico unido ao carbono azometinico, representam um grupo de compostos
que podem se ligar aos metais de forma bidentada. Por sua vez, tiossemicarbazonas (N)-
heterociclicas podem atuar como sistemas quelantes tridentados. Sabe-se que uma menor capacidade
quelante resulta em diminuigdo dos efeitos farmacoldgicos das tiossemicarbazonas.’

No presente trabalho os dois grupos de tiossemicarbazonas foram investigados. Em uma
primeira etapa foram preparadas tiossemicarbazonas contendo um sistema bidentado e o perfil
farmacoldgico das mesmas foi avaliado. Uma menor capacidade quelante e a consequente redugdo dos
efeitos farmacoldgicos das tiossemicarbazonas s@o interessantes quando se pretende usd-las como
agentes complexantes para remoc¢do de metais toxicos. De fato, para esse tipo de aplicagdo os
compostos ndo devem apresentar atividade citotéxica ou antimicrobiana, mas devem apenas
coordenar-se aos metais e ser excretados sob a forma do complexo.

As seguintes tiossemicarbazonas com sistema bidentado foram preparadas: acetofenona-
N(3)-meta-clorofenil-, N(3)-meta-fliorfenil-, N(3)-meta-nitrofenil-, N(3)-orto-toluil-, N(3)-meta-toluil-
e N(3)-para-toluil- tiossemicarbazonas (HAc3mCl, HAc3mF, HAc3mNO,, HAc30T, HAc3mT e
HACc3pT); e benzofenona- N(3)-meta-clorofenil-, N(3)-meta-fliorfenil-, N(3)-meta-nitrofenil-, N(3)-
orto-toluil-, N(3)-meta-toluil- e N(3)-para-toluil- tiossemicarbazonas (HBz3mCl, HBz3mpF,
HBz3mNO,, HBz30T, HBz3mT e HBz3pT) sendo oito delas inéditas. Suas atividades antimicrobianas
e citotéxicas foram avaliadas. As estruturas cristalograficas de HAc3mF, HAc30T, HAc3mT e
HBz30T foram determinadas, nas quais se encontram na conformacio EE.

Todas as tiossemicarbazonas derivadas de acetofenona e benzofenona ndo se mostraram

ativas contra o crescimento de bactérias Staphylococus aureus e Pseudomonas aeruginosa, e do fungo

' R.P. Tenério, A.J. S. Gées, J.G. Lima, A.R. Faria, A.J. Alves, T.M. Aquino, Quim. Nova. 28 (2005) 1030.
2 H. Beraldo, Quim. Nova, 27 (2004) 461.
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Candida albicans. Esses mesmos compostos também revelaram baixa atividade citotxica frente as
células leucémicas (HL-60 e Jurkat), de tumores sélidos (K562 e MCF-7) e de glioblastomas (U87 e
T98) humanos. Esses resultados foram um estimulo para investigar os efeitos toxicos in vivo dessa
familia de tiossemicarbazonas. A capacidade quelante (devido a presenca do sistema N-S) e a baixa
toxidez frente a diferentes sistemas bioldgicos sdo propriedades interessantes para o desenvolvimento
de novos farmacos para o tratamento de pacientes com Mal de Alzheimer. HAc3mT demonstrou os
menores indices de atividade citotéxica. Portanto, HAc3mT foi o composto escolhido para o teste de
toxicidade aguda in vivo. HAc3mT foi classificado como um composto de baixa toxicidade oral em
dose tnica. Uma avaliagdo da biodisponibilidade oral e da capacidade em atravessar a barreira
hemato-encefélica estdo sendo realizados de modo a complementar esse teste. Valores calculados de
logP = 3,87 + 0,58 sugerem uma lipofilia adequada para chegar ao cérebro.

Em uma segunda etapa foi avaliada a capacidade das tiossemicarbazonas de acetofenona e
benzofenona N(3)-meta-substituidas em coordenar-se ao zinco(I) como uma possibilidade do uso
desses ligantes como agentes quelantes para remocdo de zinco(Il) em cérebros de pacientes com
doengas neuro-degenerativas. Todos os complexos de zinco(Il) foram do tipo [M(L),]. Os dados
cristalograficos de [Zn(Ac3mCl),] e [Zn(Bz3mF),] evidenciam a formacdo de moléculas neutras com
um centro metdlico de zinco(Il) ligado a duas tiossemicarbazonas através do sistema N-S. Os
compostos ndo foram ativos contra bactérias S. aureus e P. aeruginosa.

Uma vez que as tiossemicarbazonas revelaram-se praticamente inativas como agentes
antimicrobianos e citotéxicos, e que seus complexos de zinco(Il) também foram inativos como agentes
antimicrobianos, essa familia de tiosemicarbazonas poderiam constituir candidatos a protétipos de
farmacos quelantes de zinco(Il) — e também de cobre(Il) — para o tratamento de doengas causadas pelo
acimulo de metais, como a doenca de Alzheimer. De fato, quelantes para essa finalidade teriam que
ser “ligantes inocentes”. A falta de atividade antimicrobiana dos complexos, nesse caso, seria uma
qualidade positiva, ja que evitaria o aparecimento de resisténcia.

Em outra parte do trabalho foram investigados os efeitos citotéxicos de complexos de ouro(],
IIl) e de platina(I,IV) de tiossemicarbazonas a(N)-heterociclicas. Essa classe de tiossemicarbazonas
tem-se revelado como bons agentes citotoxicos e sdo conhecidas por inibir a atividade da enzima
ribonucleosideo difosfato redutase (RDR), envolvida na biosintese do ADN?. As barreiras encontradas
no uso clinico dos farmacos atuais, como a cisplatina, impulsionam a ampla investigacdo no
desenvolvimento de novos compostos que superem a resisténcia celular e a toxidez dos
metalofarmacos de platina.

Enquanto que as tiossemicarbazonas a(N)-heterociclicas tém sua atividade citotdxica atribuida
a inibicdo da atividade da RDR, o mecanismo de acdo da cisplatina estd relacionado com seus
diferentes tipos de interagdo com o ADN. Por outro lado as atividades citotéxicas de complexos de

ouro parecem estar vinculadas a alta afinidade pela enzima tiorredoxina redutase (TrxR), que catalisa
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uma das etapas de biosintese do ADN. No entanto, a literatura relata que complexos de outros metais,
como platina(Il), podem também inibir a acdo da TrxR’. Portanto, estudos para verificar um possivel
sinergismo entre as acoes citotoxicas de ligantes da classe das tiossemicarbazonas a(N)-heterociclicas
e fons metélicos de ouro(l, III) e platina(Il, IV) foram realizados.

As reagoes entre HAuCl, e 2-formilpiridina N(4)-para-toluil tiossemicarbazona (H2Fo4pT), 2-
acetilpiridina N(4)-orto-toluil, N(4)-meta-toluil e N(4)-para-toluil tiossemicarbazona (H2Ac4o0T,
H2Ac4mT e H2Ac4pT), e 2-benzoilpiridina N(4)-para-toluil tiossemicarbazona (H2Bz4pT) levaram a
formagdo de apenas um complexo de ouro(I), [Au(H,,Fo4pT)CI] e quatro complexos de ouro(IIl):
[Au(2Ac40T)Cl][AuCl,], [Au(H,,2Ac4mT)CL]CI-H,O, [Au(H,,2Ac4pT)CL,]Cl e
[Au(H,,2Bz4pT)CL]CI-:2HCl.  Em  [Au(H,Fo4pT)Cl] e [Au(H,2Ac4mT)CL]CI-H,O as
tiossemicarbazonas neutras encontram-se coordenadas ao centro metalico apenas através do dtomo de
enxofre. No complexo [Au(2Ac40T)Cl][AuCl,] a tiossemicarbazona em sua forma anibnica estd
coordenada ao  ouro(IIl) pelo sistema  N-N-S. Em [Au(H,,2Ac4pT)CL,]C1 e
[Au(H,,2Bz4pT)CIL,]CI-2HCI as tiossemicarbazonas estdo coordenadas ao centro de ouro(Ill) através
dos atomos de nitrogénio iminico e de enxoftre.

As tiossemicarbazonas e seus complexos de ouro(l, III) foram avaliados quanto a sai
capacidade de inibir o crescimento de células de glioblastomas humanos U-87 (que expressam a
proteina pré-apoptética pS3) e T-98 (que expressam uma proteina p53 mutante). Em geral, os
compostos exibiram alta atividade citotéxica contra as duas linhagens de células. Todas as
tiossemicarbazonas foram mais ativas que a cisplatina e a auranofina usadas como controle. A
coordenagdo ao metal melhorou o efeito citotéxico em dois casos contra as células U-87 e T-98. Todos
os complexos de ouro foram mais ativos que o sal de partida e que a cisplatina contra as células U-87 e
em apenas dois casos foram ligeiramente menos ativos que a auranofina. Todos os complexos foram
mais ativos que o sal de ouro, a auranofina e a cisplatina contra o crescimento de células T-98,
revelando uma maior sensibilidade dessas células em relacdo as células U-87. A citotoxidade dos
complexos de ouro(I, III) e suas tiossemicarbazonas também foi avaliada contra células sadias de
fibroblastos de pulmido de feto humano (MRC-5). Em geral, os valores de indice terapéutico [IT =
Cl50(MRC-5)/CI5(célula tumoral)] para todos os compostos foram muito baixos, inclusive para os
farmacos de referéncia. Caracteristicas como o encolhimento celular, formas arredondadas e formagao
de vesiculas foram observadas em micrografias das células U-87, T-98 e MRC-5, sugerindo a indugdo
da morte celular por apoptose.

Também foram preparados complexos de platina(Il, IV) de 2-acetilpiridina N(4)-orto-toluil-,
N(4)-meta-toluil e N(4)-para-toluil tiossemicarbazona (H2Ac4oT, H2Ac4mT e H2Ac4pT). Nos
complexos de platina(Il) [Pt(H2Ac40T)CL,] e [Pt(2Ac4mT)(H,O)Cl] as tiossemicarbazonas

K. Becker, C. Herold-Mende, J.J. Park, G. Lowe, R.H. Schirmer, J. Med. Chem. 44 (2001) 2784.
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coordenam-se através dos dtomos de nitrogénio iminico e de enxofre. A tiossemicarbazonas encontra-
se neutra no complexo [Pt(H2Ac40T)Cl,] e em sua forma anidnica em [Pt(2Ac4mT)(H,O)Cl]. No
complexo de platina(Il) [Pt(2Ac4pT)Cl] e em todos os complexos de platina(IV)
([Pt(2Ac40T)Cl1,0H)], [Pt(2Ac4mT)CI,OH)] e [Pt(2Ac4pT)Cl,OH)]) a tiossemicarbazona anidnica
encontra-se coordenada ao centro metélico pelo sistema N,,-N-S. As estruturas cristalograficas de
[Pt(2Ac40T)CI] e [Pt(2Ac4mT)CI] confirmam os modos de coordenacdo sugeridos e indicam a perda
de uma molécula de HCI no primeiro caso e de uma molécula de H,O no segundo.

Os complexos de platina(Il, IV) e suas tiossemicarbazonas foram testados contra o
crescimento de células leucémicas (HL-60 e Jurkat) e de tumor mamario (MCF-7). O estudo da
atividade citotéxica mostrou que a coordenagdo a platina(Il, IV) ndo foi uma estratégia eficaz para
aumentar a atividade dessas tiossemicarbazonas frente & a linhagens de células MCF-7 e HL-60, visto
que as tiossemicarbazonas foram mais ativas que seus complexos e, na maioria dos casos, mais ativas
que a cisplatina. No entanto, um resultado interessante foi obtido no teste de atividade citotdxica frente
a células leucémicas Jurkat. Apesar de todos os compostos exibirem atividade inferior a da cisplatina,
eles foram mais ativos que as tiossemicarbazonas livres, com exce¢do de [Pt(2Ac4mT)Cl,OH],
sugerindo a eficicia da coordenacdo para o aumento da citotoxicidade contra a linhagem de células
Jurkat.

Os efeitos citotoxicos dos complexos de platina(Il, IV) contra células de glioblastomas
humanos U-87 e T-98 e células saudaveis MRC-5 também foram avaliados. Todos os complexos de
platina(Il, IV) mostraram-se bastante citotéxicos contra células MRC-5. Os complexos de platina(ll,
IV) foram menos ativos que seus andlogos de ouro(I, III) contra as células U-87 e T-98. Todos os
complexos de platina(Il, IV) foram mais ativos que seus sais precursores contra as duas linhagens de
células. De um modo geral, os complexos de platina(IV) foram mais ativos que seus andlogos de
platina(IT). A coordenacio a platina(Il, IV) melhorou o efeito citotéxico de H2Ac4mT frente as células
U-87 e T-98, sendo os complexos mais ativos que a cisplatina. Todos os complexos de platina(Il, IV)
exibiram maior atividade que a cisplatina contra as células T-98, com exce¢ao de [Pt(H2Ac40T)Cl,] e
[Pt(2Ac4pT)CI]. As semelhancas entre os efeitos citotoxicos das tiossemicarbazonas livres, entre
aqueleas dos complexos de platina(Il) e entre os dos complexos de platina(IV) contra as linhagens U-
87 e T-98 sugerem que os mecanismos de acdo desses compostos poderiam ser dependentes ou
independentes da ac¢do pré-apoptdtica da proteina p53.

A capacidade em inibir a atividade da enzima TrxR foi avaliada para a tiossemicarbazona
H2Ac4mT, seus complexos de ouro(Ill) [Au(H,2Ac4mT)CL]CI-H,O, de paltina(Il)
[Pt(2Ac4mT)(H,O)Cl] e de platina(IV) [Pt(2Ac4mT)CI,(OH)], e os sais de partida HAuCl,, K,PtCl, e
K,PtClg, usando auranofina e cisplatina como controles. A tiossemicarbazona livre, seus complexos de
platina(Il, IV) e os sais de platina exibiram baixos indices de inibi¢do da atividade da TrxR, enquanto

que o complexo de ouro(IIl) inibiu cerca de 75 % da atividade enzimadtica a 10 pM. O sal de ouro e a
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auranofina inibiram cerca de 90 % da atividade enzimdtica na mesma concentragdo. Visto que todos os
compostos exibiram valores de ICs, inferiores a 10 uM (concentragdo empregada no teste) contra
células T-98 e U-87, diferentes mecanismos de a¢do podem estar envolvidos nas atividades citotoxicas
das tiossemicarbazonas livres, dos complexos de ouro(l, III) e de seus andlogos de platina(Il, IV)
contra as células de glioblastomas .

Os mesmos compostos testados quanto ao seu efeito de inibicdo da atividade da TrxR foram
avaliados quanto a interacdo com ADN plasmidial. A tiossemicarbazona H2Ac4mT, seu complexo de
ouro(Ill) [Au(H,,2Ac4mT)CL]CI-H,O, o sal HAuCl, e a auranofina ndo interagiram com o ADN,
enquanto que os sais K,PtCl,, K,PtCls interagiram fracamente. Os complexos de platina(Il)
[Pt(2Ac4mT)(H,O)Cl], de platinadV) [Pt(2Ac4mT)Cl,(OH)] e a cisplatina interagiram
significativamente com o ADN, dificultando sua mobilidade -eletroforética. Esses resultados
comparados aos observados no teste de inibicdo da TrxR, sugerem que os modos de agado citotoxica
dos complexos de platina podem ter como alvo principal o ADN, enquanto que os complexos de ouro
agem majoritariamente pela inibicdo da enzima TrxR. Como é esperado, o ndo envolvimento da
tiossemicarbazona tanto com a enzima TrxR quanto com o ADN estd relacionado com a sua atuacio
citotoxica através da inibicdo da enzima RDR.

Outra classe de compostos amplamente investigados na literatura devido a sua alta capacidade
quelante e diferentes propriedades farmacoldgicas sdo as hidrazonas. Nesta parte do trabalho foram
preparados complexos de bismuto(Ill) e antiménio(IIT) de 2,6-diacetilpiridina bis(fenilhidrazonas). O
interesse foi verificar se a coordenacdo a metais poderia melhorar o perfil farmacoldgico de 2,6-
diacetilpiridna bis(fenilhidrazonas).

A reacdo de BiCl; e SbCl; com 2,6-diacetilpiridina de bis(fenilhidrazona) (H,AcPh), bis(para-
clorofenilhidrazona) (H,AcpCIPh) e bis(para-nitrofenilhidrazona) (H,AcpNO,Ph) forneceu como
produtos complexos em que a bis(fenilhidrazona) encontra-se monoanidnica e pentacoordenada
através dos dtomos de nitrogénio iminico e da piridina, e de oxigénio juntamente com dois cloretos
completando a esfera de coordenacdo. As estruturas cristalograficas de [Sb(AcpCIPh)Cl] e
[Bi(AcpNO,Ph)(DMSO)CI] confirmam os modos de coordenagado sugeridos e indicam a perda de uma
molécula de HCl em ambos os casos.

A atividade antimicrobiana dos compostos foi avaliada contra S. aureus, Staphylococus
epidermidis, Enterococcus faecalis, P. aeruginosa e C. albicans. As bis(fenilhidrazonas) nao foram
ativas contra os microorganismos testados. A maioria dos compostos foram inativos contra S.
epidermidis, com excecdo dos complexos de bismuto(IIl) que mostraram-se menos ativos que a
ciprofloxacina usada como referéncia.

A coordenagdo a bismuto(IIl) e antimdnio(Ill) fez aumentar a agdo antimicrobiana exceto para
o complexo [Sb(HAcpCI)Cl,] contra C. albicans. Os complexos de bismuto(IIl) foram mais ativos que

seus andlogos de antiménio(IIT). A coordenacdo ao bismuto(IIl) provocou uma melhora significativa
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na atividade antimicrobiana contra o crescimento de todas as cepas de bactérias gram-positivas e, em
menor escala, contra bactéria gram-negativa P. aeruginosa. Em geral, os complexos de bismuto(III)
foram mais ativos que a tetraciclina contra S. aureus e demonstraram uma ordem de atividade:
[Bi(HAcPh)Cl,] < [Bi(HAcpCIPh)Cl,] < [Bi(HAcpNO,Ph)Cl,] sugerindo que a presenga de grupos
elétron-retiradores no ligante poderia contribuir para um aumento da agdo contra. S. aureus. Nos
complexos de antimonio(IIl), a substituicdo no anel aromético por um cloreto foi uma boa estratégia
para melhorar a atividade contra S. aureus e E. faecalis. No entanto um efeito contrdrio pode ser
observado para o complexo que contém o grupo nitro [Sb(HAcpNO,Ph)Cl,]. Apenas o complexo
[Bi(HAcpCIPh)Cl,] foi mais ativo que o fluconazol, composto usado como referéncia contra C.
albicans.

Foi avaliada a atividade dos compostos de antimdnio(Ill) e das bis(fenilhidrazonas) contra
Leishmania (L.) amazonensis. De fato, o tratamento de leishmanioses na clinica é baseados em
compostos de antimdnio®. Apesar de a coordenagdo ndo ter promovido um aumento na atividade
desses compostos, a avaliagdo da atividade anti-leishmania para bis(fenilhidrazonas) € inédita e
mostrou um resultado interessante para H,AcPh, que inibiu cerca de 80% do crescimento das células.

As bis(fenilhidrazonas) e seus complexos de bismuto(Ill) e antimonio(IIl) também foram
testados contra o crescimento de células Jurkat, HL.-60, MCF-7, HCT-116 (carcinoma colo retal) e
células mononucleares de sangue periférico (PBMC, peripheral blood mononuclear cells).

Em geral, as bis(fenilhidrazonas) foram pouco ativas contra as linhagens celulares testadas. A
maior atividade citotoxica exibida para H,AcPh contra MCF-7 indica, de um modo geral, que grupos
p-clorofenil e p-nitrofenil provocam uma diminui¢do na citotoxidade em comparacdo com o derivado
nao-substituido. Apds a coordenacdo ao antimoOnio(Ill), com exce¢do de [Sb(HAcpNO,Ph)Cl,], a
citotoxicidade aumentou significativamente contra as linhagens de células MCF-7 e HL60, sendo que
os complexos de antimOnio(Ill) demonstraram atividade superior a da cisplatina. A coordenacdo ao
bismuto(II) foi uma boa estratégia para aumentar a atividade citotéxica das bis(fenilhidrazonas)
contra todas as linhagens de células testadas. Os complexos de bismuto(III) foram mais ativos que
seus andlogos de antimdnio(Ill) e, em geral, mais ativos que a cisplatina. Apesar de ndo ter sido
possivel avaliar a atividade citotéxica do cloreto de bismuto(Ill) devido a sua baixa solubilidade,
comparacdes com o cloreto de antimdnio(IIl) poderiam indicar que a atividade dos complexos de
bismuto(IIl) estd associada ao complexo e ndo apenas a presenca do metal. Em geral, os valores de
Cl5p em células PBMC foram maiores do que os valores de Clsy em células tumorais, ou seja, os
compostos sao ativos em concentragdes inferiores aquelas que provocam um efeito téxico.

A coordenagdo de bis(fenilhidrazonas) ao bismuto(Ill) foi mais eficaz para a obtencdo de

novos candidatos a farmacos antitumorais do que a coordenag¢do ao antimdénio(IIl). Diante disso, foi

4p, Baiocco, G. Colotti, S. Franceschini, A. Ilari, J. Med. Chem. 52 (2009) 2603.
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realizada uma investigacdo do potencial pro-apoptético em células Jurkat, HL-60, MCF-7 e HCT-116
das bis(fenilhidrazonas) e seus complexos de bismuto(Ill). A maioria dos complexos induziu uma
maior porcentagem de fragmentacio do ADN nas células testadas que os ligantes. A inducdo de
fragmentacdo do ADN pelas hidrazonas e seus complexos de bismuto(IIl) indica que a morte por
apoptose ¢ um dos modos de acdo citotoxica desses compostos contra as linhagens celulares
investigadas.

Portanto, a coordenacdo a bismuto(Ill) e antimdnio(Ill), de bis(fenilhidrazonas) que
revelaram-se fracamente bioativas, foi uma estratégia eficaz para melhorar o perfil farmacolégico
dessa classe de compostos. Os complexos podem agir aumentando a biodisponibilidade dos metais
devido ao cardter lipofilico dos ligantes, ou através da liberagcao lenta do metal para o alvo bioldgico.

Complexos organoestdnicos e de platina(ll, IV) foram obtidos com 5-cloro-7-
iodohidroxiquinolina (HQI), o clioquinol. O clioquinol é um antifiingico que apresenta propriedades
quelantes e tem demonstrado atividade contra a proliferacdo de células tumorais.’

Uma vez que clioquinol e compostos de estanho(IV) mostram atividade antimicrobiana, no
presente trabalho foram entdo obtidos complexos organoestdnicos com clioquinol e suas atividades
contra cepas de fungos e bactérias foram avaliadas. Foram obtidos os complexos [(n-Bu)Sn(QI),]CI e
[SnPh(QI)Cl,], nos quais o clioquinol encontra-se desprotonado e coordenado ao centro de estanho
através dos dtomos de oxigénio e nitrogénio.

A atividade antimicrobiana dos complexos organoestanicos foi avaliada primeiramente contra
S. aureus, P. aeruginosa e C. albicans. A coordenacdo do clioquinol a diferentes sais organoestanicos
([(n-Bu)SnCl;] e SnPhCl;) provocou um aumento na atividade antifingica, mas ndo contribuiu para
melhorar a atividade antibacteriana. O clioquinol ja € um composto antiftingico, porém com a
coordenacdo a atividade aumentou em torno de dez vezes. Os complexos foram aproximadamente cem
vezes mais ativos que o fluconazol, farmaco usado como controle. Como os sais de partida também
exibiram atividade muito inferior & dos complexos, pode-se sugerir que essa atividade € intrinseca dos
complexos. Assim, a coordenagdo ao n-butilestanho(IV) e a fenilestanho(IV) seria uma boa estratégia
para aumentar a atividade antiftingica dessa classe de compostos.

Como os complexos organoestinicos de clioquinol mostraram-se muito eficazes contra C.
albicans a agdo antiftingica do clioquinol e dos complexos de estanho(IV) foi avaliada contra quatro
espécies de Candida spp. (C. albicans, Candida krusei, Candida glabrata e Candida parapsilosis). O
complexo [(n-Bu)Sn(QI),]Cl foi mais ativo que o clioquinol e o fluconazol frente a todas as espécies
de Candida enquanto que o seu sal de partida nio exibiu atividade. O complexo [SnPh(QI)Cl,] foi
mais ativo que o clioquinol contra C. parapsilosis mas demonstrou atividade semelhante a do

clioquinol nos outros casos. [SnPh(QI)Cl,]- mostrou-se mais ativo que o fluconazol contra cepas de C.

SAY. Shaw, C.Yi Chang, M.Y. Hsu, P.J. Lu, C.N. Yang, H.L. Chen, C.W. Lo, C.W. Shiau, M.K. Chern, Eur. J.
Med. Chem. 45 (2010) 2860.
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krusei, C. glabrata e C. parapsilosis e mostrou uma atividade semelhante a do fluconazol contra C.
albicans. O sal de partida [SnPhCl;] revelou baixa atividade antiftingica contra todas as cepas testadas.
Dessa forma, a coordenacdo do clioquinol ao estanho(IV) revelou-se como uma interessante
ferramenta para melhorar a atividade do clioquinol contra espécies de Candida spp. Em geral, estes
dados sdo muito interessantes, pois as espécies Candida ndo-albicans, especialmente aquelas incluidas
neste estudo, sio consideradas problematicas em termos da terapia antifiingica.’

Espécies de Candida sdo fungos que fazem parte da microbiota humana normal. No entanto,
pode desencadear diversas doencas por infec¢des em individuos normais e, principalmente, em
situacdes de baixa imunidade. Os desafios nos tratamentos que surgem em grande parte devido as
resisténcias aos medicamentos contribuem para os estudos continuos nessa drea’. O emprego da
terapia de combinag¢do surgiu para superar essas dificuldades. Assim, o estudo do efeito da
combinacdo dos complexos de estanho(IV) com o fluconazol foi desenvolvido. Foram avaliadas as
seguintes combinacdes: clioquinol/fluconazol, [(n-Bu)Sn(QI),]Cl-/fluconazol e
[SnPh(QI)Cl,]-/fluconazol frente a doze cepas de C. albicans.

[(n-Bu)Sn(QI),]Cl/fluconazol foi mais potente que clioquinol/fluconazol contra seis cepas,
enquanto que a combina¢do [SnPh(QI)Cl,]/fluconazol foi mais ativa que clioquinol/fluconazol contra
cinco cepas. Em muitos casos, o efeito passou de indiferente em clioquinol/fluconazol para aditivo nas
combinacdes dos complexos com o fluconazol. Embora as médias dos valores de concentragdo
inibitdria fraciondria (CIF) possam ser consideradas como indicativas de um efeito aditivo, diferencas
intrinsecas das cepas resultaram em perfis de susceptibilidade distintos para as combinagdes testadas.
Portanto, a investigacdo da acdo atiftingica dos complexos de estanho(IV) com clioquinol demonstrou
propriedades interessantes para essa classe de compostos.

Como mencionamos, clioquinol apresenta efeito citotoxico contra células tumorais. Desse
modo pareceu-nos interessante preparar complexos de clioquinol com platina(Il) e platina(IV), os
quais reuniriam propriedades citotdxicas do ligante as dos metais. Foram entdo preparados o
complexos de platina(Il) [Pt(QI),]-2KCI e o de platina (IV) [Pt(QI),Cl,]-KCIl com clioquinol. Os
complexos sdo neutros e contém duas moléculas anidnicas de clioquinol coordenadas através dos
atomos de oxigénio e nitrogénio. A estrutura obtida a partir do complexo de platina(Il) confirma os
modos de coordenacdo sugeridos. Os dados cristalograficos apontam para uma molécula neutra
formada por um centro metélico de platina(Il) coordenado por um ligante cloreto, uma molécula de
DMSO (solvente usado para cristalizagdo) e um clioquinol desprotonado, ligado ao metal através dos

atomos de nitrogénio e oxigénio.

¢ G. Morace, E. Borghi, R. Iatta, G. Amato, S. Andreoni, G. Brigante, C. Farina, G.L. Cascio, G. Lombardi, E.
Manso, M. Mussap, P. Pecile, R. Rigoli, E. Tangorra, M. Valmarin, M.T. Montagna. BMC Infect. Dis. 11 (2011)
130.

7J.W.M. van der Meer, F. van de Veerdonk, L.A.B. Joosten, B-J. Kullberg, M.G. Netea. Int. J. Antimicrob. Ag.
36S (2010) S58.
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Capitulo 8

A atividade citotéxica do clioquinol, de seus complexos de platina(Il, IV) e os sais de partida
foi avaliada frente a células Jurkat, HL-60, MCF-7, e HCT-116. Todos os compostos demonstraram
baixa atividade contra as células Jurkat, MCF-7 e HCT-116 a 10 uM. No entanto, os complexos foram
cerca de duas vezes mais ativos que o clioquinol e ligeiramente mais ativos que a cisplatina contra
células HL-60. Dessa forma, a coordenacao a platina(Il, IV) foi eficaz para melhorar a citotoxicidade
contra as linhagens de células HL-60.

A descoberta de uma tiossemicarbazona que tem afinidade por zinco(Il) —e certamente
também por cobre(I)- sem contudo apresentar atividade citotoxica ou antimicrobiana, e que mostrou
ndo apresentar toxidez aguda in vivo nos leva a considerd-la para estudos posteriores de toxidez e de
capacidade de impedir a agregacdo do peptideo f-amildide.

Estudos de interagdes entre os compostos com agdo citotoxica contra células tumorais
humanas e possiveis alvos biolégicos como o ADN e enzimas contribuiram para o inicio das
investigacdes sobre seus mecanismos de acao.

A estratégia da coordenagdo aos metais mostrou-se eficaz em muitos casos para melhorar o
perfil farmacolégico das tiossemicarbazonas, bis(hidrazonas) e do clioquinol, as trés classes de
compostos que foram investigados quanto as atividade citotdxica e antimicrobiana.

O presente trabalho constitui importante contribui¢do em que novos candidatos a protétipos de
farmacos foram estudados para o tratamento de doencas neurodegenerativas, para o tratamento de

tumores e de infec¢des microbianas.
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In the present work N(3)-meta-chlorophenyl- (HAc3mCl, 1) and N(3)-meta-fluorphenyl- (HAc3mF, 2) ace-
tophenone thiosemicarbazone, and N(3)-meta-chlorophenyl- (HBz3mCl, 3) and N(3)-meta-fluorphenyl-
(HBz3mF, 4) benzophenone thiosemicarbazone were obtained, as well as their zinc(Il) complexes
[Zn(Ac3mCl),] (5), [Zn(Ac3mF),] (6), [Zn(Bz3mCl),] (7) and [Zn(Bz3mF),] (8). Upon re-crystallization in

DMSO:acetone conversion of 8 into [Zn(Bz3mF),|-(DMSO) (8a) occurred. The crystal structures of 2, 5

and 8a were determined.
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1. Introduction

Thiosemicarbazones are an important class of compounds with
innumerous biological applications as antitumor, antiviral and
antimicrobial agents [1]. o(N)-heterocyclic thiosemicarbazones
were extensively investigated for their antitumor and cytotoxic
activities, which were related to their ability to inhibit ribonucleo-
side diphosphate reductase (RDR), a key enzyme involved in DNA
synthesis [2].

Thiosemicarbazones act as ligands in coordination chemistry in
different ways [3]. They can bind metal ions as bidentate NS- or tri-
dentate NNS-donor ligands forming five-membered chelate rings.
Transition metal complexes of thiosemicarbazones are of consider-
able interest in chemistry because of their bioinorganic relevance
[4,5].

Zinc is the second most prominent trace metal in the human
body after iron. Zinc(Il) ions are essential for all forms of life. In hu-
mans, they have catalytic and structural functions in an estimated
3000 zinc proteins [6]. Zinc is cytoprotective and suppresses apop-
totic pathways. Zinc plays a role in brain, where it has a specific
function as a neuromodulator in addition to its other typical cellu-
lar functions [7].

Considering the wide pharmacological versatility of thiosemi-
carbazones and the important role of zinc(Il) in biological pro-
cesses, it is of interest to prepare new zinc(Ill) complexes with

* Corresponding author. Tel.: +55 31 34095740; fax: +55 31 34095700.
E-mail address: hberaldo@ufmg.br (H. Beraldo).

0022-2860/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.molstruc.2011.11.035

thiosemicarbazones. In fact zinc(II) complexes with this class of li-
gands proved to exhibit cytotoxic, antiproliferative [3,8] and anti-
microbial activities [9], among others.

In the present work N(3)-meta-chlorophenyl acetophenone-
(HAc3mCl) and N(3)-meta-fluorphenyl acetophenone-(HAc3mpF)
thiosemicarbazones and N(3)-meta-chlorophenyl benzophenone-
(HBz3mCl) and N(3)-meta-fluorphenyl benzophenone-(HBz3mF)
thiosemicarbazones (see Fig. 1) were obtained as well as their zin-
c(IT) complexes. The spectral and structural properties of the stud-
ied compounds were investigated.

2. Experimental section
2.1. Materials and measurements

Chemicals: acetophenone (Aldrich), benzophenone (Fluka),
hydrazine hydrate (Aldrich), sulfuric acid (Synth), triethylamine
(Merck), zinc(Il) chloride (Vetec). Solvents: absolute ethanol
(Synth), methanol (Synth), acetone (Synth), dimethylsulfoxide
(Synth), DMSO-dg (CIL) and diethylether (Synth).

Partial elemental analyses were performed on a Perkin Elmer CHN
2400 analyzer. Infrared spectra were recorded on a Perkin—-Elmer FT-IR
Spectrum GX spectrometer using Csl pellets; an YSI model 31 conduc-
tivity bridge was employed for molar conductivity measurements.
NMR spectra were obtained at room temperature with a Brucker
DRX-200 Avance (200 MHz) spectrometer using deuterated dimethyl
sulfoxide (DMSO-dg) as the solvent and tetramethylsilane (TMS) as
internal reference.
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Fig. 1. General structure of N(3)-phenyl-acethophenone- and benzophenone-
derived thiosemicarbazones.

The X-ray diffraction measurements were carried out on a GEM-
INI-Ultra diffractometer. The data collection, cell refinement re-
sults, and data reduction were performed using the CRYSALISPRO
software [10]. Semi-empirical from equivalents absorption correc-
tion method was applied [10]. The structures were solved by direct
methods using SHELXS-97 [11]. Full-matrix least-squares refine-
ment procedure on F? with anisotropic thermal parameters was
carried on using SHELXL-97 [11]. Positional and anisotropic atomic
displacement parameters were refined for all non-hydrogen atoms.
Hydrogen atoms were placed geometrically and the positional
parameters were refined using a riding model.

2.2. Syntheses

2.2.1. Synthesis of N(3)-meta-chlorophenyl- (HAc3mCl, 1) and N(3)-
meta-fluorphenyl- (HAc3mF, 2) acetophenone thiosemicarbazone, and
N(3)-meta-chlorophenyl- (HBz3mCl, 3) and N(3)-meta-fluorphenyl-
(HBz3mF, 4) benzophenone thiosemicarbazone

The thiosemicarbazones were prepared by a method described
in the literature [12]. A solution of hydrazine hydrate (10 mmol)
in methanol (10 mL) was added to a solution of the desired isothi-
ocianate (10 mmol in 10 mL of methanol). The reaction mixture
was kept under stirring in an ice bath for 15 min. Thereafter, the
reaction was stirred for 24 h at room temperature. The obtained
thiosemicarbazide was filtered and washed with diethyl ether.
The thiosemicarbazide (5 mmol) was then dissolved in methanol
(10 mL) and mixed to a solution of acetophenone or benzophenone
(5 mmol) in methanol (10 mL) with addition of two drops of con-
centrated sulfuric acid. The reaction mixture was kept under stir-
ring for 24 h at room temperature. The resulting solids were
filtered off, washed with methanol and ether and dried in vacuum.

2.2.1.1.  N(3)-meta-chlorophenyl-acetophenone-thiosemicarbazone,
HAc3mCl (1). White solid. Yield: 68%. IR (KBr, cm™!): v(N3—H)
3295 s, V(N2—H) 3239 m, v(C=N) 1520 s, v(C=S) 793 w. UV-Vis
(DMF, cm™!): 32362. The main signals in '"H NMR (DMSO-dg): &
(ppm) =8.04-7.99 (1H, d, H(2), H(6)); 7.44-7.39 (1H, t, H(3),
H(4), H(5)); 7.79 (1H, s, H(10)); 7.28-7.24 (1H, d, H(12); 7.43-
7.39 (1H, t, H(13)); 7.61-7.57 (1H, d, H(14)); 10.77 (1H, s,
N(2)H); 10.12 (1H, s, N(3)H). '>C NMR (DMSO-dg): &
(ppm) =176.83, C8=S; 132.08, C7=N; 149.51, C1; 126.85, (C2,
C6); 128.19, (C3, C5 and C4); 140.58, C9; 125.11, C10; 124.92,
C12; 14.49, C15. "J('H): 6.01, J(H2, H3); 3.26, 'J(H6, H5); 3.26,
2J(H2, H4); 8.07, 'J(H12, H13); 8.07, J(H13, H14).

2.2.1.2. N(3)-meta-fluorphenyl-acetophenone-thiosemicarbazone,
HAc3mF (2). White solid. Yield: 99%. IR (KBr, cm™~!): v(N3—H)
3299 s, V(N2—H) 3264 s, v(C=N) 1520 s, v(C=S) 787 w. UV-Vis
(DMF, cm™!): 32,573. The main signals in '"H NMR (DMSO-dg): &
(ppm) = 8.03-7.98 (1H, d, H(2), H(6)); 7.44-7.33 (1H, t, H(3), H(5)
and H(4)); 7.67-7.61 (1H, s, H(10)); 7.04 (1H, d, H(12); 7.44-7.33
(1H, t, H(13)); 7.48-7.33 (1H, d, H(14)); 2.39 (3H, s, H(15)); 10.50
(1H, s, N(2)H); 9.01 (1H, s, N(3)H). '3C NMR (DMSO-dg): &
(ppm) =176.71, C8=S; 137.31, C7=N; 149.49, C1; 126.83, (C2,
C6); 128.19, (C3, C5); 129.32, C4; 140.90-140.68, C9; 112.35-
111.86, C10; 111.86-111.46, C12; 14.48, C15. "J('H): 6.17, 'J(H2,
H3); 2.73, %J(H2, H4); 11.15, J(H12, H13); 2.23 ?J(H12, H14).

2.2.1.3.  N(3)-meta-chlorophenyl-benzophenone-thiosemicarbazone,
HBz3mCl (3). White solid. Yield: 70%. IR (KBr, cm™!): v(N3—H)
3342 s, V(N2—H) 3292 s, v(C=N) 1588 s, v(C=S) 804 w. UV-Vis
(DMF, cm™!): 31,348. The main signals in 'H NMR (DMSO-dg): &
(ppm) = 7.74-7.65 (1H, d, H(2), H(6)); 7.45-7.37 (1H, t, H(3), H(5)
and H(4)); 7.74-7.65 (1H, s, H(10)); 7.31-7.27 (1H, d, H(12);
7.45-7.37 (1H, t, H(13)); 7.60-7.56 (1H, d, H(14)); 10.50 (1H, s,
N(2)H); 9.01 (1H, s, N(3)H). !3C NMR (DMSO-dg): &
(ppm) =176.01, C8=S; 136.14, C7=N; 150.39, C1; 128.37, (C2,
C6); 129.73, (C3, C5); 129.99, C4; 140.31, C9; 127.89, C10;
125.34, C12. "J(*H): 7.29, 'J(H12, H13); 7.92, !J(H13, H14).

2.2.14. N(3)-meta-fluorphenyl-benzophenone-thiosemicarbazone,
HBz3mF (4). White solid. Yield: 88%. IR (KBr, cm™!): v(N3—H)
3302 s, V(N2—H) 3198 s, v(C=N) 1546 s, v(C=S) 780 w. UV-Vis
(DMF, cm™!): 31,446. The main signals in '"H NMR (DMSO-dg): &
(ppm) = 7.75-7.71 (1H, d, H(2), H(6)); 7.43-7.39 (1H, t, H(3), H(5)
and H(4)); 7.58 (1H, s, H(10)); 7.07 (1H, d, H(12); 7.68-7.65 (1H,
t, H(13)); 7.68-7.65 (1H, d, H(14)); 10.52 (1H, s, N(2)H); 9.03
(1H, s, N(3)H). *C NMR (DMSO-dg): & (ppm)=175.93, C8=S;
150.32, C7=N;, C1; 127.62, (C2, C6); 128.37, (C3, C5); 129.97, C4;
140.65-140.43, C9; 112.69-112.34, C10; 112.20-111.93, C12.
"J('H): 6.08, J(H12, H13); 2.53, J(H13, H14).

2.2.2. Synthesis of the zinc(Il) complexes with N(3)-meta-chlorophenyl
and N(3)-meta-fluorphenyl acetophenone- and benzophenone-thiose
micarbazones

The zinc(Il) complexes were obtained by refluxing an ethanol
solution of the desired thiosemicarbazone with zinc(Il) chloride
and triethylamine in 1:1:1 ligand-to-metal-to-triethylamine molar
ratio. The obtained solids were washed with ethanol and diethyl
ether and then dried under vacuum.

2.2.2.1. Bis[(N(3)-meta-chlorophenylacetophenone-thiosemicarbazo-
nato)zinc(Il)], [Zn(Ac3mCl),] (5). Yellow solid. Yield: 74%. Anal. Calc.
(MW 671.0) C, 53.70%; H, 3.91%; N, 12.52%. Found: C, 53.87%; H,
3.80%; N, 12.72.57%. Molar conductivity (1 x 10~ mol L~! DMEF):
044 Q'cm?mol~!. IR (KBr, cm™'): V(N3—H) 3414 m, v(C=N)
1490 s, v(C=S) 762 w, v(Zn—N) 423 m, v(Zn—S) 367 m. UV-Vis
(DMF, cm™'): 33,783, 30,769. The main signals in 'H NMR
(DMSO-dg): & (ppm)=7.57-7.53 (1H, d, H(2), H(6)); 7.34-7.14
(1H, t, H(3), H(5) and H(4)); 7.87 (1H, s, H(10)); 6.99-6.95 (1H, d,
H(12); 7.34-7.14 (1H, t, H(13)); 7.53-7.44 (1H, d, H(14)); 9.42
(1H, s, N(3)H). >C NMR (DMSO-dg): & (ppm)=167.05, C8=S;
132.61, C7=N; 137.30, C1; 127.34, (C2, C6); 128.16, (C3, C5);
142.33, C9; 120.81, C10; 119.36, C12; 21.18, C15. "J('"H): 7.25,
1(H2, H3); 7.57, YJ(H12, H13); 8.31, Y(H13, H14).

2.2.2.2. bis[(N(3)-meta-fluorphenylacetophenone-thiosemicarbazona-
to)zinc(Il)], [Zn(Ac3mF),] (6). Yellow solid. Yield: 73%. Anal. Calc.
(MW 638.09) C, 56.47%; H, 4.11%; N, 13.17%. Found: C, 56.44%;
H, 4.00%; N, 13.27%. Molar conductivity (1 x 10~ mol L~! DMEF):
0.18 @ 'cm?mol~'. IR (KBr, cm™'): V(N3—H) 3330 m, v(C=N)
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1500 s, v(C=S) 756 w, v(Zn—N) 418 m, v(Zn—S) 349 m. UV-Vis
(DMF, cm™!'): 31,152, 29,940. The main signals in 'H NMR
(DMSO-dg): & (ppm)=7.65-7.53 (1H, d, H(2), H(6)); 7.33-7.19
(1H, t, H(3), H(5) and H(4)); 7.65 (1H, s, H(10)); 6.74 (1H, d,
H(12); 7.33-7.19 (1H, t, H(13)); 7.33-7.19 (1H, d, H(14)); 9.43
(1H, s, N(3)H). '>*C NMR (DMSO-dg): & (ppm)=167.11, C8=S;
137.30, C7=N; 159.64, C1; 127.34, (C2, C6); 128.19, (C3, C5);
142.82-142.59, C9; 106.75-106.22, C10; 107.85-107.76, C12.
"J('H): 8.04, 'J(H12, H13).

2.2.2.3. Bis[(N(3)-meta-chlorophenylbenzophenone-thiosemicarbazo-
nato)zinc(Il)], [Zn(Bz3mCl),] (7). Yellow solid. Yield: 70%. Anal. Calc.
(MW 795.13) C, 60.42%; H, 3.81%; N, 10.54%. Found: C, 60.14%; H,
3.80%; N, 10.57%. Molar conductivity (1 x 10~ >molL~! DMEF):
0.09 Q@ 'cm? mol~'. IR (KBr, cm™'): V(N3—H) 3320 m, v(C=N)
1481 s, v(C=S) 777 w, v(Zn—N) 420 m, v(Zn—S) 349 m. UV-Vis
(DMF, cm™!'): 31,250, 27,778. The main signals in 'H NMR
(DMSO-dg): 6 (ppm)=6.81 (1H, d, H(2), H(6)); 6.99-6.92 (1H, t,
H(3), H(5)); 6.82 (1H, d, H(12); 7.50-7.45 (1H, t, H(13)); 7.24
(1H, d, H(14)); 9.42 (1H, s, N(3)H). 'C NMR (DMSO-dg): &
(ppm) = 168.06, C8=S; 132.63, C7=N; 136.67, C1; 129.27, (C2,
C6); 129.49 (C3, C5); 141.94, C9; 120.94, C10; 117.64, C12.
T(*H): 8.03, YJ(H12, H13); 8.42, J(H13, H14).

2.2.24. Bis[(N(3)-meta-fluorphenylbenzophenone-thiosemicarbazo-
nato)zinc(Il)], [Zn(Bz3mF),] (8). Yellow solid. Yield: 74%. Anal. Calc.
(MW 762.23) C, 63.03%; H, 3.97%; N, 11.03%. Found: C, 62.83%; H,
3.76%; N, 11.28%. Molar conductivity (1 x 10> mol L~! DMEF):
0.35Q 'cm?mol~'. IR (KBr, cm™'): v(N3—H) 3318 m, v(C=N)
1481 s, v(C=S) 755 w, v(Zn—N) 419 m, v(Zn—S) 349 m. UV-Vis
(DMF, cm™!): 29,851, 27,322. The main signals in 'H NMR
(DMSO-dg): & (ppm)=7.50-7.47 (1H, d, H(2), H(6)); 7.40-7.36
(1H, t, H(3), H(5)); 6.58 (1H, d, H(12); 7.07 (1H, t, H(13)); 6.99-
6.96 (1H, d, H(14)); 9.44 (1H, s, N(3)H). '3C NMR (DMSO-dg): &
(ppm) = 167.90, C8=S; 136.90, C7=N; 159.50, C1; 128.31, (C2,
C6); 129.45 (C3, C5); 142.36-142.13, C9; 105.94-105.91, C10;

107.77-107.34, C12. "J(*H): 6.69, J(H2, H3); 7.96, !J(H12, H13);
12.49, 'J(H13, H14).

2.3. X-ray crystallography

Upon slow evaporation of 2, 5 and 8 in 9:1 acetone/DMSO crys-
tals of HAc3mF (2), [Zn(Ac3mCl),] (5), and [Zn(Bz3mF),]-DMSO
(8a) were formed and their crystal structures were determined
using single-crystal X-ray diffractometry.

A summary of the crystals data, data collection details and
refinement results are listed in Table 1. Molecular graphics and
packing figures were prepared using ORTEP [13] and PLATON
[14], respectively.

3. Results and discussion
3.1. Formation of the thiosemicarbazones and zinc(ll) complexes

Formation of the thiosemicarbazones was confirmed by their IR,
electronic and NMR spectra. Microanalyses and molar conductivity
data indicated the formation of [Zn(Ac3mCl),] (5), [Zn(Ac3mF);]
(6), [Zn(Bz3mCl);] (7), and [Zn(Bz3mF),] (8) in which two anionic
thiosemicarbazones are attached to the zinc(Il) center.

3.2. Characterization

3.2.1. IR spectra

In the infrared spectra of the thiosemicarbazones absorptions
at 3342-3295 cm™! were assigned to the v(N—H) stretching vibra-
tions [15]. The absence of the absorption attributed to v(N2—H) in
the spectra of the complexes is according to coordination of an
anionic thiosemicarbazone [16,4].The band assigned to v(C=N)
at 1588-1520cm™! in the spectra of the thiosemicarbazones
shifts to 1500-1481 cm ™' in the spectra of complexes (5-8) sug-
gesting coordination of the imine nitrogen [17]. The absorption
attributed to v(C=S) at 804-780 cm ' in the spectra of the free

Table 1

Crystal data and refinement results for HAc3mF (2), [Zn(Ac3mCl),] (5) and [Zn(Bz3mF),]-DMSO (8a).
Identification code (2) (5) (8a)
Empirical formula C16H16FN3S C30H26CI,NgS,Zn C4oH36F2NgO0S3Zn
Formula weight (g mol™") 301.38 670.96 840.32
Crystal system Triclinic Monoclinic Triclinic
Space group P—-1 C2|c P-1
Temperature (K) 293(2) 293(2) 250(2)
Radiation, 2 (A) Mo Ko, 0.71073 Cu Ko, 1.54184 Mo Ko, 0.71073
0 Range for data collection 3.00-26.37 4.71-58.93 4.08-26.37
Limiting indices —-6<h<7, -10<k<13, —21<h<21,-9<k<10, —13<h<13, -14<k< 14,

-14<1<13 -19<1<14 -22<1<22

a (A) 5.8624(2) 19.3896(16) 10.4751(2)
b (A) 10.5083(4) 9.0743(5) 11.4047(2)
c(A) 12.0065(4) 17.4434(14) 18.3352(4)
o (°) 74.714(3) 90 79.654(2)
Q) 86.591(3) 104.534 75.821(2)
7 (©) 89.559(3) 90 71.934(2)
Volume (A?) 712.19(4) 2970.9(4) 2006.19(7)
F(000) 316 1376 868
Z/D calc. (mg m™3) 2/1.405 4/1.500 2/1.391
Absorption coefficient ¢ (mm™1) 0.235 4371 0.819
Reflections collected 5414 9168 32790
Reflections unique/R(int) 2901/0.0218 2132/0.0467 8170/0.0305
Completeness to 0 99.9% (0 = 26.37) 100.0% (0 = 58.93) 99.6% (0 = 26.37)
Data/restraints/parameters 2901/0/181 2132/0/187 8170/168/588

Final R indices [I > 2a(I)]

R indices (all data)

Goodness-of-fit on F?

Largest difference in peak and hole
(eA?)

R, = 0.0430, wR, = 0.1071
Ry = 0.0694, wR, = 0.1147
0.953

0.368 and —0.263

Ry = 0.0416, wR, = 0.1024
Ry = 0.0646, wR, = 0.1180
1.051

0.252 and —0.273

Ry =0.0324, wR; = 0.0839
Ry =0.0458, wR, = 0.0871
1.039

0.733 and —0.433
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thiosemicarbazones shifts to 777-755cm ™' in the spectra of the

complexes, indicating coordination through a thiolate sulfur
[9,18,19]. New absorptions at 423-418 cm~! and 367-349 cm™!
in the spectra of the complexes were assigned to v(Zn—N) and
v(Zn—S), respectively [4,20,21]. Hence the infrared spectra indi-
cate coordination through the N—S chelating system.

3.2.2. Electronic spectra

The electronic spectra of the acetophenone-derived thiosemi-
carbazones show an absorption at ca. 32,600-32,300 cm~! while
those of the benzophenone-derived thiosemicarbazones exhibit a
band at ca. 31,450-31,350 cm ™. This absorption is attributed to
the m — 7 transition of the benzene ring and the n — 7" transi-
tions of the azomethine and thioamide functions overlapped in
the same envelope [22,23]. In the spectra of the zinc(Il) complexes
two absorptions were observed at ca. 33,780-31,150 cm™! and ca.
30,770-29,940 cm™~! for the acetophenone-derived thiosemicarba-
zones and at ca. 31,250-29,850 cm~' and 27,800-27,300 cm ™' for
the benzophenone-derived thiosemicarbazones. The first is attrib-
uted to the @ — 7* transition of the benzene ring and the second to
the n — 7* transitions of C=N and C=S [16]. The two separate
absorptions observed in the spectra of the complexes are due to
the formation of a highly delocalized system upon deprotonation
at N2—H, involving the benzene ring and the thiosemicarbazone
chain. Hence the n — ©* transitions appear at lower energies in
the complexes.

3.2.3. NMR spectra

The NMR spectra of the thiosemicarbazones and their zinc(Il)
complexes were recorded in DMSO-dg. The 'H resonances were as-
signed on the basis of chemical shifts and multiplicities. The carbon
type (C, CH) was determined by using distortion less enhancement
by polarization transfer (DEPT135) experiments.

In the 'H and '3C NMR spectra of HAc3mF (2) and HBz3mF (4)
and their zinc(Il) complexes (6 and 8) the fluor nucleus couples
with neighbor hydrogen and carbon nuclei resulting in splitting
of the hydrogen and carbon signals. In the 'H NMR spectra of all
complexes the signal of N2—H is absent due to deprotonation
and formation of an anionic ligand. The signals of N3—H undergo
significant shifts in relation to their position in the free thiosemi-
carbazones, indicating coordination through the sulfur. The signals
of CHs from the acetophenone group shift significantly upon com-
plexation suggesting coordination through the imine nitrogen [22].
Upon coordination significant shifts were observed in the '*C NMR
signals especially for C2, C=N, C=S and C9, which also confirms
coordination of the thiosemicarbazone through the imine nitrogen
and the sulfur in the thiolate form [9,24].

3.2.4. X-ray crystallography

In the structure of HAc3mF (2) the thiosemicarbazone backbone is al-
most planar with a mean plane deviation of 0.0293 A. The compound
adopts the EE conformation in relation to the C7=N1 and C8—N2 bonds
[25] (see Fig. 2). In the molecular packing dimmers are generated by pairs
of N—H. - -S hydrogen bonds (d(D- - -A) = 3.8135(16) A; Z(DHA) = 175.7°)
related to each other by an inversion center [26] (Fig. 2).

Fig. 3 shows the molecular structures of [Zn(Ac3mCl),] (5) and
[Zn(Bz3mF),]-DMSO (8a). The asymmetric unit of 5 contains half
of a [Zn(Ac3mCl);] molecule. In [Zn(Bz3mF),]-DMSO (8a) the
meta-fluorphenyl ring and the DMSO solvent molecules have
shown to be twofold disordered; the refined occupancies con-
verged to 72:28 and 54:46, respectively. We may suspect that
the structure of 8a would present higher symmetry in the absence
of DMSO and of the disorder in the meta-fluorphenyl ring. In fact
the distances and angles in the two ligands of complex (8a) are
not significantly different (see Table 2).

Selected intra-molecular bond distances and angles in the struc-
tures of HAc3mF (2), [Zn(Ac3mCl);] (5) and [Zn(Bz3mF),]-DMSO
(8a) are given in Table 2.

In complexes (5) and (8a) two anionic thiosemicarbazones are
attached to the zinc(Il) center through the N—S chelating system.
The geometry around the metal is highly distorted tetrahedral.
The small N1—Zn1—S1 (5) and N1—Zn1—S11, N11—Zn1—-S101
(8a) angles (86.5-87.5°) are very different from the expected angle
of 109° for a perfect tetrahedron, probably due to the rigidity of the
thiosemicarbazone’s N—S chelating system [27]. As a consequence
the N1—Zn1—S1’- (5) and N1—Zn1—S101, N11—Zn1—S1 (8a) an-
gles are 137.45(9)° in 5 and 129.02(4)°, 128.81(4)° in 8a. The
sum of the N1—Zn1—S1, N1—Zn1—S1/, N1'—Zn1—S’, N1'—Zn1—S1
angles is 442.7° for complex (5) and the sum of the equivalent an-
gles in complex (8a) are 446.16° and 445.38°, while the sum of the
four angles of a perfect tetrahedron is 437.88°. Hence, as already
mentioned, the geometries of 5 and 8a are highly distorted
tetrahedral.

In complexes (5) and (8a) the coordinated thiosemicarbazone
adopts the EZ conformation in relation to the C7—N1 and N2—C8
bonds.

Comparison between complexes (5)and (8a) reveals that the two
compounds present comparable bond distances. In general the bond
angles of the thiosemicarbazone chain in the two complexes are also
not significantly different. However, the angles comprising the me-
tal are not similar.

Considering that the bond distances do not significantly vary in
complexes (5) and (8a) in spite of the fact that 5 contains a chloro
substituent while 8a contains a fluor substituent at the N(3)-phenyl
group, comparisons of bond distances could in principle be made

Fig. 2. Molecular structure of HAc3mF (2) showing the labelling scheme of the non-H atoms and their displacement ellipsoids at the 50% probability level (left) together with

the N—H. - -S hydrogen bonds indicated by dashed lines (right).
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Fig. 3. Molecular structures of [Zn(Ac3mCl),] (5) and [Zn(Bz3mF),]-DMSO (8a) showing the labelling scheme of the non-H atoms and their displacement ellipsoids at the 50%

probability level. In 5, the “prime” atoms were generated by [—x, y, —z + 1/2].

Table 2
Selected bonds distances (A), and angles (°) for HAc3mF (2), [Zn(Ac3mCl),] (5) and [Zn(Bz3mF),]-DMSO (8a). Standard deviation in parenthesis.
Atoms (2) Atoms (5) Atoms (8a)
Distance (A)
- - Zn1—N1 2.075(3) Zn1—N1/Zn1—N11 2.0537(14)/2.0566(14)
- - Zn1-S1 2.2884(11) Zn1—S101/Zn1-S11 2.2849(5)/2.2726(5)
S1—C8 1.670(2) S1—C8 1.738(4) S$11—C8/S101—C108 1.7513(18)/1.7470(17)
N1—C7 1.281(2) N1—C7 1.309(5) N1—C7/N11—C107 1.304(2)/1.302(2)
N1—N2 1.374(2) N1—N2 1.387(4) N1—N2/N11—N12 1.391(2)/1.3885(19)
N2—C8 1.354(2) N2—C8 1.283(5) N2—C8/N12—C108 1.298(2)/1.302(2)
N3—C8 1.341(3) N3—C8 1.379(5) N3—C8/N13—C108 1.369(2)/1.365(2)
Angles (°)
- - N1'—Zn1—N1 107.80(16) N1—Zn1—N11 115.01(6)
- - S1'—Zn1-S1 111.82(6) $101—Zn1-S11 114.561(19)
- - N1—Zn1—51 85.63(8) N1—Zn1—S511/N11—Zn1—5101 87.57(4)/87.00(4)
- - N1—Zn1-S1 137.45(9) N1—Zn1—S101/N11—Zn1-S1 129.02(4)/128.81(4)
- - C8—S1—Zn1 93.21(14) C8—S11—Zn1/C108—S101—Zn1 92.30(6)/92.47(6)
C7—N1—N2 118.94(17) C7—N1—N2 113.9(3) C7—N1—N2/C107—N11—N12 115.28(14)/114.87(14)
N1—N2—C8 119.17(16) N1—N2—C8 115.2(3) N1—N2—C8/N11—N12—C108 115.90(14)/116.00(14)
N2—C8—S1 119.81(15) N2—C8—S1 129.0(3) N2—C8—S11/N12—C108—S101 128.44(13)/128.17(13)
S1—C8—N3 125.62(15) N3—C8—S1 113.1(3) N3—C8—S11/N13—C108—S101 113.64(13)/113.97(13)
N3—C8—N2 114.52(17) N3—C8—N2 117.9(4) N2—C8—N3/N12—C108—N13 117.91(16)/117.86(15)
2 Symmetry operation: ' = —x, y, —z+1/2.

between HAc3mF (2) and the acetophenone thiosemicarbazone
complex (5). C8—S1, which is a predominantly double bond, varies
from 1.670(2) Ain 2 to 1.738(4) A in 5 as a consequence of deproto-
nation with formation of a new predominantly single bond [28]. The
N2—C8 bond goes from 1.354(2) Ain 2 to 1.283 (5) A in 5 due to this
same effect. Significant modifications were observed as well in the
bond angles involving the sulfur atom in 2 and 5.

We were not able to grow crystals of complexes (6) and (7) but
considering that both 5 and 8a are highly distorted tetrahedral we
may assume that 6 and 7 probably present the same geometry.

4. Conclusions

N(3)-meta-chlorophenyl- and N(3)-meta-fluorphenyl thiosemi-
carbazones derived from acetophenone and benzophenone coordi-
nate to zinc(Il) forming [Zn(L;)] (L = anionic thiosemicarbazone)
complexes, in which the bidentate thiosemicarbazone ligands
adopt the EZ conformation in relation to the C7—N1 and N2—C8
bonds.

The presence of triethylamine in the reaction mixture induced
deprotonation at N(2)—H and the excess of zinc(Il) probably
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favored formation of tetrahedral [Zn(L;)] (L = anionic thiosemicar-
bazone) instead of octahedral [Zn(L)3;] complexes. In addition, since
the d'° configuration of zinc(ll) affords no crystal field stabilization,
the presence of rather bulky thiosemicarbazone ligands also prob-
ably contributed to the formation of tetrahedral species. Moreover,
the rigidity of the thiosemicarbazone’s N—S chelating system is
responsible for the highly distorted tetrahedral geometry of the
complexes.

Appendix A. Supplementary material

CCDC 844586, 844587 and 844588 contain the supplementary
crystallographic data for thiosemicarbazone (2) and complexes
(5) and (8a). These data can be obtained free of charge via http://
www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html, or from the Cambridge
Crystallographic Data Centre, 12 Union Road, Cambridge CB2 1EZ,
UK; fax: (+44) 1223 336033; or e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk.
Supplementary data associated with this article can be found, in
the online version, at doi:10.1016/j.molstruc.2011.11.035.
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inactive as antimicrobial agents against gram-positive and gram-negative bacteria and against Candida
albicans but upon coordination to antimony(Ill) and bismuth(Ill) antimicrobial activity was demon-
strated. The studied compounds were tested for their cytotoxic activities against Jurkat and HL60
(leukemia), MCF-7 (breast tumor), HCT-116 (colorectal carcinoma) and peripheral blood mononuclear
(PBMC) cells. All bis(benzoylhydrazones) proved to be poorly cytotoxic. Upon coordination of the bis(-
benzoylhydrazones) to antimony(Ill) and bismuth(IIl) cytotoxicity significantly improved. Complex (5)
presented high therapeutic indexes (TI = 11-508) against all cell lineages.

Pharmacological profile
Crystal structures
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1. Introduction

Antimony and bismuth are elements of the periodic table group
15. Bismuth compounds such as bismuth subnitrate, subcarbonate,
subgallate and subsalicylate are used orally in medicine for antacid
action. Bismuth compounds are employed in combination with
antibiotics in the treatment of ulcer caused by Helicobacter pylori
[1]. In addition, the antitumor effect of some bismuth compounds
has been demonstrated [2]. The antitumor activity of antimony
compounds has been demonstrated by other authors [2—4] and by
some of us [5]. Antimony compounds may also present antimi-
crobial properties [6]. However, the major clinical use of antimony
compounds is as a treatment for Leishmaniasis [7—9].

On coordination to metals, bioactive ligands may improve their
bioactivity profiles [10,11], while inactive ligands may acquire
pharmacological properties [12]. In addition, metal coordination is
one of the most efficient strategies in the design of repository, slow-
release or long-acting drugs [13].

* Corresponding author. Tel.: +55 31 3409 5740; fax: +55 31 3409 5700.
E-mail address: hberaldo@ufmg.br (H. Beraldo).

0223-5234/$ — see front matter © 2012 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
doi:10.1016/j.ejmech.2012.03.040

Hydrazones are an interesting class of compounds due to their
versatility in coordinating to metals, their conformational flexi-
bility, their use in analytical methods and their pharmacological
activity. Hydrazones are used as selective metal extracting agents as
well as in spectroscopic determination of certain transition metals
[14]. Hydrazone derivatives are found to possess antimicrobial
[15,16], anti-tubercular [17], anti-convulsing [15,18] and anti-
inflammatory [19,20] activities. Some hydrazone analogs have
been investigated as potential oral iron chelating agents with
applications in the treatment of thalassemia [21,22] and neurode-
generative disorders such as Alzheimer disease [23,24].

The chelating properties of 2,6-diacetylpyridine bis(benzoylhy-
drazones) have been investigated [12,25], and some works
report on their pharmacological properties [12]. In the present
work bismuth(Ill) and antimony(Ill) complexes were prepared
with 2,6-diacetylpyridine bis(benzoylhydrazone) (HAcPh), 2,6-
diacetylpyridine bis(para-chlorobenzoylhydrazone) (H,AcpCIPh),
and 2,6-diacetylpyridine bis(para-nitrobenzoylhydrazone) (H,Acp-
NO,Ph) (Fig. 1). The antimicrobial properties and the cytotoxic
activities of the studied compounds against human tumor and
peripheral blood mononuclear cell lines have been investigated.
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R =-H, -Cl or -NO,

Fig. 1. General structure of 2,6-diacetylpyridine bis(benzoylhydrazones).

2. Results and discussion
2.1. Formation of the antimony(Ill) and bismuth(Ill) complexes

Microanalyses and molar conductivity data are compatible with
the formation of [M(HL)Cly], M = Sb(III), Bi(Ill), in which a mono-
anionic bis(benzoylhydrazone) is attached to the metal center
together with two chloride ions.

2.2. Spectroscopic characterization

2.2.1. Infrared spectra

The vibrations attributed to »(C=N) at 1576—1568 cm~! in
the infrared spectra of the bis(benzoylhydrazones) shift to
1523—1514 cm™! in the spectra of complexes (1—6), in agreement
with coordination of the azomethine nitrogen [26—29]. The »(C=0)
absorption observed at 1771-1664 cm™! in the spectra of the
bis(benzoylhydrazones) shifts to 1686—1645 cm™~! in the spectra of
complexes (1—-6), indicating coordination through the oxygen.
Upon coordination the vibrations attributed to »(N—H + C=N) at
1267—1247 cm™ ! in the spectra of the bis(benzoylhydrazones) shift
to 1274—1250 cm ™! in the spectra of 1—6, in accordance with the
presence of at least one N—H bond, as suggested by microanalyses
and molar conductivity data.

The vibrations attributed to »(N—H + C=N) and to »(C=0)
disappear in the spectra of complexes [Sb(AcpCIPh)CI] (2a) and
[Bi(AcpNO,Ph)(DMSO)CI] (6a), obtained upon recrystallization of 2
and 6 in 1:9 DMSO/acetone, indicating deprotonation of both arms
of the bis(benzoylhydrazone).

The in-plane deformation mode of the pyridine ring at
660—634 cm ™! in the spectra of the uncomplexed bis(benzoylhy-
drazones) shifts to 679—670 cm~! in complexes (1—6), suggesting
coordination of the hetero-aromatic nitrogen [26—29].

In the spectra of complexes (1—3) the absorptions at
519—517 cm~! and 385—359 cm~! were attributed to the »(Sb—N)
[5] and »(Sb—0) [30] vibrations, respectively, and those at
254-225 cm~! to the ¥(Sb—Npy) vibration [5]. The absorption at
214—200 cm™! was attributed to the »(Sb—Cl) vibration. Similarly,
in complexes (4—6) the absorptions at 519—469 cm~! and
362—335 cm~! were attributed to the »(Bi—N) and »(Bi—O) vibra-
tions, respectively, and those at 256—252 cm™! to the »(Bi—Npy)
vibration. The absorption at 204—193 cm~! was assigned to the
y(Bi—Cl) vibration [30]. Therefore in the complexes the bis(ben-
zoylhydrazones) are attached to the metal through the
O—N—Npy—N-0 chelating system.

2.2.2. NMR spectra

The NMR spectra of the bis(benzoylhydrazones) and their anti-
mony(Ill) and bismuth(Ill) complexes were recorded in DMSO-dg
because this is the only solvent which dissolves all ligands and
complexes. The 'H resonances were assigned on the basis of
chemical shifts and multiplicities. The carbon type (C, CH) was
determined by using distortionless enhancement by polarization
transfer (DEPT 135) experiments. The assignments of the proton-
ated carbons were made by 2D hetero-nuclear multiple quantum
coherence experiments (HMQC).

The signals of all hydrogens and carbons undergo significant shifts
in complexes (1—6) relative to their position in the uncomplexed
bis(benzoylhydrazones). In the 'H NMR spectra of the bis(benzoyl-
hydrazones) the signals of N3—H at 6 10.76—11.30 are characteristic of
the E configuration, in which N3—H is hydrogen bonded to the solvent
[26—29]. Integration is compatible with the presence of two hydro-
gens. In the spectra of all antimony(Ill) and bismuth(Ill) complexes
integration reveals the presence of one hydrogen, indicating that the
bis(benzoylhydrazones) coordinate as monoanionic ligands. Hence in
1-6 only one of the arms in the bis(benzoylhydrazone) ligands
undergo deprotonation at N3—H, as indicated by microanalyses and
molar conductivity data. The signals of C7 undergo significant shifts
on coordination, in accordance with complexation through de imine
carbon. However, due to the low solubility of the complexes we were
unable to assign the signals of C8.

2.3. X-ray diffraction analyses

As already mentioned, crystals of [Sb(AcpCIPh)CI] (2a) and
[Bi(AcpNO,Ph)(DMSO)CI] (6a) were obtained from slow evapora-
tion of complexes (2) and (6), respectively, in 1:9 DMSO/acetone.

Table 1 shows selected bond distances and angles in the struc-
tures of 2a and 6a. As shown in Fig. 2, in the molecular structure of
complex (2a) a pentadentate bis(benzoylhydrazone) dianionic
ligand and one chloride ion are attached to the antimony(III) center.
Hence deprotonation at the second imine nitrogen occurred upon
recrystallization. Concerning the geometry around the metal
center, the O(1), O(1’), N(1), N(2), N(2’) atoms from the bis(ben-
zoylhydrazone) are located in the basal plane and the CI(1) atom
occupies the apical position of a pentagonal pyramidal arrange-
ment. In fact the geometry in 2a could be considered either
a pentagonal pyramid formed by the O—N—Npy—N—O chelating
system of the bis(benzoylhydrazone) in the basal plane and the
chloride ion in the apical position of a hexa-coordinated metal
center, or a pentagonal bipyramid with the antimony 5s? lone pair
occupying the seventh coordination position of a pseudo hepta-
coordinated metal center [31].

[Bi(AcpNO,Ph)(DMSO)CI] (6a) is hepta-coordinated and has a
pentagonal bipyramid geometry around bismuth(III). The bis(ben-
zoylhydrazone) acts as a pentadentate dianionic ligand which is
attached to the metal through three nitrogen [N(1), N(2) and N(2')]
and two oxygen [O(1) and O(1’)] atoms in the equatorial plane.
Thus once again deprotonation at N3—H in the second arm of the
bis(benzoylhydrazone) ligand occurred upon recrystallization. The
apices of the bipyramid are filled by a chloride ion and the oxygen
atom from a DMSO molecule. Similar hepta-coordinated complexes
with pentagonal bipyramidal geometry have been previously
reported [25,31]. In addition, deprotonation upon recrystallization
had been previously observed by some of us for copper(ll) and
zinc(Il) complexes with hydrazones [26—28].

In the structures of 2a and 6a, due to the geometric require-
ments of the bis(benzoylhydrazone) ligand the O(1)—M-0(1')
angle is remarkably larger than the other four angles involving
the metal and the O—N—N—N—O chelating system (see Table 1).
The central angle of a regular pentagon is 72°, while the
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Table 1
Bond lengths [A] and angles [°] for [Sb(AcpCIPh)Cl] (2a) and [Bi(AcpNO,Ph)(DMSO)
Cl] (6a).

(2a) (6a)

Atoms Bond lengths (A)

M(1)— () 2.235(6) 2.461(2)
M(1)-0(1’ 2.250(6) 2.436(2)
M(1)— N(2) 2.318(7) 2.494(2)
M(1)-N(2') 2.353(7) 2.446(2)
M(1)—N(1) 2.379(6) 2.451(2)
M(1)—Cl(1) 2.399(2) 2.4951(8)
0(1)-C(8) 1.262(10) 1.281(3)
0(1)-C(8) 1.272(10) 1.275(3)
N(3)-C(8) 1.342(11) 1.316(4)
N(3')-C(8) 1.325(11) 1317(3)
N(3)-N(2) 1.377(11) 1.372(3)
N(2')-N(3) 1.383(11) 1.369(3)
N(2)-C(7) 1.350(12) 1.290(4)
N(2')-C(7") 1.281(11) 1.287(3)
Atoms Angles (°)

0(1)-M(1)-0(1") 84.5(2) 99.53(6)
0(1)-M(1)-N(2) 67.5(2) 63.84(7)
0(1))=M(1)=N(2) 149.2(3) 159.75(7)
0(1)~M(1)-N(2) 149.7(3) 162.29(7)
0(1)~M(1)=N(2') 68.4(2) 64.99(7)
N(2)-M(1)-N(2') 133.5(2) 128.95(8)
0(1)-M(1)-N(1) 135.5(2) 128.66(7)
0(1')-M(1)—N(1) 133.4(2) 130.03(7)
N(2)-M(1)-N(1) 69.2(3) 64.85(8)
N(2')~M(1)—N(1) 66.0(2) 65.23(7)
0(1)~M(1)—Cl(1) 82.6(2) 84.97(6)
0(1)—-M(1)—Cl(1) 82.8(2) 85.76(6)
N(2)—M(1)—CI(1) 81.0(2) 81.48(6)
N(2')—M(1)—Cl(1) 80.7(2) 85.30(6)
N(1)-M(1)—Cl(1) 81.1(1) 86.15(5)
a(8)-0(1")-M(1) 117.1(5) 115.59(17)
C(8)—0(1)—M(1) 117.5(5) 116.59(18)
C(7)-N(2)—M(1) 120.5(6) 121.68(18)
C(7)-N(2')-M(1) 122.1(6) 121.85(19)
N(3')=N(2')—M(1) 116.6(5) 119.85(16)
N(3)—N(2)—M(1) 120.1(5) 119.87(17)
Cl(1)-Bi(1)-0(21) - 162.35(7)

0O(1)-M—0(1") angle in 2a and 6a are 84.5(2)° and 99.53(6)°,
respectively. In contrast, the O(1)—M(1)—N(2) and O(1")—M(1)—
N(2’) angles are 67.5(2)° and 68.4(2)° in 2a and 63.84(7)° and
64.99(7)° in 6a, respectively.

In both complexes (2a) and (6a) each arm of the bis(benzoyl-
hydrazone) adopts the EZ configuration in relation to the C7—N2
and N3—C8 bonds. In 2-acetylpyridine- and 2-benzoylpyridine-
derived hydrazones and bis(hydrazones) the C8—01, C7—N2 and
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C8—N3 bonds are in the 1.217-1.230 A, 1.264-1.286 A and
1.347—1.363 A ranges, respectively [26,32—34]. In complexes (2a)
and (6a) the C8—01 bonds are 1.262(10) A and 1.272(10) A in 2a and
1.281(3) A and 1.275(3) A in 6a. Hence the C8—01 bonds acquired
some single bond character in both 2a and 6a. In 6a the C7—N2 and
N3—C8 bonds are 1.290(4) A; 1.287(3) A and 1.316(4) A; 1.317(3) A,
respectively. Hence C7—N2 are predominantly double bonds while
the determined C8—N3 distances are intermediate but closer to
those of a double bond.

Interestingly, extremely different C7—N2 and C8—N3 bond
distances were found in the structure of 2a (C7—N2 = 1.350(12) A;
1.281(11) A and C8—N3 = 1.342(11) A; 1.325(11) A), revealing the
presence of two asymmetric arms.

In 2a and 6a the bis(benzoylhydrazone) anion is nearly planar
[rms deviation of atoms from the least-squares plane of 0.0167 A
(2a) and 0.0553 A (6a)] with the metal ion laying close onto this
plane [at 0.333(3) A (2a) and 0.224(1) A (6a), respectively]. The
higher planarity of the chelating system in 2a could possibly
explain the differences in the structures of 2a and 6a.

2.4. Antimicrobial activity

Table 2 reports the minimum inhibitory concentrations (MIC) of
the studied compounds against Staphylococcus aureus, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa and
Candida albicans. The bis(benzoylhydazones) were inactive against
all microorganisms.

In general, upon coordination to antimony(Ill) the compounds
showed antimicrobial activity. Among the antimony(Ill) complexes,
the lowest MIC values were found for [Sb(HAcpCIPh)Cl;] (2), which
was the most active antimony(Ill) complex against S. aureus and
E. faecalis (MIC = 24.1 and 9.7 pM, respectively). Complex (3)
showed low antimicrobial activity. These results suggest that the
presence of the para-chloro substituent favored antimicrobial
activity in the complex while substitution with the para-nitro
group resulted in a poorly active complex.

Upon coordination to bismuth(Ill) the antimicrobial activity
significantly increased against all gram-positive bacteria and to
a lesser extent against gram-negative P. aeruginosa. The bismuth(III)
complexes were more active than their antimony(lll) analogs.
Complexes (5) and (6) proved to be more active against S. aureus
than tetracycline, used as positive control, and presented a good
activity against the growth of E. faecalis. On complexation to bis-
muth(Ill) the antimicrobial activity also increased against
C. albicans. Again, complexes (5) and (6) proved to be the most
active, 5 being more effective than fluconazole, the drug employed
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Fig. 2. Molecular plot of [Sb(AcpCIPh)Cl] (2a) and [Bi(AcpNO,Ph)(DMSO)CI] (6a) showing the labeling scheme of the non-H atoms and their displacement ellipsoids at the 50%

probability level.
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Table 2

Antimicrobial activity of the bis(benzoylhydrazones) and their antimony(Ill) and bismuth(IIl) complexes.
Compound MIC (upM)

S. aureus S. epidermidis E. faecalis P. aeruginosa C. albicans

H2AcPh NA NA NA NA NA
[Sb(HACPh)C,] (1) 220.8 NA 436 406.0 431.0
[Bi(HACPh)Cl,] (4) 9.4 9.2 45 90.3 188.0
HzAcpCl NA NA NA NA NA
[Sb(HAcpCIPh)Cly] (2) 24.1 NA 9.7 409.0 NA
[Bi(HAcpCIPh)Cl,] (5) 03 65.6 2.0 344.6 44.0
H2AcpNO, NA NA NA NA NA
[Sb(HACpNO,Ph)Cl,] (3) NA NA NA NA 193.0
[Bi(HAcpNO,Ph)Cl>] (6) 0.2 16.8 1.0 109.7 85.0
SbCl; 124.0 NA 110.0 2115.0 NA
BiCl5 ND ND ND ND ND
Tetracyclin 7.2 — - 26.7 —
Fluconazole — — — — 59.0
Ciprofloxacin - 0.3 0.5 -

NA — not active; ND — not determined.

as positive control. All complexes were less active than cipro-
floxacin against S. epidermidis and E. faecalis.

2.5. Cytotoxic activity

Table 3 shows the ICsq values of the bis(benzoylhydrazones) and
their antimony(Ill) and bismuth(Ill) complexes against Jurkat and
HL60 leukemia cells, MCF-7 and HCT-116 solid tumor cells and
peripheral blood mononuclear cells (PBMC). In general, it was
shown that HL60 cells were more susceptible to all compounds
than the Jurkat, MCF-7 and HCT-116 cell lines.

The bis(benzoylhydrazones) proved to be cytotoxic to HL60 cells
but were poorly active against Jurkat, MCF-7 and HCT-116 cells
lines, with ICso values higher than 100 uM, except for H,AcPh
against MCF-7 cells (ICso = 41.15 uM). HoAcPh revealed to be the
most cytotoxic compound. The presence of the para-chloro and
para-nitro substituents resulted in decreased cytotoxicity.

Although SbCl; exhibited poor cytotoxic activity, after coordi-
nation of the bis(benzoylhydrazones) to antimony(IIl), except for
complex [Sb(HAcpNO,Ph)Cl,] (3), cytotoxicity significantly
increased against HL60 and MCF-7 cell lines (IC50 = 0.36—2.46 pM).
[Sb(HAcPh)Cl>] (1) and [Sb(HAcpCIPh)Cly] (2) were more active
than cisplatin used as a reference against HL60 and MCF-7 cells.
Since both the bis(benzoylhydrazones) and the antimony(IIl) salt
showed low cytotoxic activity the cytotoxic effect of 1 and 2 could
be attributed to the complex as an entity.

Coordination to bismuth(III) revealed to be a better strategy to
increase cytotoxic activity of the bis(benzoylhydrazones).
[Bi(HAcPh)Cl;] (4), [Bi(HAcpCIPh)Cl,] (5) and [Bi(HAcpNO,Ph)Cl;]

Table 3

(6) were more active than their antimony(Ill) congeners. In general,
4—6 were more active than cisplatin. Among the bismuth(III)
complexes, 4 revealed to be the most active against all tumor cell
lines. The presence of the para-chloro and para-nitro groups
in the bis(benzoylhydrazone) ligand resulted in a decrease in
cytotoxicity of the bismuth(Ill) complexes. We were unable to
assay the cytotoxic effect of BiCl;3 due to its low solubility, but
from the results obtained with SbCl3; we may infer that the
cytotoxic effect of the bismuth(Ill) complexes is probably due to
the complex as an entity and not only to the presence of the metal.

The cytotoxicity of the studied compounds was also evaluated in
normal cells. We used human PBMC as a predictive model. As
shown in Table 3, although complex (4) presented the highest
cytotoxicity against the investigated tumor cell lines, 5 was the best
antitumor drug candidate due to its higher therapeutic indexes
[TI = ICs50(pBMC)/IC50(tumor celly]- In fact the TI values of 5 were 11
(Jurkat), 508 (HL60), 109 (MCF-7) and 11 (HCT-116). Complex (6)
presented TI = 11 (Jurkat), 114 (HL60), 43 (MCF-7) and 6 (HCT-116).
The antimony(Ill) complexes (1—3) also presented good therapeutic
indexes (TI = 5-231) against HL60 cells and TI = 43 for complex (2)
against MCF-7 cells. In contrast, the determined ICsq for cisplatin
against PBMC cells was 3.37, and its calculated TI values <<1
against all cancer cell lines indicate its high toxicity to normal cells.

2.6. Investigation on the pro-apoptotic potential of the
bis(benzoylhydrazones) and complexes (4—6)

The acquired ability to resist to apoptosis is a hallmark of most
types of tumors. Therefore, induction of apoptosis, or programmed

Cytotoxic activity (ICso) of bis(benzoylhydrazones) derivatives and their antimony(Ill) and bismuth(Ill) complexes on Jurkat, HL60, MCF-7, HCT-116 and PBMC cell lines.

Compound ICs0 (LM) 95% Confidence interval in parenthesis

Jurkat HL60 MCF-7 HCT-116 PBMC
H2AcPh >100 0.98 (0.44-2.18) 41.15 (10.93—-155.00) >100 85.92 (20.29—363.80)
[Sb(HAcPh)Cl,] (1) >100 0.39 (0.19-0.85) 246 (1.34-4.52) >100 36.48 (6.96—191.30)
[Bi(HAcPh)Cl,] (4) 1.29 (0.57-2.92) 0.09 (0.04—0.18) 0.27 (0.18—0.41) 2.83(2.13-3.77) 1.29 (0.22—-7.43)
H2AcpCIPh >100 1.78 (0.83—-3.82) >100 >100 >100
[Sb(HAcpCIPh)Cl;] (2) >100 0.36 (0.16—0.79) 1.93 (0.86—4.33) >100 83.32 (13.03—532.8)
[Bi(HAcpCIPh)Cl,] (5) 10.56 (3.77—29.57) 0.23 (0.11-0.47) 1.07 (0.67—1.73) 10.22 (7.67—-13.61) 117.0 (10.7-1278.0)
H2AcpNO,Ph >100 2.60 (1.42—-4.78) >100 >100 >100
[Sb(HAcpNO,Ph)Cl;](3) >100 21.72 (8.553—55.16) >100 >100 >100
[Bi(HAcpNO,Ph)Cl,] (6) 2.06 (0.92-4.62) 0.20 (0.11-0.38) 0.5403 (0.36—0.81) 3.80 (2.80—5.13) 22.94 (9.99-52.66)
SbCl; >100 67.89 (48.09—-95.86) >100 >100 55.68 (3.05—1015.0)
Cisplatin 14.42 (11.44-18.18) 5.73 (2.29—-14.33) 66.83 (24.49—182.30) 22.27 (6.77-73.21) 3.37 (2.67—4.08)
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cell death in cancer cells is thought to be fundamental to the
success of treatments for cancer [35].

Since coordination of the bis(benzoylhydrazones) to bismu-
th(III) proved to be a better strategy for obtaining novel anticancer
drug candidates than coordination to antimony(Ill), complexes
(4—6) were investigated for the mechanism of their antitumor
activity and their ability to activate the apoptotic pathway. Hence,
we followed DNA fragmentation induced by complexes (4—6).
Cells with an increase of subdiploid DNA content, thus with frag-
mented DNA, were classified as apoptotic cells.

Fig. 3 shows the subdiploid DNA content for the four lineages
after incubation with 4—6 and their respective ligands. The data
demonstrated distinct lineage-dependent profiles on DNA frag-
mentation. The order of sensitivity of tumor cells was:
HL60 > Jurkat > HCT-116 > MCF-7.

All bis(benzoylhydrazones) and complexes (4—6) induced
significant DNA fragmentation in HL60 cells, indicating apoptosis to
be part of their mode of cytotoxic action against this lineage.

Complex (4) significantly induced DNA fragmentation in Jurkat
cells while the bis(benzoylhydrazones) and complexes (5) and (6)
exerted moderate effect. 4 and 6 appreciably induced DNA frag-
mentation on HCT-116 cells while the other studied compounds did
not exert a strong effect. All complexes (4—6) were more effective
than their respective ligands, suggesting coordination to bismu-
th(Ill) to be an interesting strategy to promote apoptosis in HCT-116
cells.

The bis(benzoylhydrazones) and complexes (4—6) induced
moderate DNA fragmentation on MCF-7 cells, suggesting that
apoptosis induction is not their main mode of cytotoxic activity
against these lineage.
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3. Conclusions

Although the bis(benzoylhydrazones) proved to be almost
inactive as antimicrobial and cytotoxic agents, their antimony(III)
and bismuth(IIl) complexes presented antimicrobial and cytotoxic
activity. Coordination to bismuth(Ill) revealed to be a better
strategy of antimicrobial and cytotoxic activity improvement. The
bismuth(Ill) complexes exhibited cytotoxic activity at nanomolar
doses against HL60 and MCF-7 cells.

Since the bis(benzoylhydrazones) revealed to be poorly bioac-
tive, their antimony(Ill) and bismuth(Ill) complexes might act by
increasing the metals’ bioavailability due to the lipophilic character
of the ligands (logP = 3.86—4.96) [36] as well as by slowly releasing
the metal to the biological target.

Synergic administration of cisplatin and bismuth compounds is
known to reduce the toxic side-effects of cisplatin, an effect that
may be traced to the increased production of metallothionein
induced by bismuth [2]. Therefore, the study and development of
new bismuth-based drugs may be an interesting strategy in anti-
cancer therapy.

4. Experimental
4.1. Materials and measurements

All common chemicals were purchased from Aldrich and used
without further purification. The bis(benzoylhydrazones) were
prepared according to previously reported procedures [37,38].

Partial elemental analyses were performed on a Perkin Elmer
CHN 2400 analyzer. An YSI model 31 conductivity bridge was
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Fig. 3. DNA fragmentation induced by the bis(benzoylhydrazones) and their bismuth(IIl) complexes in HL60, Jurkat, MCF-7 and HCT-116 cells. All cells were incubated with 10 uM of
each compound, at 37 °C in a 5% CO, atmosphere for 24 h. DNA content was assessed by flow-cytometric analysis of cells labeled with propidium iodide. Each data represents

SEM =+ SD from two different experiments (*P < 0.05, Student’s t-test).
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employed for molar conductivity measurements. Infrared spectra
were recorded on a Perkin Elmer FT-IR Spectrum GX spectrometer
using KBr plates (4000—400 cm™') and nujol mulls between Csl
plates (400—200 cm™!). NMR spectra were obtained with a Bruker
DPX-200 AVANCE (200 MHz) spectrometer using DMSO-dg as the
solvent and TMS as internal reference.

Single crystal X-ray diffraction measurements for 2a and 6a
were carried out on an Oxford-Diffraction GEMINI-Ultra diffrac-
tometer using graphite-Enhance Source Mo K, radiation
(A = 0.71073 A). The data collection, cell refinements, and data
reduction were performed using the CRYSALISPRO software [39].
Semi-empirical from equivalents absorption correction method
was applied [39]. The structures were solved by direct methods
using SHELXS-97 [39]. Full-matrix least-squares refinement
procedure on F> with anisotropic thermal parameters was carried
on using SHELXL-97 [40]. Positional and anisotropic atomic
displacement parameters were refined for all non-hydrogen atoms.
Hydrogen atoms were placed geometrically and the positional
parameters were refined using a riding model.

4.2. Synthesis of antimony(Ill) and bismuth(IIl) complexes with 2,6-
diacetylpyridine bis(benzoylhydrazone), 2,6-diacetylpyridine
bis(para-chlorobenzoylhydrazone), and 2,6-diacetylpyridine
bis(para-nitrobenzoylhydrazone) [Sb(HAcPh)Cl,] (1), [Sb(HAcpClPh)
Cly] (2), [Sb(HAcpNO2Ph)Cly] (3), [Bi(HAcPh)Cly] (4), [Bi(HAcpClPh)
Cly] (5), [Bi(HAcpNO,Ph)Cl,] (6)

The antimony(Ill) and bismuth(IIl) complexes were obtained by
stirring under reflux an ethanol solution of the desired bis(ben-
zoylhydrazone) (1.0 mmol) with an equimolar amount of SbCl3 or
BiCls, (purity > 99.99%, added as powders) for 3 h. The resulting
solids were washed with ethanol, diethylether and then dried in
vacuum.

4.2.1. [Sb(HAcPh)Cly] (1)

Orange solid. Yield: 69%. Anal. Calcd. C23H20SbCloN50; (591.10):
C,46.73; H, 3.41; N, 11.85. Found: C, 46.74; H, 3.21; N, 11.82%. Molar
conductivity (1 x 10~3 mol L~! DMF): 25.48 Q! cm? mol~L. IR
(KBr, Csl/nujol, cm™!): »(C=0) 1668s, »(C=Njmi) 1515m, »(C=
C + C=N,y) 1489s, ¥(N—H + C=N) 1267s, p(py) 671w, »(M — N)
517w, ¥(M — 0) 359m, »(M — Npy) 255m, »(M — CI) 214w. The main
signals in 'H NMR (200 MHz, DMSO-dg): ¢ (ppm) = 8.50 (1H, d,
Ju = 7.62 Hz, H(3)), 8.64 (1H, t, Jy = 7.80 Hz, H(4)), 8.19 (2H, m,
H(10)), 7.68 (2H, m, H(11)), 2.88 (6H, s, H(15)), 11.86 (1H, s, N(3)H).
13C NMR (200 MHz, DMSO-de): 6 (ppm) = 143.37, C4; 128.66, C10;
128.57, C11; 15.15, C15.

4.2.2. [Sb(HAcpCIPh)Cly] (2)

Orange solid. Yield: 82%. Anal. Calcd. C23H18SbCI4N50; (659.99):
C, 41.92; H, 2.60; N, 10.63. Found: C, 42.15; H, 2.58; N, 10.72%. Molar
conductivity (1 x 107> mol L~! DMF): 21.06 Q' cm? mol . IR (KBr,
Csl/nujol, cm™1): ¥(C=0) 1681s, ¥(C=Niy;) 1514m, »(C=C + C=
Npy) 1482s, ¥(N—H + C=N) 1250s, p(py) 679w, »(M — N) 519w,
y(M — O) 361m, »(M — Npy) 246m, »(M — Cl) 208w. The main
signals in "H NMR (200 MHz, DMSO-dg): & (ppm) = 8.52 (1H, d,
Ju = 748 Hz, H(3)), 8.65 (1H, t, Jy = 7.94 Hz, H(4)), 8.19 (2H, d,
Ju = 7.83 Hz, H(10)), 7.66 (2H, m, H(11)), 2.88 (6H, s, H(15)), 11.05
(1H, s, N(3)H). 13C NMR (200 MHz, DMSO-dg): 6 (ppm) = 153.86,
C7=N; 143.46, C4; 128.70, C10; 130.55, C11; 15.28, C15.

4.2.3. [Sb(HACpNOPh)Cly] (3)

Orange solid. Yield: 59%. Anal. Calcd. C23H1gSbCI;N70Og (681.10):
C, 40.56; H, 2.66; N, 14.40. Found: C, 40.51; H, 2.62; N, 14.31%. Molar
conductivity (1 x 1073 mol L~! DMF): 27.97 Q! cm? mol~ . IR (KBr,
Csl/nujol, cm™1): »(C=0) 16865, ¥(C=Njm;) 1523s, (C=C + C=Npy)

1523s, ¥(N—H + C=N) 12575, p(py) 679w, »(M — N) 517w, »(M — O)
385m, (M — Npy) 254m, »(M — Cl) 200w. The main signals in 'H
NMR (200 MHz, DMSO-dg): 6 (ppm) = 8.57 (1H, d, Jy = 7.55 Hz,
H(3)), 8.70 (1H, t, Jy = 7.27 Hz, H(4)), 8.41 (2H, m, H(10)), 8.41 (2H,
m, H(11)), 292 (6H, s, H(15)), 11.70 (1H, s, N(3)H). 3C NMR
(200 MHz, DMSO-dg): 6 (ppm) = 146.54, C7=N; 142.46, C4; 131.00,
C10; 131.89, C11.

4.2.4. [Bi(HAcPh)Cl,] (4)

Yellow solid. Yield: 63%. Anal. Calcd. Cy5H8BiCl;N5 (678.4093):
C,40.72; H, 2.97; N, 10.32. Found: C, 40.49; H, 2.84: N, 10.38%. Molar
conductivity (1 x 1073 mol L~! DMF): 10.31 Q! cm? mol~. IR (KBr,
Csl/nujol, cm™1): ¥(C=0) 1645s, ¥(C=Niy;) 1515m, »(C=C + C=
Npy) 1487s, ¥(N—H + C=N) 1274s, p(py) 670w, »(M — N) 469w,
y(M — O) 357m, »(M — Npy) 252m, »(M — Cl) 193w. The main
signals in 'H NMR (200 MHz, DMSO-dg): 6 (ppm) = 8.43 (1H, d,
Ju = 7.32 Hz, H(3)), 8.61 (1H, t, Jy = 7.86 Hz, H(4)), 8.24 (2H, m,
H(10)), 7.60 (2H, m, H(11)), 2.83 (6H, s, H(15)), 12.36 (1H, s, N(3)H).
13C NMR (200 MHz, DMSO-dg): 6 (ppm) = 151.12, C7=N; 142.74,
C4; 128.53, C10; 128.96, C11; 15.05, C15.

4.2.5. [Bi(HAcpCIPh)Cly] (5)

Yellow solid. Yield: 73%. Anal. Calcd. Cy3H1gBiCl4N50;
(747.2127): C, 36.97; H, 2.43; N, 9.37. Found: C, 36.97; H, 2.39; N,
9.10%. Molar conductivity (1 x 103> mol L' DMF):
9.07 Q! em? mol~L IR (KBr, Csl/nujol, cm™!): »(C=0) 1645s, »(C=
Nimi) 1520m, »(C=C + C=Ny) 1485s, y(N—H + C=N) 1270s, p(py)
676w, »(M — N) 489w, »(M — 0) 335m, »(M — Npy) 256m, »(M — Cl)
202w. The main signals in 'H NMR (200 MHz, DMSO-dg):
6 (ppm) = 8.41 (1H, d, Jy = 8.02 Hz, H(3)), 8.59 (1H, t, Ju = 7.45 Hz,
H(4)), 8.20 (2H, d, Jy = 7.54 Hz, H(10)), 7.61 (2H, m, H(11)), 2.81 (6H,
s, H(15)), 12.44 (1H, s, N(3)H). 13C NMR (200 MHz, DMSO-dg):
0 (ppm) = 151.15, C7=N; 142.74, C4; 128.66, C10; 130.82, C11;
15.03, C15.

4.2.6. [Bi(HACpNO,Ph)Cl,] (6)

Yellow solid. Yield: 67%. Anal. Calcd. Cy3HgBiCloN7Og
(768.3184): C, 35.95; H, 2.36; N, 12.76. Found: C, 36.10; H, 2.34; N,
11.96%. Molar conductivity (1 x 102 mol L~! DMF):
15.99 Q' em? mol~L IR (KBr, Csl/nujol, cm~1): »(C=0) 1670s, »(C=
Nimi) 1523s, »(C=C + C=Npy) 1523s, ¥(N—H + C=N) 1267s, p(py)
679w, (M — N) 519w, »(M — 0) 362m, »(M — Npy) 254m, »(M — Cl)
204w. The main signals in 'H NMR (200 MHz, DMSO-dg):
6 (ppm) = 8.48 (1H, d, Jy = 8.81 Hz, H(3)), 8.48 (1H, m, H(4)), 8.36
(2H, d, J = 8.59 Hz, H(10)), 8.36 (2H, m, H(11)), 2.81 (6H, s, H(15)),
1125 (1H, s, N(3)H). 3C NMR (200 MHz, DMSO-dg):
0 (ppm) = 148.81, C7=N; 142.22, C4; 130.18, C10; 130.18, C11;
14.63, C15.

4.3. X-ray crystallography

As already mentioned, crystals of [Sb(AcpCIPh)Cl] (2a) and
[Bi(AcpNO,Ph)(DMSO)CI] (6a) were obtained from slow evapora-
tion of 2 and 6, respectively, in 1:9 DMSO/acetone. The crystal
structures of 2a and 6a were determined by using single-crystal
X-ray diffractometry.

A summary of the crystals data, data collection details and
refinement results is listed in Table 4. Molecular graphics and
packing figures were prepared using ORTEP [41].

4.4. Antimicrobial activity
Antibacterial activity was evaluated by minimum inhibitory

concentration (MIC) using the macrodilution test [42]. S. aureus
ATCC 6538, S. epidermidis ATCC 12228, E. faecalis ATCC19433 and
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Table 4
Crystal data and structure refinement for [Sb(AcpCIPh)Cl] (2a) and [Bi(AcpNO,Ph)(DMSO)CI] (6a).
Identification code (2a) (6a)
Empirical formula Cy3H7CI3Ns0,Sb C,5H,3BiCIN,0,S
Formula weight (g mol~1) 623.52 809.99
Color Orange Orange
Crystal size (mm?) 0.36 x 0.18 x 0.4 0.36 x 0.29 x 0.13
Temperature (K) 293(2) 293(2)
Wavelength, 1 (A) 0.71073 0.71073
Intervalo de 6 (°) 1.90—25.00 2.75-26.37
Limiting indices -1<h<14,-1<k<19,-15<1<14 -11<h<10,-16 <k<16,-30<1<31
Space group P2(1)/c P21/n
Crystal system Monoclinic Monoclinic
Unit cell dimensions a(A) 14.719(5) 8.88910(10)
b (A) 12.935(5) 13.4044(2)
c(A) 13.029(5) 24.9236(3)
a () 90 90
8(°) 104.115(5) 92.4410(10)
v () 90 90
Volume (A3) 2405.7(15) 2967.03(7)
z 4 4
F(000) 1232 1576
Calculated density (Mg m~3) 1.722 1.813
Absorption coefficient u (mm~1) 1.512 6.158
Reflections collected 15243 36175
Reflections unique/R(int) 7024/0.0000 6064/0.0505
Restraints/parameters 0/308 0/381
R[I > 2a(I)] R1 = 0.0653, wR2 = 0.1680 R1 = 0.0204, wR2 = 0.0460
R (all) R1 =0.1096, wR2 = 0.1991 R1 = 0.0288, wR2 = 0.0471
S 1.022 0.954
Ap min/max (e A3) —0.868/1.482 —0.641/0.718

P. aeruginosa ATCC 27853, stored in Mueller Hilton broth were
subcultured for testing in the same medium and grown at 37 °C.
Then the bacterial cells were suspended, according to the McFar-
land protocol [43], in saline solution, to produce a suspension
of about 10° CFU mL~! (colony-forming units per mL). Serial dilu-
tions of the test compounds, previously dissolved in dimethyl
sulfoxide (DMSO), were prepared in test tubes to final concentra-
tions of 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, and 1 pg mL~'; 100 puL of
a 24 hold inoculum was added to each tube. The MIC, defined as the
lowest concentration of the test compound, which inhibits the
visible growth after 20 h, was determined visually after incubation
for 20 h at 37 °C. Tests using tetracycline and ciprofloxacin as
references and DMSO as negative control were carried out in
parallel. All tests were performed in triplicate with full agreement
between results.

Antifungal activity was also evaluated by minimum inhibitory
concentration (MIC) using the macrodilution test [41]. C. albicans
ATCC 10231, stored in Sabouraud broth, was subcultured for testing
in the same medium and grown at 37 °C. Then the yeast cells were
suspended, according to the McFarland protocol [44], in saline
solution, to produce a suspension of about 10° CFU mL~. Serial
dilutions of the test compounds, previously dissolved in dimethyl
sulfoxide (DMSO), were prepared in test tubes to final concentra-
tions of 512, 256, 128, 64, 32,16, 8, 4, 2, 1,0.5, 0.3 and 0.1 pg mL~.
100 pL of a 24 h old inoculum was added to each tube. The MIC was
determined visually after incubation for 20 h at 37 °C. DMSO was
used as negative control. Tests using fluconazole as reference and
DMSO as negative control were carried out in parallel. All tests were
performed in triplicate.

4.5. Cytotoxicity activity

4.5.1. Materials

Cisplatin, (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) (MTT), RPMI-1460, r-glutamine were purchased from
Sigma, and Antibiotic/Antimicotic Solution and fetal calf serum were
purchased from Gibco (Grand Island, NY).

4.5.2. Cell lines

Jurkat (human immortalized line of T lymphocyte), HL60 (wild
type human promyelocytic leukemia), MCF-7 (human breast
adenocarcinoma) and HCT-116 (human colorectal carcinoma) cell
lines were kindly given by Dr. Gustavo Amarante-Mendes (Sdo
Paulo University, Brazil). All lineages were maintained in the log-
arithmic phase of growth in RPMI 1640 medium supplemented
with 100 U mL~! penicillin and 100 pug mL~! streptomycin (GIBCO
BRL, Grand Island, NY) enriched with 2 mM of L-glutamine and 10%
of fetal bovine serum. All cultures were maintained at 37 °C in
a humidified incubator with 5% CO, and 95% air. The media were
changed twice weekly and they were regularly examined.

4.5.3. Evaluation of the cytotoxic effect against human tumor cell
lines

Jurkat and HCT-116 lineages were inoculated at 100,000 cells of
per well, while HL60 and MCF-7 cells were inoculated at 50,000
and 40,000 cells per well, respectively. The plates were pre-
incubated for 24 h at 37 °C to allow adaptation of cells prior to
the addition of the test compounds. Freshly prepared solutions of
the different compounds were tested at 10 uM. Subsequently, the
plates were inoculated for 48 h in an atmosphere of 5% CO, and
100% relative humidity. Control groups included treatment with
0.1% DMSO (negative control) and 10 pM of cisplatin and auranofin
(positive controls). Cell viability was estimated by measuring the
rate of mitochondrial reduction of MTT. All substances were dis-
solved in dimethyl sulfoxide (DMSO) prior to dilution. Compounds
that inhibited the proliferation in more than 50% were selected for
determination of the half maximal inhibitory concentration (ICsq).
IC50 values were determined over a range of concentrations
(100—0.01 uM). All compounds were tested in triplicate, in three
independent experiments.

4.5.4. Evaluation of the cytotoxic effect against human peripheral
blood mononuclear cells

The human peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were
separated according to the method described by Gazzinelli et al.
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[45]. In brief, PBMC samples were obtained through agreement
with Minas Gerais Hematology and Hemotherapy Center Founda-
tion — HEMOMINAS (protocol no 105/2004) from healthy adult
volunteers of both sexes by centrifugation of heparinized venous
blood over Ficoll cushion (Sigma—Aldrich, St. Louis, MO). Mono-
nuclear cells were collected from the interphase after Ficoll sepa-
ration and washed three times in RPMI-1640 before further
processing. The cells were washed and the cell density was
adjusted to 2.5 x 10° cells mL~. 100 pL of this suspension (250,000
cells) were added to a 96-wells plate and incubated for 24 h in the
presence of 2.5 mg mL~! of phytohemaglutinin (PHA) for stabili-
zation. After this period, cells were incubated in the presence of
different concentrations of selected compounds (from 100 to
0.00001 pM) for 48 h, at 37 °C in a humidified atmosphere con-
taining 5% CO,. The cells were maintained in culture medium
containing RPMI (Sigma) supplemented with 5% normal human
serum AB Rh+, previously inactivated, 2 mM L-glutamine and an
antibiotic/antimicotic solution containing 1000 U mL~! penicillin,
1000 pg mL~! streptomycin and 25 pg mL~! fungisone (GIBCO/BRL,
Grand Island, NY) was added to control fungal and bacterial
contamination.

All experiments were performed in triplicate using cisplatin as
positive control. We conducted a solvent control (DMSO) at the
same concentration of the tested samples (less than 0.5%). Prolif-
eration and viability were evaluated by the MTT assay.

4.5.5. In vitro cell viability assay — MTT assay

The MTT assay is a standard colorimetric assay, in which mito-
chondrial activity is measured by splitting tetrazolium salts with
mitochondrial dehydrogenases in viable cells only [46]. Briefly,
after 4 h of the end of incubation of cells with different compounds,
20 pL of MTT solution (2.5 mg mL™! in phosphate-buffered saline)
were added to each well, the supernatant was removed and 200 pL
of 0.04 M HCl in isopropyl alcohol were added to dissolve the for-
mazan crystals. The optical densities (OD) were evaluated in
a spectrophotometer at 570 nm. Controls included drug-containing
medium (background) and drug-free complete medium. Drug-free
complete medium was used as control (blank) and was treated in
the same way as the drug-containing media. Results were
expressed as percentage of cell proliferation, comparing with 0.1%
DMSO control and were calculated as follows: viability (%) = (mean
OD treated — mean OD background)/(mean OD untreated cultured,
i.e. 0.1% DMSO — mean OD blank wells) x 100. Interactions of
compounds and media were estimated on the basis of the varia-
tions between drug-containing medium and drug-free medium to
escape from false-positive or false-negative [47].

4.5.6. DNA fragmentation assay

Subdiploid DNA content was determined for the quantification
of cellular DNA fragmentation, which is characteristic of apoptosis.
This experiment was used as a predictive method of the pro-
apoptotic potential of compounds. Subdiploid DNA content was
evaluated in HL60, Jurkat, MCF-7 and HCT-116 cells subjected to
different treatments with selected compounds, according to the
method described by Nicoletti et al. [48]. For this study, 100,000
cells in suspension treated or not with compounds were centri-
fuged for 5 min at 200 g, 4 °C. After centrifugation, cells were re-
suspended in hypotonic fluorochrome solution-HFS [50 pg mL~!
propidium iodide — PI (Sigma), 0.1% sodium citrate (Sigma) and
0.1% Triton X-100 (Sigma)]. The samples in HES were incubated at
8 °C for 4—8 h and immediately taken to the flow cytometer.

Incubation of cells with a hypotonic fluorochrome solution
(HFS) leads to the weakening of the cell membrane by the action of
triton-X100 and hypotonic shock causes its lysis. The nuclear
material becomes accessible to PI, which will intercalate in nuclear

DNA. Normal cells have DNA content equal to 2n or 4n, depending
on the phase of the cell cycle. In apoptotic cells, the DNA content is
lower than 2n, because the fragments of small molecular weight
leave the inner core, which is the subdiploid phase. The subdiploid
DNA content was determined by the CellQuest program (Becton
Dickinson).

4.5.7. Statistical analyses

All experiments were performed in at least three replicates per
compound and results shown are the average of three independent
experiments. Data are represented as mean 4+ SEM. Significance
was tested by the Student’s t-test.
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Complexes [Pt(2Bz40T)Cl], [Pt(2Bz4mT)Cl], and [Pt(2Bz4pT)Cl] were prepared with N(4)-ortho-
(H2Bz40T), N(4)-meta-(H2Bz4mT), and N(4)-para-(H2Bz4pT) tolyl-2-benzoylpyridine-derived thiosemi-
carbazones. The thiosemicarbazones exhibited moderate anti-proliferative activity against HepG2 (hep-
atoma) and UACC-62 (melanoma) cancer cell lines, but showed high anti-proliferative effect against A431
(epithelial carcinoma) cancer cell lines. Upon coordination to platinum(II) the anti-proliferative activity
decreases in all cases. The cytotoxicity of the previously prepared palladium(Il) analogues [Pd(2Bz40T)Cl],
[Pd(2Bz4mT)Cl], and [Pd(2Bz4pT)Cl] was also investigated. As in the case of the platinum(II) complexes,
coordination to palladium(Il) did not lead to activity improvement. Investigations on the mechanism of
cytotoxic action against A431 cells revealed that [Pd(2Bz40T)Cl] induced DNA fragmentation and apop-
tosis while H2Bz40T did not present this effect. The high anti-proliferative effect of the thiosemicarba-
zones and [Pd(2Bz40T)Cl] against A431 cells, together with the pro-apoptotic effect of [Pd(2Bz40T)Cl]

suggests that these compounds have potential as chemotherapeutic drug candidates.

© 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The antitumoral properties of cis|diamminedichloroplatinum(II)],
cisplatin, are now well documented. Cisplatin is used to treat both
solid and disseminated tumors and has been shown to be effective
against virally-induced, chemically-induced and transplantable
tumors [1]. Cisplatin shows a great synergy with many other che-
motherapeutic drugs and is widely employed in the treatment of
testicular, ovarian and breast cancer. However, the toxic side effects
associated with cisplatin, which are particularly severe at the level
of renal function, represent a major drawback in its therapeutic
employment [1]. Moreover, the clinical utility of cisplatin and the
second generation platinum drugs is limited to a relatively narrow
range of tumors, because of primary resistance and the develop-
ment of resistance secondary to the initial treatment [2].

Hence unconventional platinum(Il) complexes with different
organic ligands were designed as a strategy to overcome resistance
to cisplatin and its analogs [3]. Also, palladium(Il) complexes with

* Corresponding author. Tel.: +55 31 3499 5740; fax: +55 31 3499 5700.
E-mail address: hberaldo@ufmg.br (H. Beraldo).

0277-5387/$ - see front matter © 2010 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.poly.2010.10.014

a variety of ligands were obtained and assayed against human
tumor cell lines and cisplatin-resistant tumor cell lines [4,5].

Thiosemicarbazones and their metal complexes are very prom-
ising compounds which present a wide range of pharmacological
applications as antimicrobial, antiparasital, antitumoral and antivi-
ral agents [6]. In many circumstances the pharmacological activity
of thiosemicarbazones increases upon coordination to metal ions
[6-9].

It has been shown that palladium(ll) and platinum(II)
complexes with thiosemicarbazones are active against cisplatin-
resistant human cancer cell lines, probably because their mode
of action involves inter-strand crosslinks with DNA, while intra-
strand crosslinks is the major coordination mode of cisplatin
[10,11].

We demonstrated that 2-benzoylpyridine-derived thiosemicar-
bazones and their palladium(ll) and tin(IV) complexes present
cytotoxic activity against MCF-7, TK-10 and UACC-62 human
tumor cell lines and are able to induce cell death by apoptosis
[12,13].

Our recent investigation on N(4)-tolyl-thiosemicarbazones
revealed that upon coordination of 2-acetylpyridine- and 2-benzo-
ylpyridine-derived N(4)-tolyl-thiosemicarbazones to copper(Il) the
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Fig. 1. General structure of the configurational isomers of 2-benzoylpyridine N(4)-
ortho-, (H2Bz40T), N(4)-meta-(H2Bz4mT), and N(4)-para-(H2Bz4pT) tolyl-
thiosemicarbazones.

antimicrobial activity significantly increases [7,8]. We also demon-
strated that N(4)-ortho-(H2Bz40T), N(4)-meta-(H2Bz4mT) and
N(4)-para-(H2Bz4pT) tolyl-thiosemicarbazones derived from
2-benzoylpyridine are highly cytotoxic against Jurkat, HL60 and
the resistant HL60.Bcl-X; leukemia cell lines at nanomolar
concentrations, but much less cytotoxic to HepG2 human hepa-
toma cells [14].

In the present work H2Bz40T, H2Bz4mT, and H2Bz4pT (see
Fig. 1) and their platinum(Il) complexes have been evaluated for
their in vitro anti-proliferative activity against HepG2 (hepatoma),
UACC-62 (melanoma) and A431 (epithelial carcinoma) human can-
cer cell lines. For comparison purposes we also assayed the cyto-
toxicity of the palladium(ll) complexes with the same ligands
against the same cell lineages.

The human epidermoid carcinoma cell line A431 is derived
from a human squamous carcinoma and expresses abnormally
high levels of the epidermal growth factor receptor (EGFR) [15].
EGFR signaling inhibition represents a highly promising arena for
the application of molecularly targeted cancer therapies, specially
as an important molecular target in epithelial malignancies [16].

UACC-62 is a human cancer cell line recommended by the Na-
tional Cancer Institute (NCI, USA) in screening studies for detection
of anti-proliferative compounds.

HepG2 cells present hepatocyte specific cell functions and were
chosen as a model of cytotoxicity of xenobiotics. Several studies
suggest that these cells have retained many characteristics of adult
hepatocytes, and therefore are a good tool to predict potential tox-
icity (mutagenicity and carcinogenicity) of compounds [17-20].

2. Experimental
2.1. Materials and instrumentation

Partial elemental analyses were performed on a Perkin-Elmer
CHN 2400 analyzer. Infrared spectra were recorded on a Perkin-EI-
mer FT-IR Spectrum GX spectrometer using Csl pellets; an YSI
model 31 conductivity bridge was employed for molar conductiv-
ity measurements; NMR spectra were obtained at room tempera-
ture with a Bruker DRX-400 Avance (400 MHz) spectrometer
using deuterated dimethyl sulfoxide (DMSO-dg) as the solvent
and tetramethylsilane (TMS) as internal reference. Splitting pat-
terns are designated as follows: s, singlet; d, doublet; t, triplet; q,
quartet; m, multiplet.

2.2. Synthesis

2.2.1. Syntheses of N(4)-ortho-(H2Bz40T), N(4)-meta-(H2Bz4mT), and
N(4)-para-(H2Bz4pT) tolyl-2-benzoylpyridine thiosemicarbazones

H2Bz40T (1), H2Bz4mT (2), and H2Bz4pT (3) were prepared
according to previously reported procedures [7,8].

2.2.2. Synthesis of platinum(ll) and palladium(Il) complexes with
N(4)-ortho-(H2Bz40T), N(4)-meta-(H2Bz4mT) and N(4)-para-
(H2Bz4pT) tolyl-2-benzoylpyridine thiosemicarbazones

The platinum(Il) complexes were prepared by mixing the de-
sired ligand in ethanol with an aqueous solution of K,PtCl, in equi-
molar amounts (1 mmol). The reaction mixture was kept under
reflux for 2 h. The solids which precipitate were filtered off and
washed with ethanol and ether, and dried.

The synthesis of the palladium(Il) complexes with the same li-
gands have been reported previously [14].

2.2.2.1. [Pt(2Bz40T)Cl] (4). Maroon solid. Yield: 63%. Anal. Calc. for
CooH17CINgPtS (575.97): C, 41.71; H, 2.97; N, 9.73. Found: C,
41.50; H, 2.71; N, 9.86%. Molar conductivity (1 x 10~ mol L™!
DMF): 1.0Q 'cm?mol~'. IR (KBr, CsI/Nujol, cm™'): v(C=N)
1615m, v(C=S) 777w, p(py) 701w, v(M-N) 380w, v(M-S) 343m,
V(M-Npy) 257m, v(M-Cl) 303w. The main signals in 'H NMR
(DMSO-dg): 6 (ppm)=238.87 (1H, d, H(6)), 7.71 (1H, d, H(5)), 8.05
(1H, t, H(4)), 7.22 (1H, d, H(3)), 9.92 (1H, s, N(4)H). *C NMR
(DMSO-dg): & (ppm)=169.51, C8=S; 142.86, C7=N; 147.60, C6;
126.66, C5; 141.64, C4; 127.61, C3; 158.13, C2.

2.2.2.2. [Pt(2Bz4mT)Cl] (5). Brown solid. Yield: 94%. Anal. Calc. for
CyoH17CIN4PtS (575.97): C, 41.71; H, 2.97; N, 9.73. Found: C,
41.39; H, 3.03; N, 9.78%. Molar conductivity (1 x 10~>mol L ™!
DMF): 16 Q 'cm?mol~'. IR (KBr, CsI/Nujol, cm™'): v(C=N)
1595m, v(C=S) 781m, p(py) 642w, v(M-N) 384w, v(M-S) 350m,
v(M-Npy) 278m, v(M-Cl) 302w. The main signals in 'H NMR
(DMSO-dg): 6 (ppm)=8.92 (1H, d, H(6)), 7.77 (1H, H(5)), 8.10
(1H, t, H(4)), 7.60 (1H, d, H(3)), 10.29 (1H, s, N(4)H). '*C NMR
(DMSO-dg): 6 (ppm)=178.25, C8=S; 158.06, C7=N; 146.77, C6;
127.10, C5; 140.72, C4; 127.19, C3; 159.12, C2.

2.2.2.3. [Pt(2Bz4pT)Cl] (6). Brown solid. Yield: 68%. Anal. Calc. for
CooH17CINgPtS (575.97): C, 41.71; H, 2.97; N, 9.73. Found: C,
41.54; H, 3.01; N, 9.58%. Molar conductivity (1 x 107> mol L™!
DMF): 145Q 'cm?mol'. IR (KBr, Csl/Nujol, cm '): v(C=N)
1603m, v(C=S) 753w, p(py) 682w, v(M-N) 384w, v(M-S) 350w,
v(M-N,y) 280m, v(M-Cl) 304w. The main signals in 'H NMR
(DMSO-dg): ¢ (ppm)=28.88 (1H, d, H(6)), 7.72 (1H, t, H(5)), 8.07
(1H, t, H(4)), 7.37 (1H, d, H(3)), 9.93 (1H, s, N(4)H. 3C NMR
(DMSO-dg): & (ppm)=179.68, C8=S; 141.68, C7=N; 149.26, C6;
126.64, C5; 141.56, C4; 127.58, C3; 160.55, C2.

2.3. X-ray crystallography

Crystals suitable for X-ray diffraction were obtained from slow
evaporation of 4 in 1:9 DMSO/acetone. Crystal of [Pt(2Bz40T)Cl]-
DMSO (4a) was mounted on a glass fiber and used for data
collection. X-ray diffraction data collection was performed on a
Oxford-Diffraction GEMINI-Ultra diffractometer (LabCri) using graph-
ite-Enhance Source Mo Kot radiation (4 = 0.71069 A) at 293(2) K. Data
integration and scaling of the reflections were performed with the
crysaLis suite [21]. Final unit cell parameters were based on the
fitting of all reflections positions. The structure was solved by direct
methods using the program sHeLxs-97 [22] and refined by full-matrix
least-squares techniques against F? using sHELxt-97 [23].

Positional and anisotropic atomic displacement parameters
were refined for all non hydrogen atoms. The solvation DMSO in
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Table 1
Crystal data and structure refinement for [Pt(2Bz40T)CI]-DMSO (4a).

Identification code (4a)
Empirical formula PtCyoH17N4SCIC,0S8

Formula weight 654.10

Crystal system monoclinic

Space group P24/c

Unit cell dimensions

a(A) 11.8140(4)

b (A) 16.6548(3)

c(A) 13.2376(4)

B(°) 114.803(4)

Volume (A3) 2364.36(12)

V4 4

Dcae (mg/m3) 1.838

Absorption coefficient (mm™') 6.246

F000) 1272

0 Range for data collection 2.98-26.37

Limiting indices (°) -13<h<14
-20<k<18
-16 <1< 16

Reflections collected/unique 12246/4834 (Rinc = 0.0315)

Completeness to 0 = 26.37° 99.9%

Data/restraints/parameters 3378/0/291

Goodness-of-fit on F? 0.808

Final R indices [I > 2a(I)]
R indices (all data)
Largest difference in peak and hole (e A~—3)

Ry =0.0230, wR, =0.0318
Ry =0.0433, wR, =0.0333
0.602 and —0.799

the crystal was disordered. A twofold DMSO disorder model was
refined resulting in the ratio of 61.5/38.5. The hydrogen atoms
were located in difference maps and included as fixed contribu-
tions riding on attached atoms. Criteria of a satisfactory complete
analysis were the ratios of rms shift to standard deviation less than
0.001 and no significant features in final difference maps. Molecu-
lar graphics were obtained from ortep [24]. A summary of the crys-
tal data, experimental details and refinement results are listed in
Table 1.

2.4. In vitro cytotoxicity studies (assays with human cancer cell lines)

2.4.1. Materials

Cisplatin, methylthiazoletetrazolium (MTT), RPMI-1460, and
L-glutamine were purchased from Sigma Chemicals. Antibiotic/
antimicotic solution was purchased from GIBCO BRL, Grand Island,
NY.

2.4.2. Cell lines

Human liver tumor cells, HepG2, and A431, were obtained from
the American Type Culture Collection (Manassas, VA). Human mel-
anoma cell line UACC-62, was obtained from the NCI anticancer
cell line panel of the National Cancer Institute-Division of Cancer
Treatment and Diagnosis repository, National Cancer Institute,
Frederick, MD. All lineages were maintained in the logarithmic
phase of growth in RPMI 1640 supplemented with 5% fetal bovine
serum (GIBCO BRL, Grand Island, NY); 100 U/mL penicillin and
100 pg/mL streptomycin (GIBCO BRL, Grand Island, NY) and fung-
izon. All cultures were maintained at 37 °C in a humidified incuba-
tor with 5% CO, and 95% air. The media were changed twice weekly
and they are regularly examined.

2.4.3. Anti-proliferative assay

For the cytotoxicity evaluation, HepG2 were detached from the
culture flasks by addition 1 mL of 0.05% trypsin-EDTA (GIBCO BRL,
Grand Island, NY). After counting, dilutions were made to give
appropriate cell densities for inoculating onto the microtiter plates.
Cells were inoculated in a volume of 100 pL/well at densities of
40 000 cells.

UACC-62 and A431 cells were inoculated at 10 000 cells of per
well. The plates were pre-incubated for 24 h at 37 °C to allow adap-
tation of cells prior to the addition of the test compounds. Freshly
prepared solutions of the different substances were tested at
50 uM. Subsequently, the plates were incubated for 48 h in an
atmosphere of 5% CO, and 100% relative humidity. Control groups
included treatment with 0.1% DMSO (negative control) and 50 pM
of cisplatin (positive control). Cell viability was estimated by mea-
suring the rate of mitochondrial reduction of MTT (3-(4,5-dimeth-
ylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide). All compounds
were dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO), prior to dilution.
All compounds were tested in triplicate.

2.4.4. In vitro cell viability assay - MTT assay

The MTT assay is a standard colorimetric assay, which measures
reduction of MTT to formazan by mitochondrial dehydrogenases in
living cells, with production of a purple color [25]. The yellow tet-
razolium salt (MTT) is reduced in metabolically active cells to form
insoluble purple formazan crystals, which are solubilized by the
addition of a solvent. The color can then be quantified by spectro-
photometric means. The samples are read using an ELISA plate
reader at a wavelength of 570 nm. The amount of purple color pro-
duced is directly proportional to the number of viable cells.

Briefly, for the final 4 h of incubation 20 pL of MTT solution
(5 mg/mL in phosphate-buffered saline) were added to each well.
At the end of the incubation period the supernatant was removed
and 200 pL of 0.04 M HCl in isopropyl alcohol were added to dis-
solve the formazan crystal.

The optical densities (OD) were evaluated in a spectrophotom-
eter at 570 nm. Controls included drug-containing medium (back-
ground) and drug-free complete medium. Drug-free complete
medium was used as control (blank) and was treated in the same
way as the drug-containing media. Results were expressed as per-
centage of cell proliferation, comparing with 0.1% DMSO control
and were calculated as follows: cell proliferation (%)= (mean OD
treated — mean OD background)/mean OD untreated cultured, i.e.
0.1% DMSO — mean OD blank wells) x 100. Interactions of com-
pounds and media were estimated on the basis of the variations
between drug-containing medium and drug-free medium to es-
cape from false-positive or false-negative [26].

2.4.5. DNA fragmentation assay

Cell cycle status and quantification of DNA fragmentation
(hypodiploid DNA-content) was performed by propidium iodide
(PI) staining according to Nicolleti and colleagues [27]. Cells were
treated with the four compounds (50 pM) in a 5% CO,/95% air-
humidified atmosphere at 37 °C for 24 h. After drug incubation,
the cells were centrifuged and resuspended in hypotonic fluoro-
chrome solution - HFS (50 pg/mL propidium iodide - Pl in 0.1% so-
dium citrate plus 0.1% Triton X-100). The samples in HFS were
incubated at 4 °C during 4 h and immediately taken to flow cytom-
eter. The PI fluorescence of 20 000 individual nuclei was measured
using a FACScalibur flow cytometer (Becton Dickinson Immunocy-
tometry Systems, San Jose, California). Data analysis was per-
formed with rLowjo software (TreeStar Inc., CA, USA).

2.4.6. Statistical analysis

All experiments were performed at least three replicates per
compound and results shown are the average of three independent
experiments. Data are represented as mean + SEM. Significance
was tested by Student’s t-test.

2.5. Studies of interactions with supercoiled plasmid DNA

Agarose gel electrophoresis, was carried out to identify the
modifications resulting from the DNA-complexes interaction. Thus,
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200 ng of purified pGEM®-T plasmid DNA (Promega-USA) were
incubated with compounds (1, 4, and 7) at the same concentration
(75 uM) in Tris-HCI buffer (NaCl 50 mM, Tris-HCl 5 mM, pH 7.2).
The mixture was incubated at 37 °C for 24 h [28]. Thereafter, the
reactions were quenched by adding 5 pL of a loading buffer solu-
tion (50 mmol L~ Tris, pH 7.2, 0.01% bromophenol blue, 50% glyc-
erol, and 250 mmol L~! EDTA). The samples were analyzed by 0.8%
agarose gel electrophoresis in 0.5X TBE buffer for 1 h at 75 mV. The
gel was stained after electrophoresis in 0.5X TBE buffer with
2.5 ugmL™! ethidium bromide for 15 min and visualized by UV
light.

3. Results and discussion

Microanalyses and molar conductivity data suggest the forma-
tion of [Pt(L)Cl] complexes with all thiosemicarbazones.

The v(C=N) stretching vibration of the thiosemicarbazones at
1583-1594 cm ™! in the infrared spectra shifts to 1595-1615 cm™!
in the complexes, indicating coordination of the imine nitrogen
[7-9,12-14]. The absorption at 846-849 cm! in the spectra of
the free bases, attributed to the v(C=S) vibration, shifts to 753-
781 cm! in the spectra of the complexes, indicating coordination
through a thiolate sulfur [7-9,12-14]. Absorptions at 257-280,
380-384, 343-350, and 302-304 cm™! in the spectra of the com-
plexes were attributed to the v(Pt-Npy), v(Pt-N), v(Pt-S), and
v(Pt-Cl) vibrations, respectively [29]. Hence the infrared spectra
indicate coordination through the N-N-S chelating system. A chlo-
ride ion occupies the fourth coordination site.

The NMR spectra of the thiosemicarbazones and their plati-
num(Il) complexes were recorded in DMSO-dg because this is the
only solvent which dissolves all ligands and complexes. The 'H res-
onances were assigned on the basis of chemical shifts and multiplic-
ities. The carbon type (C, CH) was determined by using distortion
less enhancement by polarization transfer (DEPT135) experiments.

The assignments of the protonated carbons were made by 2D het-
ero-nuclear multiple quantum coherence experiments (HMQC).

All 'H and '3C signals of the thiosemicarbazones are duplicated,
according to the existence of the Z and E configurational isomers in
solution. In the first N3-H is hydrogen-bonded to the pyridine
nitrogen, while in the latter N3-H is hydrogen-bonded to the sol-
vent [7-9,12-14]. Only one signal was observed for all hydrogens
and carbons in the spectra of the complexes. The signal of N3-H
is absent in the spectra of 4-6, according to deprotonation and
formation of an anionic ligand. Upon coordination the signals of
the pyridine hydrogens as well as those of N4-H undergo signifi-
cant shifts, suggesting coordination of the pyridine nitrogen and
of the sulfur [7-9,12-14]. Variations occur in the '*C NMR spectra
for the signals of C8-S, C7-N and the pyridine carbons, in
accordance with coordination of the sulfur, the imine nitrogen
and the hetero-aromatic nitrogen, leading to compounds in which
the thiosemicarbazone adopts the E configuration in relation to the
C7-N2 bond [7-9,12-14].

3.1. X-ray crystallography

In the [Pt(2Bz40T)Cl]-DMSO (4a) crystals the metal coordination
number is four and the thiosemicarbazone adopts the EZ confor-
mation in relation to the C7=N2 and C8=N3 bonds (see Fig. 2).

The thiosemicarbazone is attached to the metal centre through
the Npy-N-S coordination system and a chloride ion occupies the
fourth coordination position.

The crystal structure of the palladium analogue of complex (4a),
[Pd(Bz40T)Cl]-DMSO, has been previously determined by some of
us [14]. Selected bond distances and angles in both structures are
reported in Table 2 for the sake of comparison.

The C8-S bond distance is 1.753(4) A in 4a, which is closer to
the observed values for C-S single bonds [12-14]. In the free
thiosemicarbazone this bond has a predominantly double bond

Fig. 2. Molecular plot of [Pt(2Bz40T)CI]-DMSO (4a) showing the labeling scheme of the non-H atoms and their displacement ellipsoids at the 50% probability level.
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Table 2
Selected bonds distances (A) and angles (°) for [Pt(2Bz4oT)CI]-DMSO (4a) and
[Pd(2Bz40T)C1]-DMSO.

Atoms [Pt(2Bz40T)Cl]- DMSO (4a) [Pd(2Bz40T)Cl]- DMSO

Distances (A)

M-N2 1.945(2) 1.952(3)
M-N1 2.046(2) 2.069(4)
M-S1 2.2461(8) 2.242(1)
M-ClI1 2.2963(9) 2.290(1)
S1-C8 1.753(3) 1.751(4)
C2-C7 1.463(4) 1.469(6)
N2-C7 1.314(4) 1.307(5)
N2-N3 1.381(3) 1.379(5)
N3-C8 1.315(4) 1.317(5)
N4-C8 1.353(4) 1.355(6)
N4-C9 1.425(4) 1.439(6)
Angles (°)

N1-C2-C7 115.8(3) 115.6(4)
N2-C7-C2 113.8(3) 115.1(4)
C7-N2-N3 119.2(3) 119.5(4)
N2-N3-C8 111.6(3) 111.1(4)
N4-C8-N3 118.2(3) 118.3(4)
C8-N4-C9 127.1(3) 126.8(4)
N3-C8-51 125.7(2) 125.9(3)
N2-M-N1 80.73(10) 81.0(1)
N1-M-S1 166.14(8) 166.1(1)
N2-M-S1 85.41(8) 85.1(1)
N1-M-Cl1 97.28(8) 97.9(1)
N2-M-Cl1 177.08(8) 177.4(1)
S1-M-Cl1 96.57(3) 96.03(5)

character. Upon coordination deprotonation at N3 occurs, with
formation of a highly delocalized system involving the thiosemi-
carbazone chain and the aromatic ring, and C-S acquires a predom-
inantly single bond character.

As expected, most bond distances and angles in the thiosemi-
carbazones chain are similar in the two complexes. Even the metal
bond distances, such as M-N, M-S, and M-Cl are alike. This is due
to the small difference in the radius of platinum(Il) and palla-
dium(Il) in square-planar coordination compounds - Pt(Il) = 0.74 A
and Pd(II) = 0.78 A [30].

3.2. Cytotoxic activity against human tumor cells

The anti-proliferative activities of the free thiosemicarbazones
(1-3) and their complexes (4-6) were assayed on HepG2 human
hepatoma, UACC-62 melanoma and A431 human epithelial carci-
noma cells. Fig. 3 shows the percentage of cell proliferation in
the presence of the thiosemicarbazones and their platinum(Il)
complexes (4-6), along with data for the palladium(Il) analogues

[Pd(2Bz40T)Cl] (7), [Pd(2Bz4mT)Cl] (8), and [Pd(2Bz4pT)CI] (9).
The cytotoxic activity of the thiosemicarbazones and complexes
(7-9) was previously studied against leukemia cells and against
HepG2 cells [14], but their activity against UACC62 and A431 solid
tumor cell lines is reported for the first time in the present paper.

The anti-proliferative effect of the compounds was evaluated by
measuring the levels of cell proliferation after incubation of cells
with the test samples, using the MTT colorimetric assay, which
evaluates the capacity of the mitochondrial enzyme succinate
dehydrogenase of viable cells to reduce 3-(4,5-dimethythiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) to formazan crystals.
The results are expressed as percentage of cell proliferation com-
pared with cell control (cell treated with vehicle, DMSO 0.1%)
(Fig. 3). Cisplatin, a reference drug currently used on clinic, was as-
sayed as positive control.

Cell type-specific susceptibility differences could be observed
after incubation with the different compounds. The proliferation
inhibition of HepG2 and UACC-62 cells by the thiosemicarbazones
at the maximum concentration of 50 pM was 15-60%, while inhi-
bition of A431 cells’ growth was 90%. Cisplatin inhibited 50% of
A431 cells’ proliferation at the same concentration. The anti-prolif-
erative activity of the three thiosemicarbazones against UACC-62
cells was comparable, suggesting that the position of the tolyl
group does not have influence on cytotoxicity. Similarly, the posi-
tion of the tolyl group did not influence cytotoxicity against A 431
cells. In contrast the meta-tolyl derivative exerted higher anti-pro-
liferative effect against HepG2 cells than its ortho and para-tolyl
analogues.

All platinum(Il) complexes exerted lower anti-proliferative
activity than the free thiosemicarbazones against all cell lineages.
Similarly, the palladium(II) complexes exerted comparable or low-
er activity than the parent thiosemicarbazones against all cell lin-
eages, but were more cytotoxic than the platinum(II) analogues. No
significant differences were observed in cytotoxicity against all cell
lineages among complexes 4-6. Complex 7 exerted higher cyto-
toxic effect against HepG2 cells and all complexes 7-9 exerted sim-
ilar effect against UACC-62 cells. Interestingly, the order of
cytotoxicity against A431 cells was 7 > 8 > 9. Cytotoxicity of com-
plex 7 was similar to that of cisplatin.

In a previous work we demonstrated that this same family of
thiosemicarbazones is highly cytotoxic against leukemia cells and
that upon coordination to palladium(II) activity decreases, like in
the present case [14].

Other groups reported an effect of increased cytotoxic activity
upon coordination of thiosemicarbazones to palladium(Il)
[10,11]. However, in this case bidentate thiosemicarbazones were
employed, which lead to the formation of complexes with two
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Fig. 3. Cytotoxic effect of thiosemicarbazones 1-3 and complexes 4-9 on HepG2, A431, and UACC-62 cell lines. Cells were treated with compounds (50 uM) for 48 h and the
cell proliferation/cell survival was measured by the MTT assay as described in Methods. Data are expressed as mean + SEM of percentage of cell proliferation compared to
control (cells treated with DMSO 0.1%). Representative data of at least three independent experiments performed in triplicate.
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Figure 4

4 7
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Fig. 4. Agarose gel electrophoresis of pGEM®-T plasmid DNA treated with
compounds 1, 4, 7, K,PtCl, (sPt), and K,PdCl, (sPd) (75 uM) in Tris-HCl buffer
(NaCl 50 mM, Tris-HCl 5 mM, pH 7.2) incubated at 37 °C for 24 h.

chlorides in the metal coordination sphere, which could be re-
leased in order for the metal to bind to DNA forming inter-strand
crosslinks.

Like in the case of leukemia cells [14] we may suggest that the
lower activity of the platinum(Il) and palladium(Il) complexes as
compared to the activity of the free thiosemicarbazones against
the three solid tumor cell lines is probably due to the presence of
a tridentate ligand together with only one labile chloride in the
metal coordination sphere to be released allowing the metal to
bind to DNA.

3.3. Studies of interactions with supercoiled plasmid DNA

The effect of 4 and 7 on DNA conformation was evaluated by the
electrophoretic mobility of the plasmid pGEM-T after association
with the complexes. At the employed concentration (75 uM) the
compounds did not alter the electrophoretic mobility of DNA
(Fig. 4). Ligand 1 did not modify the electrophoretic mobility of
DNA as well.

Hence our investigation on the interaction of 1, 4, and 7 with
DNA revealed either that these compounds do not interact with
the DNA bases or that interaction, if it occurs, does not lead to sta-
ble adducts at 75 pM. Interestingly, both starting salts interacted
with DNA in the employed conditions.

Since palladium(Il) complexes are more labile than their plati-
num(Il) congeners, release of the chloride from the metal coordina-
tion sphere occurs more easily in the first case. The higher
cytotoxicity of the palladium(Il) complexes suggests that release
of the chloride is probably involved in the mechanism of action
of these complexes.

Since the complexes present cytotoxic activity (but are less
cytotoxic than the corresponding ligands), we decided to further
investigate their mechanism of action. The mode of action of 1-3
probably occurs through inhibition of ribonucleoside diphosphate
reductase, the proposed mechanism of action of o(N)-heterocyclic
thiosemicarbazones [31-34].

3.4. Studies of DNA fragmentation

To determine if the observed cytotoxic effects of ligands and
complexes were associated with other cell death mechanisms,
we evaluated the potential of these compounds to induce cell
death by apoptosis. We chose to investigate this effect in A431 cells
because this line was the most susceptible to both ligands and
complexes. Hence, we measured the percentage of subdiploid
DNA content in A431 cells in the presence of H2Bz40T (ligand 1)
and complex (7), the most cytotoxic compounds in this lineage.

We used the method described by Nicoletti and colleagues
(1991) [27], which is based on the principle that the apoptotic
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Fig. 5. DNA fragmentation induced by ligand (1) and complex (7) in A431 cells.
A431 cells were incubated with 50 pM of each compound, at 37 °C in a 5% CO,
atmosphere for 24 h. DNA content was assessed by flow-cytometric analysis of cells
labeled with propidium iodide. Each data represents SEM + SD from two different
experiments (*P < 0.05, Student’s t-test).

cells, among other typical features, are characterized by DNA frag-
mentation and, consequently, loss of nuclear DNA content. Apopto-
tic nuclei appear as a broad hypodiploid DNA peak which is easily
discriminable from the narrow peak of cells with normal (diploid)
DNA content. This new rapid, simple and reproducible method is
useful for assessing apoptosis of specific cell populations.

Our results (Fig. 5) clearly demonstrate that complex (7), but
not its free thiosemicarbazone (1), induced an increase of subdip-
loid DNA content (DNA fragmentation) in A431 cells when com-
pared with vehicle (DMSO, 0.05%). Cisplatin was used as positive
control since it shows pro-apoptotic activity against several cancer
lineages.

These results suggested that the coordination of H2Bz40T to
palladium(Il) altered the thiosemicarbazone’s activity. In fact,
although ligand 1 did not show a pro-apoptotic effect, its complex
(7) presented pro-apoptotic activity. Although the screening MTT
experiment to quantify viability of A431 cells demonstrated simi-
lar effects for 1 and 7, analysis of DNA fragmentation clearly
showed that only 7 possesses pro-apoptotic activity.

Different cytotoxicity assays can give different results depend-
ing on the test agent used and the cytotoxicity assay employed
[35]. In this context, the DNA content analysis revealed different
profiles for 1 and 7 while the MTT assay indicated similar behavior
for both compounds. This can be attributed to the fact that MTT
evaluated the energetic function of mitochondria that is preserved
during the course of apoptosis. When the damage level of mito-
chondria is mild or moderate, mitochondria can still generate suf-
ficient energy for initiation and execution of the apoptotic process
[36].

The increase of subdiploid DNA content (DNA fragmentation)
observed in A431 cells after treatment with 7 suggested that this
complex activates the apoptosis pathway. Thus although 1 and 7
presented a similar behavior in the electrophoresis assay, the more
sensitive DNA fragmentation assay showed completely distinct
behaviors for 1 and 7.

4. Conclusions

Our data demonstrate that the thiosemicarbazones and their
platinum(Il) complexes inhibit the hepatoblastoma HepG2 cell line
proliferation at concentrations greater than 50 uM (Fig. 3). The
same is true for the previously studied palladium(Il) complexes.
In vitro cytotoxicity assays have been recommended to predict
target-organ toxicity of a chemical in vivo [20]. HepG2 cells have
retained many characteristics of adult hepatocytes, and are there-
fore a good tool to predict potential toxicity of compounds [17-20].
Our results indicate that the thiosemicarbazones and their
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platinum(II) and palladium(II) complexes have hepatotoxic profiles
similar to that of cisplatin.

The tumoral lineage A431, that expresses great levels of epider-
mal growth factor receptor (EGFR), has been used as a model to
screen compounds useful in the discovery of new anticancer
agents. Our results suggest that compounds 1-3 and 7 are highly
cytotoxic against A431 cells. Complex 7, in addition, is able to in-
duce cell death by apoptosis. Hence 1-3 and 7 could be useful to
treat squamous cell head and neck cancer, the seventh most com-
mon cause of cancer death worldwide whose incidence is rising
rapidly in developing countries [37,38].

The significant cytotoxic effect of 1-3 and 7 against epithelial
carcinoma A431 cell lines together with their hepatotoxic profile
similar to that of cisplatin, indicate that further studies on this
class of compounds should be of considerable interest.
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CCDC 780813 contains the supplementary crystallographic data
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