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Resumo

NOVOS LIGANTES E COMPLEXOS DE Sn(lV) COM POTENCIAL ATIVIDADE
BIOLOGICA: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E ESTUDOS
CRISTALOGRAFICOS

Variag0es estruturais de compostos que apresentam atividade biologica relatada na
literatura com a inser¢@o de grupos R-benzenossulfonil e isoxazol sdo apresentadas. Além
disso, descreve-se a complexagao de alguns destes compostos com estanho(1V).

Foram obtidas sete novas tiossemicarbazonas com a inserc¢ao do anel isoxazol (HL1
— HL7). As analises de difracdo de raios X por monocristal mostrou que a variagdo dos
grupos R nas estruturas afetou diretamente as interagdes relevantes a estabiliza¢do das redes
cristalinas.

Os valores das constantes de supressdo obtidas para as interagdes entre as
tiossemicarbazonas e a albumina sérica humana (HSA) indicaram uma for¢a de ligagdo
moderada com a proteina e mecanismos de interacdo dinamico e estatico. A interagdo com
0 DNA de timo de vitelo (ctDNA) mostrou que a inser¢do de grupos alquila ou arila ao
esqueleto tiossemicarbazona desfavorece a interagdo e 0 estudo com o sistema EB-ctDNA
indicou que os compostos interagem com o ctDNA por intercalagéo.

Pela reagdo seguindo a metodologia one-pot obteve-se o N2 N°-bis(2-nitrofenil)-
1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina). Este composto apresentou duas ligagdes de hidrogénio
intramoleculares fortes, formando dois anéis Si'(6), € mais outras duas ligacdes de
hidrogénio intramoleculares cléssicas.

Na segunda parte do trabalho, quinze acidos N,R-sulfonilaminobenzéicos foram
obtidos pela inser¢do do grupo R-benzenossulfonil aos acidos R-aminobenzoicos (série
0ABA: HM1 — HMS5, série mMABA: HM6 — HM10 e série pABA: HM11 — HM15).

As andlises cristalograficas apresentam caracteristicas intrinsecas as séries, onde as
ligacdes de hidrogénio intramoleculares afetam diretamente a conformagdo e a interagado
intermolecular dos compostos. As andlises da superficie de Hirshfeld e dos graficos de
impressao digital mostraram que a variagdo dos grupos R no anel aromadtico da fragao

sulfonamida afetou diretamente a porcentagem das interagdes intermoleculares.



A forca de ligagdo dos compostos com a HSA foi dada como moderada, com
mecanismo estatico sendo predominante para a interagdo, tendo 0s compostos da séric 0ABA
maior intera¢ao com a albumina.

Os dados de caracterizagdo para o complexo de tribultilestanho(IV) com o ligante
HM11 indicaram a obten¢do de um mondémero com razdo 1:1 (metal:ligante) no estado
solido. Em solug¢do observou-se uma variagao no niamero de coordenagdo observada no
estado solido (NC = 5) para NC = 4, a qual justificou-se pela intera¢do fraca entre um dos
dois atomos de oxigénio do carboxilato no estado so6lido, sendo desfeita em solugéo.

A cristalizacdo do complexo acarretou na formagao de uma estrutura polimérica pela
ligacdo do centro metalico com um dos atomos de oxigénio do carboxilato de uma molécula
vizinha, onde o Sn(IV) encontrou-se em uma geometria bipiramide trigonal ligeiramente
distorcida.

O ultimo estagio do trabalho foi o desenvolvimento de oito novas fluorquinolonas
pela inser¢do do grupo R-benzenossulfonil a norfloxacina e ciprofloxacina (série nfx: ONO>-
nfx, mMNO2-nfx, pNO2-nfx e pCHs-nfX, e a série cfx: oONO2-cfx, mNO2-cfx, pNO2-cfx e pCHs-
cfx).

A inser¢do do grupo R-benzenossulfonil melhorou a solubilidade destas
fluorquinolonas de 2* geragdo em solventes organicos. A difracdo de raios X por
monocristais dos compostos pNO2-nfx e oNO.-cfx confirmou as estruturas e a formagdo das
caracteristicas ligagdes de hidrogénio intramoleculares O1-H1---O3 e C12-H12--F1.

As novas fluorquinolonas apresentaram uma atividade biologica frente as cepas
testadas na ordem de 10 a 10 vezes melhor que o farmaco norfloxacina, onde os compostos
com grupo nitro na posigdo para apresentaram melhor atividade biologica. O estudo da
interagdo dos compostos com a HSA indicou um mecanismo de interagdo
predominantemente estatico.

Dois complexos de Sn(IVV) com a levofloxacina (Snl e Sn2) também foram obtidos
e caracterizados neste trabalho. A caracteriza¢do destes complexos sugeriu a coordenagio
incomum do Sn(IV) ao nitrogénio da piperazina.

Os valores de MIC para a atividade antimicrobiana dos complexos foram proximos
aos obtidos para os sais de estanho frente as bactérias e superiores aos sais de estanho e aos
controles nistatina e miconazol frente as cepas de levedura testadas. Os mecanismos de
interagdo dos complexos com a HSA apresentaram-se distintos, apresentando um
mecanismo predominantemente dindmico para o complexo Snl, e um mecanismo estatico

para o Sn2.
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Abstract

NEW LIGANDS AND Sn(IV) COMPLEXES WITH POTENTIAL BIOLOGICAL
ACTIVITY: EVALUATION OF ANTIMICROBIAL ACTIVITY AND
CRYSTALLOGRAPHIC STUDIES

In this work, we present structural variations of compounds that have biological
activity reported in the literature through the insertion of R-benzenesulfonyl and isoxazole
groups, as well as the complexation of some of these compounds with tin(1V).

Seven new thiosemicarbazones containing the isoxazol ring (HL1 - HL7) were
obtained. The analysis of X-ray diffraction by single crystal showed that the variation of R
groups in the structures directly affected the relevant interactions to the stabilization of the
crystalline networks.

The suppression constant values obtained for the interaction between
thiosemicarbazones and human serum albumin (HSA) indicated a moderate binding strength
with the protein and dynamic and static interaction mechanisms. The interaction with the
calf thymus DNA (ctDNA) showed that the insertion of alkyl or aryl groups to the
thiosemicarbazone skeleton disfavored the interaction and the study with the EB-ctDNA
system indicated that the compounds interact with the ctDNA by intercalation.

N2 ,N5-bis(2-nitrophenyl)-1,3,4-thiadiazol-2,5-diamine was obtained by reaction
following the one-pot methodology. This compound had two strong intramolecular
hydrogen bonds, forming two S:1(6) rings, and two other classic intramolecular hydrogen
bonds.

In the second part of the work, fifteen N,R-sulfonylaminobenzoic acids were
obtained by inserting the R-benzenesulfonyl group to the R-aminobenzoic acids (0ABA:
HM1 - HM5, mABA: HM6 — HM10 and pABA: HM11 — HM15 series).

The crystallographic analyzes present intrinsic characteristics to the series, where the
intramolecular hydrogen bonds directly affect the conformation and the intermolecular
interaction of the compounds. Analyzes of the Hirshfeld surface and the fingerprint plots
showed that the variation of the R groups in the aromatic ring of the sulfonamide fraction
directly affected the percentage of the intermolecular interactions.



The binding strength of the compounds with the HSA was moderate, with static
mechanism being predominant for the interaction, where the compounds of the series 0ABA
have a greater interaction with albumin.

The characterization data for the tribulyltin(IV) complex with the HM11 indicated
the presence of a monomer in the solid state with 1:1 metal:ligand ration. A change in the
coordination number observed in the solid state (NC = 5) for NC = 4 was observed in
solution, which was justified by the weak interaction between one of the two carboxylate
oxygens and the metal center in the solid state, being undone in solution.

The crystallization of the complex resulted in the formation of a polymeric structure
by the bonding of the metal center with one of the carboxylate oxygens of the neighboring
molecule, where Sn(1V) is in a slightly distorted trigonal bipyramidal geometry.

The last stage of the work was the development of eight new fluoroquinolones by
insertion of the R-benzenesulfonyl group into norfloxacin and ciprofloxacin (nfx: oNO2-nfXx,
MNO2-nfx, pNO2-nfx e pCHs-nfx, and the cfx: oNO2-cfx, mMNO,-cfx, pNO2-cfx and pCHa-
cfx series).

Insertion of the R-benzenesulfonyl group improved the solubility of these 2
generation fluoroquinolones in organic solvents. The X-ray diffraction by single crystals of
PNO.-nfx and oNO,-cfx confirmed the structures and the O1-H1---O3 and C12-H12---F1
intramolecular hydrogen bonds formation.

The new fluoroquinolones presented biological activity against the strains tested in
the order of 10 to 10° times higher than the drug norfloxacin, where the compounds with
nitro group in the para position presented better biological activity. The study of the
interaction of the compounds with the HSA indicated a mechanism of interaction
predominantly static.

Two tin(1V) complexes with levofloxacin (Snl and Sn2) were also obtained and
characterized in this work. The characterization of these complexes suggested the unusual
coordination of Sn(IV) to the piperazine nitrogen.

The MIC values for the complexes antimicrobial activity of the complexes were close
to the values obtained for tin salts against the bacteria and lower than the tin salts and the
nystatin and miconazole controls against the tested yeast strains. The interaction mechanisms
of the complexes with the HSA were distinct, presenting a predominantly dynamic

mechanism for the Sn1 complex, and a static mechanism for Sn2.



Keywords: thiosemicarbazone, sulfonamide, fluoroquinolones, interactions with
biomolecules, organotin complex, Hirshfeld surface.
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Capitulo 1 Introducgao

1.1 Antibiodtico e resisténcia microbiana

O eminente crescimento da resisténcia de microrganismos as diversas classes de
agentes antimicrobianos constitui-se em uma ameaca a saude publica mundial. A
ineficiéncia dos antimicrobianos frente a infecgdes tem se tornado recorrente e medidas
como utilizagdo de fArmacos mais caros e tratamentos mais invasivos sdo mais frequentes.

Atualmente, 700 mil pessoas morrem ao ano, em todo o mundo, por doengas
provocadas por bactérias resistentes aos antimicrobianos, com estimativa para 2050 de 10
milhdes de pessoas, ultrapassando as mortes atribuidas ao cancer, que atualmente ¢ uma da
maiores causas de mortes no mundo [1]. O Centro para Controle e Prevengdo de Doengas —
CDC/EUA estima que, anualmente, pelo menos dois milhdes de doengas e 23.000 mortes
sdo causadas por bactérias resistentes aos antibioticos somente nos Estados Unidos [2].

A resisténcia microbiana pode ser atribuida a véarios fatores como o uso
indiscriminado e abusivo de agentes antimicrobianos, antibioticoterapia empirica
inadequada, uso erréneo em tratamento nao-infeccioso, dentre outros [3, 4]. A rdpida
evoluc¢do da resisténcia aos antimicrobianos em uso clinico tem diminuido drasticamente o
nimero de firmacos disponiveis. Além disso, compostos com alta toxicidade ao organismo
humano retornam a rotina hospitalar, como por exemplo, a polimixina B, que ¢ utilizada no
tratamento de infecgdes por Pseudomonas ssp. e Acinetobacter ssp. multirresistentes.

Apos o grande avango na descoberta de inimeros agentes antimicrobianos e suas
aplicacdes na clinica entre 1940 e 1960, nas décadas posteriores houve um declinio na
producao destes compostos. Entre o langamento das quinolonas em 1962 até a aprovacao
das oxazolidinonas em 2000, houve pouca inovacao no que se refere a introduc¢ao de novas
classes de antimicrobiano de uso clinico bem-sucedido [5].

Portanto, a obten¢do de novos compostos que possuam grupos adicionais com
atividade bioldgica conhecida apresenta-se como uma estratégia interessante na busca por

novos agentes antimicrobianos.



1.1.1 Tiossemicarbazona

Dentre os compostos organicos que apresentam atividade bioldgica, as
tiossemicarbazonas (TSCs) certamente se encontram entre as classes mais estudadas (Figura
1.1-a).

Os primeiros relatos de tiossemicarbazonas sdao datados do século XIX, contudo seu
potencial quelante para uma grande variedade de metais e sua quimica de coordenagdo foram
estabelecidos a partir da década de 1930 [6]. Esses compostos sdo bases de Schiff,
geralmente obtidos pela rea¢do de condensacdo equimolar de um derivado carbonilico
(aldeido ou cetona) com tiossemicarbazida em meio alcdolico sob refluxo, com quantidade
catalitica de acido [7].

Em 1946, a atividade antibacteriana das tiossemicarbazonas foi conhecida, quando
Domagk e colaboradores reportaram sua atividade contra Mycobacterium tuberculosis,
tendo como consequéncia o primeiro composto desta classe usado na clinica, a p-
acetamidabenzaldeido tiossemicarbazona, comercialmente fornecida como Tiacetazona

(Figura 1.1-b) [8].
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Figura 1.1 Estrutura geral das tiossemicarbazonas (a) e a estrutura do composto p-acetamida-

benzaldeido tiossemicarbazona (b).

As TSCs vém sendo estudadas devido a sua capacidade quelante e a0 seu amplo
perfil farmacologico, que incluem atividade antimicrobiana, antitumoral e antiproliferativa
[9], tripanocida [10], dentre outras.

As propriedades bioldgicas das tiossemicarbazonas também estdo relacionadas a
coordenacdo ao ion metalico. Além disso, os complexos metalicos podem exibir melhor
bioatividade quando comparados ao ligante livre devido ao aumento da lipofilicidade apos
a complexacgéo, o que afeta a velocidade de entrada na célula [11].

Uma outra estratégia para otimizar a atividade das tiossemicarbazonas ¢ a inserc¢do
de grupos que ja apresentam atividade biologica relatada na literatura ou que melhorem as

propriedades fisico-quimicas das tiossemicarbazonas. Neste trabalho, optou-se pela



utilizagdo do grupo isoxazol (Figura 1.2) por possuir um largo espectro de atividade

biologica, descrito na se¢do seguinte.

1.1.2 Isoxazol

Ao longo das ultimas décadas, inimeros estudos vém sendo realizados com
compostos que apresentam heterociclicos e seus varios derivados, bem como suas aplica¢des
nos campos farmacéutico e quimico. Compostos heterociclicos, tais como pirazol,
tetraidroquinolinas, isoxazol, tiazol, dentre outros, tém sido objeto de intimeras revisdes [12
—14].

O isoxazol pertence a classe de compostos heterociclicos insaturados de cinco
membros, com os heteroatomos oxigénio e nitrogénio nas respectivas posi¢des 1,2 no anel
(Figura 1.2), pertencente a familia dos 1,2-azois. Como caracteristica, apresenta
propriedades quimicas de sistema aromatico e, a0 mesmo tempo, por ter uma ligacdo fraca

entre o nitrogénio ¢ o oxigénio, torna-se um grupo muito utilizado em sintese organica [15].
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Figura 1.2 Estrutura do isoxazol ndo substituido.

A escolha do isoxazol frente as outras classes de compostos heterociclicos foi
baseado em seu largo espectro de atividade bioldgica, dentre as quais levou-se em principal
consideragdo as atividades antibacteriana, antifiingica e antiparasitaria [16, 17]. Atividades
antitumoral, antituberculose [18] e anti-inflamatéria [19] também sao relatadas na literatura.

Compostos derivados de isoxazol possuem robusta atividade frente as linhagens de
células cancerigenas A-549 e Colo-205 [20], além de constituirem a base para farmacos ja
comercializados, tais como a leflunomida (ARAVA® — antireumatico), valdecoxib
(BEXTRA® — inibidor da COX-2) e zonisamida (ZONEGRAN® — anticonvulsivo) (Figura
1.3).
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Figura 1.3 Farmacos apresentando isoxazol em suas estruturas. (1) Leflunomida, (1) Valdecoxib e

(1) Zonizamida.

Também sao encontrados derivados de isoxazol em compostos naturais como o acido
iboténico [(S)-2-amino-2-(3hidroxiisoxazol-5-il)acético] (Figura 1.4), um composto
proveniente do cogumelo Amanita muscarea que apresenta uma potente neurotoxina que age

como receptor ionotropico e metabotropico de subtipos de receptores de glutamato [21].

OH

NH,
Figura 1.4 Estrutura do acido iboténico.

1.1.3 Fluorquinolonas

Quinolonas sdo antibidticos sintéticos que despertaram grande interesse na década
de 1960 com a introdugdo do &cido nalidixico na pratica clinica pelo seu amplo espectro de
atividade (Figura 1.5-1) [22]. Estes compostos sdo classificados por geragdes com base nos
seus espectros de agdo. As quinolonas de primeira geracdo sao moléculas nao-fluoradas e
apresentam atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram-negativas, entretanto ndo
possuem atividade contra Pseudomonas spp, organismos anaerobios e nem contra bactérias

Gram-positivas [23, 24].
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Figura 1.5 (1) Estrutura do acido nalidixico. (I1) Estrutura geral das fluorquinolonas (Fq’s).



A incorpora¢do de um atomo de flior no carbono C-6 e um grupo piperazinil no
carbono C-7 (Figura 1.5-IT) resultou em uma melhor atividade frente as bactérias Gram-
negativas e, em uma atividade moderada frente as Gram-positivas, dando origem a uma nova
classe de compostos — as fluorquinolonas (Fq’s) [25, 26].

Agentes da terceira geragdo alcancaram uma maior poténcia contra bactérias Gram-
positivas, particularmente contra Streptococcus pneumoniae, em combinagdo com uma boa
atividade contra microrganismos anaerobios, enquanto Fq’s de quarta geragdo tém cobertura
superior contra pneumococos e 0rganismos anaerobios [23, 27].

As fluorquinolonas pertencem a uma das classes de agentes antimicrobianos
sintéticos mais prescritas no mundo e sao amplamente utilizadas para o tratamento de muitas
infec¢bes bacterianas, tanto na medicina humana quanto na medicina veterinaria [28]. Essa
classe de antimicrobianos revela-se util nao s6 como agentes antibacterianos, mas como
antimalaricos, leishmanicida, antituberculose, tripanomicida e como agentes antitumorais
[29 — 31].

Fluorquinolonas apresentam grande afinidade pela enzima DNA girasse (gyrDNA)
de bactérias podendo resultar em uma rapida atividade antibacteriana sem efeitos adversos
no paciente. Embora o mecanismo de inibi¢ao da gyrDNA pelas Fq’s ainda ndo seja bem
compreendido, existem evidéncias que sugerem uma interacdo direta destes farmacos
preferencialmente com o DNA de cadeia simples, bem como o papel de ions metdlicos
divalentes na formagdo do complexo ternario DNA farmaco-metal, o que bloqueia o
processo de replicagdo do DNA bacteriano [32 — 34]. As fluorquinolonas também tém como
alvo a topoisomerase IV, uma enzima envolvida na desvinculagdo dos cromossomos apos a
replicagdo do DNA. A interrup¢ao dessa enzima retém o DNA bacteriano ap0s a replicagéo,
levando o microrganismo a morte celular [35, 36].

Apesar do grande nimero de fluorquinolonas aprovado para o tratamento de vérias
infec¢des, alguns graves efeitos colaterais sdo observados, tais como os efeitos no sistema
nervoso central, fototoxicidade, fotossensibilidade, tendinite, hipoglicemia e disritmia
cardiaca grave, os quais contribuem para o desuso desses compostos. Por exemplo,
grepafloxacina (casos clinicos de problemas cardiacos) e trovafloxacina (toxicidade ao
figado) foram retiradas do mercado [30, 37]. Por outro lado, variagdes nas estruturas das Fq's
em uso clinico podem alterar o perfil farmacocinético destes farmacos, ocasionando uma
maior seletividade e aumento do indice terapéutico, o que proporcionaria uma redugdo dos

seus efeitos colaterais. Em vista disso, esforgos tém sido empregados para o



desenvolvimento de novas Fqg's, por meio da inser¢ao de novos grupos as fluorquinolonas ja
existentes.

Como apresentado anteriormente, a introdugdo de um grupo piperazinil na posi¢ao
C-7 conferiu um amplo e potente espectro de atividade antimicrobiana as quinolonas. Além
disso, substituintes no grupo piperazinil resultaram em uma ampla gama de agentes
antibacterianos clinicamente uteis como a ciprofloxacina, ofloxacina, lomefloxacina,
esparfloxacina, difloxacina, enoxacina, enrofloxacina, levofloxacina, dentre outros (Figura

1.6) [32].
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Figura 1.6 Exemplos de fluorquinolonas com variagdes no grupo piperazinil ciprofloxacina (1),

enrofloxacina (I1) e esparfloxacina (I11).

Estudos de relagdo estrutura-atividade (SAR) mostram que, de fato, o substituinte na
posicao C-7 tem um grande impacto sobre a varia¢ao do espectro de atividade, da resisténcia,
da interagdo intracelular e das propriedades farmacocinéticas associadas a alteragdo da
permeabilidade celular das fluorquinolonas [38, 39]. Assim, a escolha do substituinte C-7 é
uma questdo fundamental para a atividade de novas fluorquinolonas.

Nos ultimos anos, grupos que apresentam atividade bioldgica como a sulfonamida
[40] (Figura 1.7), triazol [41], fenila R-substituida [42], bases de Mannich e isatina [43]
foram adicionados ao nitrogénio da piperazina, no intuito de se obter compostos de maior

poténcia e seletividade.
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Figura 1.7 Estrutura geral das R-sulfonilfluorquinolonas.

Os resultados promissores apresentados por estes compostos incentivam o
desenvolvimento de novos derivados das fluorquinolonas para uso clinico, bem como a

avaliacao de suas atividades antimicrobianas.



1.1.4 Sulfonamida

Uma classe de compostos extensamente aplicada na tentativa de obtengdo de novos
candidatos a farmacos ¢ a sulfonamida.

Desde a sua descoberta, em meados do século XX, as sulfonamidas (Figura 1.8-1)
vém sendo amplamente utilizadas como agentes terapéuticos na medicina humana e
veterinaria [44]. As sulfonamidas foram os primeiros compostos sintéticos com propriedades
antibacteriana, introduzidos clinicamente em 1934, e apresentam atualmente cerca de 200
derivados em uso clinico com atividade contra bactérias Gram-positivas, algumas Gram-

negativas e protozoarios (Figura 1.8-11) [45, 46].

0 (11-a) (11-b) Vo,

Figura 1.8 (I) Estrutura geral da sulfonamida. (I1) Exemplos de sulfonamidas comerciais (a)
sulfonilamida, (b) nimesulida.

Estes compostos sdo antagonistas metabdlicos competitivos do 4acido p-
aminobenzodico (PABA), interferindo na inibi¢do do metabolismo do &cido folico, essencial
para a sintese de precursores do RNA e DNA bacteriano [47].

Na literatura, relata-se a aplicagao de derivados de sulfonamidas para o tratamento
de doengas como amigdalite [48] e infecgdes do trato urinario [49]. Além disso, por sua
estrutura versatil, o grupo sulfonil pode ser combinado a outros grupos que apresentam
atividade biologica. Como exemplo, derivados de sulfonamida com piperazina sdo
conhecidos por apresentar vasta gama de atividades farmacologicas como antibacteriano,
antiproliferativo, anti-HIV e antifungico [47, 50 — 53].

Assim, no presente trabalho o grupo sulfonamida foi selecionado para ser combinado
as fluorquinolonas e 4cidos R-aminobenzoico, no intuito de avaliar o efeito da inser¢do deste

grupo na atividade antimicrobiana dos respectivos compostos.



1.2 Compostos de coordenacgdo e organoestanicos

Os compostos de coordenagdo oferecem uma série de vantagens frente aos compostos
organicos tradicionais. A multiplicidade de caracteristicas inerentes aos centros metalicos,
como a ampla possibilidade de niimeros de coordenacao e geometria e a variedade de estados
de oxidacdo, além das caracteristicas dos proprios ligantes, como a polaridade ¢ a
reatividade, permite projetar e sintetizar uma variedade de compostos com variagdes da
carga, da geometria e das propriedades cinéticas e termodinamicas [54, 55].

Dentre 0s organometalicos mais utilizados em sistemas bioldgicos e na area de
materiais estdo os organoestanicos, 0S quais apresentam uma ligagdo covalente entre atomos
de estanho e carbono [56].

A féormula geral para os organoestanicos ¢ RnSnXs.n (R € um grupo alquila ou arila e
X ¢ um haleto, 6xido, hidréxido ou outro grupo funcional), sendo classificados como tri (n
= 3), di (n = 2) ou monossubstituidos (n = 1) [57]. A toxicidade dos organoestanicos esta
relacionada com a variagdo do nimero de grupos alquil ou aril, o tipo de cadeia desses grupos
e a geometria dos compostos formados [58, 59].

A primeira aplicagdo de compostos de estanho foi relatada no ano de 1925, em que
tais compostos foram utilizados como agentes anti tragas [60]. Atualmente, as aplicagdes de
compostos de estanho sdo de natureza variada, resultantes de duas caracteristicas
fundamentas do metal: sua afinidade por atomos doadores de densidade eletronica, tais como
oxigénio, nitrogénio, fésforo ou enxofre, e suas propriedades biocidas frente a bactérias,
fungos, insetos, moluscos e pequenos animais.

Compostos organoestanicos(IV) surgiram como potenciais candidatos a
metalofarmacos, em particular para a quimioterapia, devido ao seu cardter indutor de
apoptose e propriedades antiproliferativas [61]. Como exemplo, complexos de estanho com
ligantes como benzoatos, fenilacetatos e ciamatos apresentam atividade citotoxica in vitro e
in vivo contra diversas linhagens de tumores solidos [62]. Em muitos casos, a coordenagao
de moléculas organicas ao estanho(IV) revela-se como uma boa estratégia para o aumento
dos efeitos farmacologicos apresentados pelo ligante livre e/ou sal precursor, o que justifica
a busca por novos complexos organoestanicos.

Entre os complexos organoestanicos(lIV), os carboxilatos de organoestanho(1V)
atrairam uma atengao consideravel nos ultimos anos pelas suas atividades antimicrobianas,

antibacterianas e antitumorais significativas devido as suas estruturas, que se beneficiam de



uma forte acidez de Lewis dos atomos de estanho e dos modos de ligagdo mono e/ou
bidentado do grupo carboxilato [63].

Estudos dos possiveis mecanismos de a¢do apontam para o fato de que ndo ha um
unico ou um numero bem definido de caminhos para a interacao dos organoestanicos com a
membrana ou constituintes dentro da célula [64, 65].

Desta forma, a coordenagdo de moléculas organicas ao estanho apresenta-Se COmMo
uma estratégia interessante na busca de novos prototipos de candidatos a farmacos, bem

como uma melhor compreensao dos modos de acao dos organoestanicos.

1.3 Interagcdao com biomoléculas

1.3.1 Albumina sérica humana (HSA)

A albumina sérica humana (HSA) (Figura 1.9) € a proteina mais abundante no plasma
sanguineo humano, representando aproximadamente 60 % do teor total de proteina no soro,
em concentragdes que variam de 30 a 50 g L™ [66].

Uma de suas principais fungdes € o transporte de substancias através do sangue,
sendo a principal responsavel pelo transporte de compostos enddgenos e exogenos através
da formagdo de adutos. Assim, o processo da interagdo farmaco-albumina desempenha um

papel muito importante na farmacocinética dos compostos [67, 68].

Figura 1.9 Estrutura cristalina da albumina sérica humana e localizagdo dos principais sitios de

ligagdo. Em destaque ¢ mostrada a posicdo da Trp-214. [lustracdo gerada utilizando PyMOL.

A ligacao farmaco-proteina carreadora, tal como a HSA, ¢ atualmente uma area ativa
de investigacao, pois uma compreensiao dos mecanismos de interacdo ¢ crucial para entender

a atividade farmacologica de um determinado composto. E geralmente aceito que a




distribui¢@o, metabolismo e a eficiéncia de muitos farmacos podem ser controladas com base
na sua afinidade com a albumina. Por outro lado, algumas novas drogas promissoras
mostraram-se ineficazes devido a sua elevada afinidade a estes tipos de proteinas [69].

Para essa proteina, ha trés fluoréforos intrinsecos — triptofano, tirosina e fenilalanina.
A fluorescéncia associada a cada um deles pode ser distinguida pela excitagdo e observagao
em comprimentos de onda apropriados.

A HSA contém um residuo de triptofano (Trp-214) e um residuo de tirosina, ambos
envolvidos com a interagdo com a droga. Quando o comprimento de onda de excitacao de
295 nm ¢ utilizado, apenas o residuo do Trp-214 ¢ excitado. Ao ocorrer a aproximacao do
composto ao fluordforo excitado, a supressao da fluorescéncia do residuo de Trp-214 pode
ser observada como o resultado do processo de transferéncia de energia, formagdo de
complexos ou colisdes entre moléculas [70].

Existem dois tipos de supressdo de fluorescéncia: dindmica ou estatica. No
mecanismo estatico ocorre a formagao de um complexo ndo fluorescente entre a albumina e
o composto no estado fundamental, cuja estabilidade ¢ diminuida com o aumento da
temperatura. J4 no mecanismo dinamico, a interagdo dos compostos com a albumina ocorre
durante o tempo de vida do estado excitado do fluoréforo, sendo que, apds a colisdo, a
albumina retorna ao estado fundamental sem a emissao de fluorescéncia [71].

A mudanga do valor da constante de supressao da fluorescéncia (Ksy) com a variagao
da temperatura relaciona o tipo de intera¢do entre o farmaco e a HSA. A diminui¢ao de Ksv
com o aumento da temperatura sugere que a interacdo farmaco-HSA ¢ devido ao processo
estatico, pela desestabiliza¢ao do complexo formado. Ja o comportamento contrario da Ksy,
sugere mecanismo dindmico, pois o aumento da temperatura acarreta em uma diminui¢do na
viscosidade do meio reacional, favorecendo a difusdo do supressor em dire¢@o ao fluor6foro
(Trp-214) no estado excitado.

Ross e Subramanian [72] relacionaram parametros termodindmicos entalpia (AH) e
entropia (AS) com os diferentes tipos de forca intermoleculares envolvidas na interagdo de
moléculas com proteina. Segundo os autores, a relacdo entre os termos entropico, entalpico
e for¢as quimicas ¢ dada por:

(1) AS > 0 e AH > 0, o processo de inser¢ao do composto na proteina ¢é

determinado por interagdes hidrofébicas;

(i)  AS <0e AH <0, o processo ¢ determinado por ligagcdes de hidrogénio ou

forgas de van der Waals; ou

(ili)  AS<0e AH >0, o processo ¢ determinado por atragdes eletrostaticas.
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O estudo das interagdes de medicamentos com as albuminas tem um importante
sentido na determinagdo das interacdes fundamentais envolvendo farmacos e
biomacromoléculas. Desta forma, no presente trabalho os mecanismos de supressdao da
fluorescéncia do residuo Trp-214 foram avaliados a fim de se compreender as possiveis

interagdes existentes entre os compostos preparados e a albumina humana.

1.3.2 Acido desoxirribonucleico (DNA)

Evidéncias experimentais asseguram que a dupla hélice da estrutura do DNA se
mantem por trés forgas principais: (1) ligacdes fosfodiéster entre os residuos de nucleotideos,
as quais estruturam o esqueleto covalente das cadeias individuais, (2) liga¢des de hidrogénio
entre os fragmentos purinicos e pirimidinicos, responsaveis pelo pareamento e
complementaridade das cadeias de polinucleotideos e (3) interagdes m-m responsaveis pela
sobreposi¢do entre as bases nitrogenadas, as quais contribuem para a manutengdo do
alinhamento da hélice ao longo de seu eixo principal [73].

A maioria dos fArmacos utilizados clinicamente e que interagem com o DNA, podem
ligar-se de forma covalente ou ndo-covalente ao DNA. As interagdes covalentes geralmente
ocorrem por meio de ligagdes diretas entre o farmaco e os grupos fosfatos ou as bases
nitrogenadas do DNA [74]. As interagdes ndo-covalentes ao DNA podem ocorrer de trés
modos distintos:

(1) interagées eletrostdticas — ocorre pela interagdo entre os grupos fosfatos
carregados negativamente com composto que apresentam cargas positivas [75];

(2) interagdo nos sulcos — onde a estrutura dos compostos, que interagem com 0s
sulcos, apresenta em suas estruturas anéis aromaticos conectados por ligagdes que permitem
a liberdade de movimento e torgdo [76]; e

(3) intercalagdo — processo no qual ocorre a inser¢do de moléculas entre os pares de
bases nitrogenadas, perpendicularmente a estrutura do DNA. A estabilizagdo do arranjo
decorre da sobreposicdo de elétrons  juntamente com outras interagdes nao-covalentes, tais
como as interagdes hidrofobica, idnica, de van der Waals e as ligagdes de hidrogénio [77].

Farmacos que atuam na expressao génica desempenham sua fung¢ao por se ligarem a
receptores intracelulares que, apds ativados, terdo acdo sobre o DNA. A atividade de
compostos sobre enzimas como a DNA polimerase e a formacdo de acido ribonucleico

mensageiro (RNAm) podem afetar o processo de transcrigao (expressdo do gene e sintese de
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proteinas) e inibir a replicacdo (principal etapa no crescimento e divisdo celular) do DNA
[78]. Assim, compostos que se ligam ao DNA sdo potencialmente tUteis para inibir a

proliferagdo de células tumorais ou o progresso de doencas microbianas.

1.4 Superficie de Hirshfeld

Uma técnica utilizada para a andlise e visualizacdo dos contatos atomicos
intermoleculares participantes dos arranjos supramoleculares, principalmente em cristais
moleculares, ¢ a determinacdo da superficie de Hirshfeld (Figura 1.10). Estas superficies tém
o seu fundamento tedrico na teoria de particdo das densidades eletronicas de moléculas em
fragmentos atdmicos continuos, desenvolvida em principio por Hirshfeld em 1977 [79]. Essa
técnica foi introduzida para auxiliar na compreensdo dos comportamentos supramoleculares
de estruturas determinadas pela difra¢do de raios X por monocristais.

Existem varios tipos de mapeamento sobre as superficies de Hirshfeld. O primeiro
mapeamento, d;, simula os contatos entre as densidades eletronicas dos atomos internos até
a superficie, enquanto nas superficies de, apresentam-se os contatos derivados de moléculas
externas proximas a superficie. A coloragdo dessas superficies permite avaliar as
intensidades dos contatos atomicos, sendo os mais intensos representados em cor vermelha
e os mais fracos em cor azul (Figura 1.11) [81]. Nas superficies de, as regioes em vermelho
correspondem a locais onde a molécula age como receptora de contatos intermoleculares

intensos, ja na superficie dj esta coloracdo indica regides doadoras dos contatos.

(a)

wir) =01 —=
wir) =05

Figura 1.10 (a) Contornos da fung@o wa(r) circundando uma molécula de benzeno em um cristal; (b)
a superficie de Hirshfeld do benzeno mapeada com d. plotada no mesmo tamanho e orientagdo com

0,5 (em preto) do contorno em (a). Figura adaptada da referéncia [80].
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A combinagdo das superficies di e de normalizadas em fun¢do do raio de van der
Waals permite a geragdo da superficie de Hirshfeld normalizada (dnorm) (Figura 1.11-a) [80].
Neste mapeamento, tanto as regides doadoras quanto as receptoras dos contatos
intermoleculares, sdo visualizadas simultaneamente e a coloragdo da superficie permite
identificar tanto a intensidade como a distancia dos contatos. Distdncias menores que o raio
de van der Waals sdo representadas em vermelho e as distancias no limite ou maiores em
uma escala de branco a azul.

Os mapas gerados sdo uteis na visualizagdo das moléculas e de suas vizinhangas
dentro do cristal, onde a coloragdo dessas superficies permite determinar a intensidade dos
contatos interatdmicos, sendo os mais intensos representados em cor vermelha, e os mais

fracos em cor azul.

(@) (b)
Figura 1.11 Mapas da superficie de Hirshfeld dnorm (@), di (D) € de (C) do complexo cationico bis(2-

naftilsulfonilditiocarbimato)platinato(l1).

Uma projecao bidimensional da superficie de Hirshfeld em funcdo das distancias

determinadas nas superficies de € di resulta em um grafico de impressao digital (Figura 1.12).
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Figura 112  Grafico de impressdo digital do complexo catibnico  bis(2-
naftilsulfonilditiocarbimato)platinato(1l) com escala em angstroms (A).
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Este ¢ um grafico de dispersdo (distribui¢do dos valores de versus di) que relaciona
as distancias dos contatos, determinando se estes participam de um tipo especifico de
interacao intermolecular ou ndo, além de fornecer uma porcentagem de recorréncia que esses

contatos apresentam sobre a superficie.

1.5 Objetivos

Em decorréncia do grande numero de patologias desprovidas de tratamento
satisfatorio, bem como da crescente busca por farmacos que apresentem menos efeitos
colaterais, sem resisténcia cruzada, o desenvolvimento de novos compostos ¢ a avaliagao de
suas atividades bioldgicas e possiveis mecanismos de acdo se faz necessario.

Neste contexto, o trabalho desenvolvido teve como objetivo geral a busca de novos
compostos candidatos a farmacos a partir da variagao estrutural e complexagao de compostos
que possuam atividades farmacoldgicas relevantes.

De forma resumida, os objetivos especificos do presente trabalho compreendem:

Q) Sintese ¢ caracterizagdo de novas tiossemicarbazonas contendo o grupo

isoxazol;

(2) Obtencgao e analie estrutural de novos acidos N,R-sulfonilaminobenzoicos;

(3) Analise estrutural da coordenagdo do tributilestanho(IVV) com um dos novos
acidos N,R-sulfonilaminobenzoicos;

4) Desenvolvimento de novas fluorquinolonas através da adi¢cao de grupos R-
sulfonil ao nitrogénio da piperazina nas estruturas da norfloxacina e ciprofloxacina;

(5)  Coordenagdo de levofloxacina aos sais de dimetil- e dibutilestanho(IV)
buscando aumentar as atividades farmacologicas verificadas para a fluorquinolona livre;

(6) Investigacdo dos possiveis mecanismos de acdo através de estudos de
intera¢ao dos compostos com albumina sérica humana (HSA) e/ou DNA de timo de vitelo
(ctDNA);

(7) Avaliacdo da atividade antimicrobiana das novas tiossemicarbazonas e
fluorquinolonas frente as cepas de bactérias Gram-positiva (Bacillus cereus, Streptococcus
sanguinis) e Gram-negativa (Salmonella Typhimurium, Citrobacter Freundii, Erwinia
carotovora, Escherechia coli, Salmonela enteritides), e as leveduras Candida albicans,

Candida glabrata, Candida lusitaniae, Candida tropicalis.
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Capitulo 2 Parte experimental

2.1 Reagentes e solventes

As reagdes foram realizadas utilizando-Se solventes sem purificacdo prévia, obtidos
comercialmente — Sigma-Aldrich, Vetec, Merck e Synth. Os solventes deuterados DMSO-
ds, MeOD-ds e D.O foram adquiridos do Cambridge Isotope Laboratories, Inc (CIL) e
Sigma-Aldrich. As fluorquinolonas, os aldeidos, as tiossemicarbazidas, os cloretos de

sulfonila, os acidos R-aminobenzdicos e os sais metalicos foram obtidas da Sigma-Aldrich.

2.2 Equipamentos e metodologias

2.2.1 Condutimetria

As medidas de condutividade molar foram feitas a temperatura ambiente, utilizando-
se o condutivimetro de bancada Q405M da Quimis. As solugdes foram preparadas em N,N-
dimetilformamida (DMF) ou dimetilsulféxido (DMSO) nas concentragdes de 10 mol L.

Os valores foram comparados as atribuigdes sugeridas na literatura (Tabela 2.1) [1,2].

Tabela 2.1 Parametros de condutividade para diferentes tipos de eletrolitos em solventes organicos

para as solugdes de concentragdo 1,0 x 10°mol L*

Solvente 4 (S cm? mol?) Tipo de eletrdlito
65-90 11
DMF 130 -170 2:1
200 — 240 3:1
20— 62 1:1
DMSO 54 —110 2.1
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2.2.2 Analise elementar (CHN)

As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos compostos foram
determinadas no aparelho PE 2400 CHN Elemental Analyzer (Departamento de Quimica),
sendo utilizados gas oxigénio para a combustao e gas nitrogénio para o arraste dos gases

gerados na combustdo das amostras.

2.2.3 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (1V)

Foi utilizado o aparelho Mattson Instruments Galaxy 3000 (Departamento de
Quimica, UFMG) na regido de 4000 a 400 cm™ para a obten¢do dos espectros. Cada
substancia foi incorporada em 100 mg de KBr, previamente dessecado e pulverizado. A
mistura foi prensada em forma de disco transparente, sob pressio de 700 a 1050 kg m,

originando pastilha de concentragdo 1% massa/massa do composto.

2.2.4 Espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de fluorescéncia foram obtidos no espectrometro CARY Eclipse —
Varian (Agilent Technologies). As fendas de emissao e excitagdo foram de 10 nm e mantidas
constantes em todos 0s experimentos. As solugdes foram colocadas em cubetas de quartzo

de 10 mm de caminho 6ptico.

2.2.5 Espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (Uv-Vis)

Os espectros na regido do ultravioleta-visivel foram obtidos utilizado o
espectrofotometro de absor¢do Hewllett Packard 8451 — Varian (Agilent Technologies) e
FEMTO — Cirrus 80PE, utilizando cubetas de quartzo de 10 mm de caminho 6ptico.

2.2.6 Estabilidade em soluc¢do

O estudo da estabilidade dos compostos foi realizado a partir de medidas da

concentragdo destes no espectrofotometro FEMTO — Cirrus 80PE, onde foram realizadas
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leituras com ciclos de 30 minutos até completar 6 horas, seguidas de leituras de 24 em 24
horas até completar 48 ou 72 horas, apds o preparo das solugdes.

As solu¢des com os compostos foram feitas em 5% DMSO em tampao fosfato (pH
7,4), 5% DMSO em tampao Tris-HCI (pH 7,2) ou apenas em DMSO.

2.2.7 Termogravimetria

As curvas TG foram obtidas em Termobalan¢a Shimadzu TGA-5H do Departamento
de Quimica da UFMG. Foi utilizada atmosfera de ar com razdo de fluxo de 50 mL min. A

faixa de aquecimento foi de 5 ou 10 °C min™, com faixa de temperatura de 25 a 750 °C.

2.2.8 Espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram registrados em espectrometros Brucker DRX-400
Avance (400 MHz) e Brucker DPX-200 (200 MHz) no Laboratério de Ressonancia
Magnética de Alta Resolu¢do (Laremar) do Departamento de Quimica da UFMG. As
solugdes foram preparadas utilizando-se DMSO-ds, MeOD-ds ou DO como solvente, TMS
ou dioxano como referéncia interna para os espectros de RMN de *H, BC{*H}, DEPT 135,
e mapas de contorno COSY, HMQC (HSQC) e HMBC. Para os espectros de RMN de

1195n{*H} foi utilizado 0 SnMe4 como referéncia.

2.2.9 Difragdo de raios X por monocristal (DRXM)

As coletas de dados de difragdo de raios X por monocristal foram realizadas em
equipamento Gemini-Agilent com fonte de raios X MoKa (A = 0,71073 A). O software
CrysAlisPro [3] foi usado para coleta e redugdo de dados. As estruturas foram resolvidas por
métodos diretos usando SHELXS-97 [4] e refinadas por minimos quadrados (matriz
completa, F?) utilizando 0 SHELXL-2014 [5]. Todos os 4tomos, exceto os de hidrogénio,
foram refinados considerando deslocamentos anisotropicos e modelo de oscilador
harmodnico. Os atomos de hidrogénio do grupo amino foram localizados nos mapas de
diferencas de Fourier e fixados ao 4tomo de nitrogénio parental, com d [N-H] = 0,85 A, para
as estruturas do capitulo 4, e parametros de deslocamento [Uiso (H) = 1,2Ueq (N)]. Os

atomos de H da molécula de 4gua foram encontrados no mapa de diferencas de Fourier e
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fixados em posicdes calculadas utilizando os comandos DFIX e DANG. Os outros atomos
de hidrogénio foram fixados geometricamente considerando a hibridizagdo do atomo
parental [Uiso (H) = 1,2Ueq (C)] e [Uiso (H) = 1,5Ueq (O)]. Analise estrutural ¢ das
intera¢cdes foram realizadas usando 0s programas Mercury® Vv.3.10.1[6] ¢ ORTEP®
v.2014.1[7].

2.2.10 Difrag¢do de raios X por pé (DRXP)

Os dados de difragdo de raios X por p6 foram coletados em um Shimadzu XRD-7000
com 40 kV, 30 mA, usando CuKa (A = 1,54056 A) acoplado a uma unidade policapilar,
monocromador de grafite, escaneado em uma faixa angular de 5 - 60 (20) ou de 5 - 80 (260)

com um tamanho de passo igual a 0,02 (26) e uma constante de tempo de 0,5 °/min.

2.2.11 Mapas da superficie de Hirshfeld e graficos de impressdo digital

As superficies de Hirshfeld foram construidas, e 0s calculos das superficies de
impressdes digitais foram realizados, utilizando o software de CrystalExplorer versdo 17.5
[8]. Nessas analises, a estrutura de cada cristal foi importada do respectivo arquivo de
informagao cristalografica (CIF). As superficies de Hirshfeld foram geradas para as
moléculas utilizando uma resolu¢do de superficie elevada e mapeada com as fungdes de
indice dnorm. O software CrystalExplorer usado na geragdo das superficies de Hirshfeld

também foi aplicado para elaborar os graficos de impressao digital.

2.2.12 Espectroscopia Méssbauer de **°Sn

Os espectros de Mossbauer de 11°Sn foram obtidos no Centro de Desenvolvimento
em Tecnologia Nuclear (CDTN), no espectrometro Mdssbauer CMTE, modelo MA250,
acoplado a um Criostato Otico modelo SVT-400, com amostras no estado sélido. Os dados
foram coletados a 80 K em um espectrometro de aceleragdo constante convencional com
uma fonte de CaSnO3z mantido a temperatura ambiente (25 °C). A calibragao da velocidade
do aparelho foi feita a temperatura ambiente com folha enriquecida de °'Fe. Os espectros de

Mossbauer de *°Sn foram obtidos pelo Dr. José Domingos Ardisson.
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2.3 Ensaios biologicos e estudos de intera¢do com macromoléculas

2.3.1 Avaliagado da atividade antimicrobiana

A determinacao da menor concentragdo de composto capaz de inibir o crescimento
microbiano (MIC) foi feita utilizando bactérias e leveduras da cole¢ao do Laboratério de
Biotecnologia e Bioensaios (LABB), Departamento de Quimica — UFMG, em colaboragao
com a professora Dr® Jaqueline Aparecida Takahashi. Utilizaram-se cepas de bactérias
Gram-positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 11778) e
Listeria monocytogenes (ATCC 15313), Gram-negativas Salmonela tiphymurium (ATCC
13311) e Escherechia coli (ATCC 25723), e de leveduras Candida albicans (ATCC 18804),
Candida glabrata (ATCC 15126), Candida lusitaniae (ATCC 34449) e Candida tropicalis
(ATCC 13803).

Inicialmente foi preparado um pré-indculo, transferindo bactérias com a al¢a de
platina para tubos de ensaios contendo 3,0 mL de meio de cultura brain heart infusion (BHI).
Em seguida, os tubos foram incubados em estufa a 37 °C por 24 h. Com a utiliza¢do de uma
micropipeta, aliquotas de 500 pL do pré-indculo foram transferidas para tubos de ensaio
contendo agua destilada estéril. As solugdes foram diluidas até a concentracdo em que a
transmitancia das solugdes homogeneizadas fosse entre 74 — 75% de intensidade da
transmitancia N0 comprimento de onda de 600 nm, obtendo-se assim, os indculos utilizados
no teste [9].

As amostras dos compostos foram pesadas e solubilizadas em DMSO (12,5 mg mL"
1. Aliquotas de 40 uL destas solucdes foram adicionados a 960 pL do meio de cultura BHI
para o preparo das solugdes de trabalho.

Os testes foram realizados em placas de 96 micropogos, contendo 100 pL de meio
de cultura por pogo, em triplicata. No primeiro poco foram adicionados 100 pL da solugdo
trabalho e, em seguida, foi realizada a dilui¢do desta solucdo para os pogos seguintes,
transferindo-se 100 uL da solugdo do pogo 1 para o pogo 2. A solugdo resultante foi
homogeneizada e 100 pL desta foi transferida para o poco 3 e assim sucessivamente. No
ultimo pogo, apds homogeneizagdo, 100 uL foram retirados e desprezados, de modo que
todos os pocos tivessem o mesmo volume. Em seguida, foram adicionados 100 puL do

indculo padronizado em cada pogo.
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Como controles positivos foram utilizados os antibidticos ampicilina, nistatina e
miconazol.

As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C e, ap6s 24 h, foi realizada a leitura
do teste em leitor tipo Elisa (490 nm).

O crescimento do micro-organismo foi observado pela turvagdo do meio, sendo este
medido em um comprimento de onda fixo (492 nm), utilizando-se o equipamento de leitor

de microplacas. O célculo da porcentagem de inibigdo foi feito utilizando a Equagéo 2.1.
%Inibicio = 100 — [(AM ~As)/ 41,] X100 (Equagio 2.1)

em que Awm ¢ a absorvancia da amostra, Ag ¢ a absorvancia do branco e Ac e a absorvancia
do controle de crescimento do microrganismo menos a absorvancia do controle de
esterilidade do meio de cultura.

Os materiais utilizados para a manipulagdo dos micro-organismos foram
esterilizados em autoclave vertical Fanen (415/3 — J03610) ou Phoenix (AV30 — 15042). Os
testes foram realizados em capela de fluxo laminar VECO (JLF 912 — FL 5799) ou Pachane
(PA050/02 — 099,06 ou PA610 — 103,09). Para a determinagao da concentragdo do indculo
foi utilizado o espectrofotometro BIOSPECTRO SP-22 ou UV-2401 PC Shimadzu. Os
indculos dos micro-organismos foram incubados em estufa Quimis Q-(316,12 — 807,131) ou
Tecnal (TE-392/2) e as leituras das absorvancias do teste de microdiluigdo foram realizadas

no leitor de microplacas Thermoplate-TP-READER.

2.3.2 Estudo da interagdo com albumina sérica humana (HSA) por espectroscopia de

fluorescéncia e na regido do ultravioleta-visivel

O estudo das interagdes entre os compostos e a albumina sérica humana (HSA) foi
realizado utilizando espectroscopia de fluorescéncia e na regido de ultravioleta-visivel (Uv-
vis). A solucdo estoque de HSA de concentragio 2 x 10 mol L foi preparada em tampao
fosfato pH 7,2 (8,3 mmol L, [NaCl] = 83 mmol LY).

As solugdes estoque dos compostos foram preparadas inicialmente em DMSO na

concentracdo 1,0 x 10 mol L. Posteriormente, as solucdes foram diluidas em tampao
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fosfato até a concentracdo de 8,0 x 10 mol L (solugdes trabalho), em que se manteve a
proporcao de até 5% (v/v) DMSO em tampao fosfato.

Nos experimentos, 2,0 a 2,5 mL da solugdo de HSA foram tituladas, sob agita¢ao
magnética, com aliquotas de 100 ou 125 pL das solugdes trabalho dos compostos em estudo.
Foi adotado um periodo de incubacdo de 5 minutos apos cada adicdo da aliquota do
composto e, posteriormente, foi feita leitura na faixa de 305 a 550 nm, com excitagdo em
295 nm. Leituras na regiao do Uv-vis de 200 a 800 nm foram realizadas para a corre¢ao do
efeito de filtro.

A partir dos dados da titulagdo foram calculadas constantes relacionadas ao processo
de supressao da fluorescéncia do triptofano 214 (Trp-214) da HSA. Pela equagao classica de

Stern-Volmer (Equagdo 2.2) obteve-se a constante de supressao (Ksy).

FO/ F=1+kq10=1+Ks[0Q] (Equagdo 2.2)

em que Fo ¢ a intensidade de fluorescéncia na auséncia do agente supressor da fluorescéncia,
F ¢ a intensidade de fluorescéncia na presenga do agente supressor, to € o tempo de vida, e
[Q] ¢ a concentragdo do agente supressor da fluorescéncia. O valor de Ksv € o coeficiente
angular obtido da regressao linear do grafico Fo/F vs [Q].

A constante Ksy pode ser escrita como:

kg, = Ko /To (Equagdo 2.3)

em que k, ¢ a constante de velocidade de supressdo bimolecular e 7, € o tempo de vida da

fluorescéncia na auséncia do agente supressor do Trp-214 excitado ( 7, = 1 x 108 s) [10].
Aos dados obtidos durante a titulagdo espectrofluorimétrica pode ser aplicada ainda

a equacao de Stern-Volmer modificada (Equagdo 2.4)
Foy _1 1 5
/o =15+ fkAlQD (Bquagio 24)

em que AF ¢ a diferenga entre F e F, fa ¢ a fracdo da proteina acessivel ao agente supressor
e Ka ¢ a constante de supressao efetiva analoga a constante de associacdo para o sistema

agente supressor—proteina. O valor de Ka calculado ¢ a razdo entre intercepto e o coeficiente

angular obtido na regressao linear do grafico FO/ AF VS 1 /[ o1
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Pela equacdo logaritmica de Scatchard (Equacdo 2.5) foram obtidos os valores dos
parametros constante de ligagdo (Kb) e o nimero de sitios de ligagdo (1) do composto a

biomolécula.

log(AF/F) = log Ky, +nlog[Q] (Equagio 2.5)

em que Kp e n podem ser calculados como respectivamente a fungdo antilogaritmica do
intercepto e o coeficiente angular da regressao linear do grafico de log(AF/ F) vs [Q].

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

interno, foi estimada utilizando a equagao

lcor = lobs- antilog[(Aem + Acx)- l/z] (Equagao 2.6)

sendo lcor € lobs, as intensidades de fluorescéncia corrigida e florescéncia observada,
respectivamente; Aem € Aex, as absorvancias da amostra nos comprimentos de onda de
emissao e excitagdo, respectivamente, e [ ¢ o caminho optico da cubeta de quartzo (em cm)
[11].

Os parametros termodinamicos AH, AS e AG foram obtidos, apos os estudos de

interacdo com albumina em diferentes temperaturas, utilizando as equagdes 2.7-a e 2.7-b:
InK, = — AH/RT + AS/R (Equagdo 2.7-a)
AG = —RT InK, (Equagdo 2.7-b)

2.3.3 Estudo da interagdo com o acido desoxirribonucleico de timo de vitelo (ctDNA) por

espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel

A determinagdo da concentracdo do CtDNA em solucdo tampao fosfato em pH 7,2
foi realizada por meio do espectro na regido do ultravioleta-visivel, no maximo de absor¢ao
em 260 nm. O célculo da concentragdo do ctDNA foi feito seguindo a lei de Lambert-Beer

(Equagao 2.8).
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A = e“PNA [ [ctDNA] (Equagio 2.8)

CEDNA & o coeficiente de absortividade molar do

em gque A ¢ a absorvancia observada, ¢
ctDNA (g = 6600 L mol* cm™em 260 nm), [ é o caminho 6ptico da cubeta de quartzo (em
cm) e [ctDNA] ¢ a concentragdo do CtDNA em solugdo tampao. Em todos os experimentos
utilizou-se a absortividade menor que 0,5 para evitar o desvio da lei de Lambert—Beer.

O valor da razdo entre a absorvancia nos comprimentos de onda 260 e¢ 280 nm
(A260/A280) foram mantidos dentro da faixa de 1,8 a 1,9, indicando que o ctDNA estava
suficientemente livre de proteina [12].

As solugdes estoque dos compostos estudados foram feitas em DMSO. Solugdes
trabalho foram preparadas em tampao fosfato pH 7,2, em que as concentragdes dos
compostos foi de 2,50 pmol L%, ndo ultrapassando 1 % (v/v) o volume de DMSO na solugio
final.

O experimento foi realizado em um sistema de duas cubetas: na cubeta 1 (controle)
adicionaram-se inicialmente 2,5 mL do tampéo fosfato. Na cubeta 2 (leitura) adicionaram-
se inicialmente 2,5 mL da solu¢do trabalho. Posteriormente, foram efetuadas sucessivas
adigdes de CtDNA a cubeta 2 (leitura) — 10 adi¢des de 50 pL. Para eliminar o efeito de
absorcao da radiagdo por parte do ctDNA, foram efetuadas sucessivas adicdes de CtDNA a
cubeta 1 (controle) — 10 adi¢des de 50 uL [ctDNA], no mesmo momento que o ctDNA foi
adicionado a cubeta 2. A homogeneizacgao das solugdes foi realizada de forma manual e o
tempo de repouso das cubetas apds a adi¢do do DNA, para estabelecimento do equilibrio,
foi de cerca de 30 minutos, com subsequente varredura de 200 a 800 nm, a temperatura de
27 °C.

Os espectros obtidos foram ajustados a equagdo de Scatchard (Equagao 2.9) o que
possibilitou também o calculo das constantes de interagdo (Kp,) entre 0s compostos e 0
CtDNA.

[ctDNA] _ [ctDNA] 1 i
/(Ea —&) /(sb — &) + /{Kb (ep — &)} (Equacgéo 2.9)

onde [ctDNA] ¢é a concentragio do ctDNA, ea corresponde a relagdo entre
Absorvancia/[complexo], &f € o coeficiente de extingdo do complexo livre em solugdo e &b €

o coeficiente de extingdo do complexo completamente ligado ao DNA. Do grafico de

27



[ctDNA]/[ea-f] versus [ctDNA], resultam os coeficientes angular (1/[en — &f]) € linear
(1/Kbp[ep — &1]).

2.3.4 Estudo da interacao competitiva com o sistema brometo de etidio-CtDNA (EB-

ctDNA) por fluorescéncia

O valor da concentragao de ctDNA na solucao de tampao fosfato pH 7,2 e as solugdes
trabalho dos compostos foi igualmente obtido como na secdo 2.3.3.

O experimento foi realizado em um sistema de cubeta unica onde adicionaram-se
inicialmente 2,0 mL do tampao fosfato contendo o sistema brometo de etidio-ctDNA (EB-
ctDNA) ([EB] = [ctDNA] = 10 umol L?). Posteriormente, foram efetuadas sucessivas
adi¢des de 20 pL da solucdo trabalho dos compostos. A homogeneizagdo das solucgdes foi
realizada por agitacdo magnética e o tempo de repouso da cubeta apds cada adicao foi de
cerca de 5 minutos, com subsequente varredura de 560 a 800 nm, a temperatura de 25 °C.

A constante de ligagdo aparente (Kapp) dos compostos foi determinada mediante a
analise competitiva do composto estudado pela intensidade de fluorescéncia de uma solugdo

de brometo de etidio (EB) ligado ao ctDNA utilizando a Equacao 2.10.

Keb[EB] = Kapp[Qs0] (Equagdo 2.10)

onde Kep ¢ a constante de intercalagdo do brometo de etidio a0 DNA (Kep = 1,0 X 107" mol
L1), [EB] ¢ a concentracdo de brometo de etidio usada no experimento, Kapp é a constante
de ligagdao aparente do composto em estudo e [Qso] € a concentragdo do composto que
promove uma reducao de 50 % na intensidade de fluorescéncia do sistema EB-CtDNA.

As variagdes na intensidade de fluorescéncia a 560 nm, apos cada adi¢do da solugdo
do composto, foram acompanhadas pelos espectros de emissao (Aexc = 545 nm, fendas de
emissdo e excitagdo de 10 nm). Reescrevendo a Equagdo 2.2 substituindo o valor da

intensidade da fluorescéncia de Fso por %2 Fo:

Fo

1/2F0

=1+ K [Qso] (Equagdo 2.11-a)

obtendo-se:
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[Qso] = 1/k (Equacdo 2.11-b)

sV

Assim, a Equag¢ao 2.10 pode ser reescrita como:

Kapp = Kep[EBIKgy (Equagio 2.12)
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Capitulo 3 Isoxazoltiossemicarbazonas e N2,N5-1,3,4-tiadiazol

3.1 Introducdo

Neste capitulo sdo apresentadas a sintese e a discuSsdo da caracterizagdo de Sete
novas tiossemicarbazonas (HL1 — HL7) e de um N? N°-1,3,4-tiadiazol (HL8) obtido a partir
da tentativa de sintese, seguindo a metodologia one-pot, de uma das tiossemicarbazonas.

Os estudos das estruturas cristalograficas dos novos compostos, a partir do
refinamento dos dados de difragdo de raios X por monocristal e pelos mapas da superficie
de Hirshfeld, foram realizados analisando as intera¢des intramoleculares e intermoleculares,
seus efeitos e porcentagem de interagdo entre as moléculas presentes na rede cristalina.

Realizou-se o estudo de interagdo das tiossemicarbazonas com a albumina sérica
humana (HSA) e DNA de timo de vitelo (ctDNA), além da atividade antimicrobiana destes
compostos frente a bactérias Gram-positiva e Gram-negativa e leveduras.

As estruturas propostas, tdo quanto os dados de caracterizagdo, se encontram no final

deste capitulo.

Parte do trabalho apresentado neste capitulo foi publicado no periddico Journal of
Molecular Structure [doi: 10.1016/j.molstruc.2017.08.062].
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3.2 Tiossemicarbazonas

3.2.1 Sintese

As sinteses das tiossemicarbazonas HL1 — HL6 foram realizadas seguindo o
procedimento descrito na literatura [1], com algumas modificagdes. A sintese das
tiossemicarbazonas pela reagdao de condensacdo dos aldeidos com as tiossemicarbazidas ¢

apresentada no Esquema 3.2.1.

O/N 0 S
\ / N )J\ N EtOH, H*
\ 2 2 —_—
+ >N N~ 2h, ref.
H H “H,0
RI
HL1 HL2 HL3 HL4 HLS HL6 HL7

R, H-2- H-2- H-3- cl-3- cl-g- cl

16 1

5 n
5 1615 16_15N02
T A N T e
1819 1819

18 19

Esquema 3.2.1 Esquema geral de sintese das tiossemicarbazonas, ndo considerando possiveis

isdmeros como produto.

A um balao de reagdo contendo 10 mL de etanol, foram adicionados 10,0 mmol do
respectivo aldeido. Adicionou-se 1 a 2 gotas do acido sulfurico 98 %. A solugdo foi deixada
sob agitagdo magnética a temperatura ambiente por 10 minutos. Posteriormente, foram
adicionados 10,0 mmol da tiossemicarbazida apropriada. A solugdo foi deixada sob refluxo
por 2 ou 3 horas. O s6lido formado foi filtrado a pressdo reduzida em funil de laca de vidro
sinterizado G3, lavado com etanol gelado (2 x 15 mL) e éter etilico (10 mL).

A obtengao da tiossemicarbazona HL7 foi realizada em duas etapas. Na primeira
etapa foi sintetizado o precursor N-(2-nitrofenil)hidrazinacarbotioamida. Foram reagidos 10
mmol do 1-isotiocianato-2-nitrobenzeno com 12,0 mmol de hidrazina monoidratada em
etanol. A mistura foi feita em banho de gelo, sendo submetida a agitacao por 48 h. Apos este
periodo, a solucao foi levada ao congelador por 24 h, observando-se a presenca de solido
branco. O produto formado foi filtrado e lavado com etanol gelado e éter etilico, e levado ao

dessecador a pressao reduzida até apresentar massa constate. A segunda etapa consistiu da
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preparacao do produto final (HL7) pelo método descrito para as tiossemicarbazonas HL1 —
HL6. O solido branco amarelado obtido foi filtrado e lavado com etanol gelado (2 x 15 mL)
e éter etilico (10 mL). O composto foi secado sob pressao reduzida.

As tiossemicarbazonas foram caracterizadas por ponto de fusdo, espectroscopia na

regido do infravermelho, RMN e analise elementar de CHN.

3.2.2 Analises

Todas as tiossemicarbazonas obtidas sao solidos de cor branca, exceto HL7 que
apresentou coloracdo levemente amarelada, e estaveis a temperatura ambiente. Estudos de
estabilidade em solugdo foram realizados por espectroscopia na regido do Uv-vis, tanto em
DMSO quanto em solugdo 5 % DMSO em tampido fosfato (pH 7,2), indicando que 0s
compostos sdo estaveis em ambas as condi¢des por, pelo menos, 48 horas.

Nao foi possivel determinar a pureza pela faixa de fusdo ja que 0S compostos se
decompuseram em temperaturas igual ou acima de 200 °C. As féormulas minimas foram
ratificadas pelos valores da andlise elementar de CHN, sendo coerentes com as estruturas
propostas (Figura 3.2.1). Na Tabela 3.2.1 encontram-se listados os valores de temperatura

de decomposigdo e analise elementar dos compostos.

( Y
O\,\\,l s O\\NI s [ s
2 2 \ 2
\ N 3*4 \ N 3)]\4 cH N 3)1\4
QIW N NH, Q/W SN N N Y N
N H H H H
HL1 HL2 HL3

O—y\!

\ s O\,\\‘I B O\TI s
2 2 2
a N\ N 3)]\4 a \ N 3*4 H, a N\ N 3/”\4
/Q/W Y NH, % Y N Z Ny N
H H H H H
HL4 HLS HL6
0! s
PN
N_ 3 4
= NN N
H H
HL7 NO,

Figura 3.2.1 Proposta de estrutura para as tiossemicarbazonas sintetizadas, ndo considerando

J

possiveis isdmeros.
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Tabela 3.2.1 Dados de temperatura de decomposi¢io e analise elementar das tiossemicarbazonas

Composto Temperatura de decomposi¢ao Analise elementar®
(°C) %C %H %N
HL1 200 53,73 (53,34) | 4,02 (4,09) | 22,75 (22,28)
HL2 212 55,16 (55,37) | 4,63 (4,65) | 21,36 (21,52)
HL3 231 62,95 (63,33) | 4,32 (4,38) | 17,17 (17,38)
HL4 216 46,89 (47,06) | 3,37 (3,23) | 19,74 (19,96)
HL5 230 48,65 (48,90) | 3,77 (3,76) | 18,91 (19,01)
HL6 231 57,36 (57,22) | 3,66 (3,67) | 15,79 (15,70)
HL7 235 55,38 (55,58) | 4,00 (3,57) | 18,97 (19,06)

* = Valores calculados de CHN entre paréntesis.

3.2.3 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear

As tiossemicarbazonas geralmente apresentam sinais duplicados nos espectros de
RMN de 'H e *3C devido a presenca dos isobmeros geométricos E e Z em solugio (Figura
3.2.2). Na literatura ¢ relatado que tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos tendem a
formar, preferencialmente, o isdmero E, que ¢ termodinamicamente mais estavel, enquanto
que para as derivadas de cetonas assimétricas a proporg¢do entre E e Z depende da estrutura

dos substituintes ligados a carbonila [2].

4 2
I G e T M e
]\2C¢ \N/ §S RI\CE/’L IL ]\2C¢N\3N¢C]\ /Rz Rl\céN H
Lo 4 : | !
E Hz E z
Tiona Tiol

Figura 3.2.2 Representagdo estrutural para isomeros geométricos E e Z (em relagdo a ligagdo C2=N2)

das tiossemicarbazonas.

Nos espectros de RMN de 'H das tiossemicarbazonas HL1 — HL7 foi observado
apenas um sinal associado ao hidrogénio iminico (H11), o que indica a presenca de apenas
um isdmero em solugdo. A auséncia de um sinal em 4,0 ppm, que indicaria a presenga de
um grupo tiol, aliada a presenga dos sinais para N11-H11 e N13-H13 também sugerem que
apenas a forma tiona esta presente em solug@o [3]. Além disso, para os compostos HL1 e

HL4 dois sinais foram observados para os hidrogénios H13 e H14, indicando que a rotagao
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do grupo NH> (Esquema 3.2.1) ¢ impedida em torno da ligacdo C12—N13 devido ao seu
carater parcial de dupla ligagdo [4]. Mostra-se na Figura 3.2.3, como exemplo, o espectro de
RMN de *H e a estrutura numerada do composto HL5.
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Figura 3.2.3 Espectro parcial do RMN de *H do composto HL5 (DMSO-dg, 200 MHz).

Realizou-se 0 experimento de NOE dos compostos sintetizados para a determinagao
do isdmero presente em solugdo que consistiu na irradiacdo do sinal hidrogénio HI1 e
posterior avaliacdo do efeito dessa irradiacdo nos hidrogénios vizinhos (H10 e H13). Um
incremento na intensidade do sinal relativo ao hidrogénio H10 foi observado, mostrando que
as tiossemicarbazonas adotam a configuracao E em relacao a ligagdo C10=N2. Nenhuma
variagdo foi observada no sinal referente ao hidrogénio H13, o que indica a conformagao sin
entre o atomo de nitrogénio N2 da imida e o atomo de enxofre no isémero E, confirmado
pelos estudos por difragdo de raios X por monocristais.

Nas Tabelas 3.2.2 e 3.2.3 s3o apresentadas as atribuigdes de todos sinais presentes
nos espectros de RMN de *H e *C{*H} e DEPT 135 dos compostos. Os mapas de contorno
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COSY e HMBC confirmam as atribui¢des pelas observacdes das respectivas correlagdes

homonucleares 3Jy.n e heteronucleares 23Ju.c.

As atribuicdes dos carbonos nao hidrogenados C4, C7, C9 e C12 foram realizados

pelo experimento de HMBC. Como exemplo, no mapa de contorno da tiossemicarbazona

HL5 (Figura 3.2.4) observa-se a presenga dos acoplamentos 2Juii-ciz € 3Jmis-ciz, COM

deslocamento quimico em 178,2 ppm atribuido ao carbono C12. A atribui¢ao do carbono do

grupo isoxazol C9 (d 161,4) foi confirmada pelos acoplamentos 2Jus-co € 2Ju1o-co € a do C7

(0 167,9) pelos acoplamentos 2Jus-c7 € 3Jnams-c7.

|
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Figura 3.2.4 Mapa de contorno parcial HMBC do composto HL5 (DMSO-ds).
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Tabela 3.2.2 Atribui¢des, multiplicidade, deslocamento quimico (ppm) e constante de acoplamento (J / Hz) dos sinais dos espectros de RMN de *H das tiossemicarbazonas

(400 MHz, DMSO-d5)

Atribuicdes H HL1 HL2 HL3 HL4 HL5 HL6 HL7
H11 11,84 11,91 12,27 11,86 11,91 12,26 12,54
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
H13 8,55 8,67 10,22 8,59 8,64 10,19 10,81
(s, 1H)" (d, %3 =45Hz 1H) (s, 1H)" (s,AH)” (d, 33 =4,5Hz, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
H14 8,17 3,06 8,14 3,06 L
(s, 1H)" (d,33 = 4,5 Hz, 3H) (s, 1H) " (d, 3 = 4,5 Hz, 1H)
H10 8,11 8,12 8,25 8,10 8,10 8,23 8,26
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)
H3/H5 7,85-7,74 7,84 7,61-751 7,80 7,82 7,85 7,62-754
(m, 2H) (dd, J=7,5Hz; 2,0 Hz, 2H) (m, 5H) *H2/He; +H1 (d2)=8,6Hz,2H) (d,3)=8,6 Hz, 1H) (d, %) = 8,5 Hz, 2H) (m, 5H) *H2/H6; +H1
H2/H6 7,58 -7,50 7,59-754 . 7,60 7,62 7,64 c
(m, 3H) 1 (m, 3H) *H1 (d3J=8,6Hz,2H) (d,3)=8,6 Hz, 1H) (d, ) =8,5Hz, 2H)
H8 7,61 7,52 7,72 7,64 7,52 7,72 7,90 - 7,75
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (s, 1H) (m, 3H) *H16: +H18
H15 7,90 -7,80 7,57
(m, 2H) *H19 (d, 33 = 7,7 Hz, 2H) *H1o
e 7,42 7,42 .
(t,3 =77 Hz, 2H) *H® (d, %) = 8,5 Hz, 2H) *H8
H17 731-721 7,28-17,23 8,04
(m, 1H) (m, 1H) (d,% =79 Hz, 1H)
H18 €
8,13
H19 (d, 31 = 8,0 Hz, 1H)
HL1 HL2 HL3 HL4 HL5 HL6 HL7
R, H-¢- H-- He Cl—= Cl—= Cl= H2
" 1615 " 1615 161502
R, H-g- H,C-¢- 17 o H3- H;C-3- 17©H§ 17©£§
18 19 18 19 18 19

*= possivel inversdo de atribuicio dos hidrogénios (H13 e H14) do grupo NH; £ = associado com a atribuicdo de outro hidrogénio; multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; dd = dupleto

duplo; t = tripleto; m = multipleto.
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Tabela 3.2.3 Atribuigdes, multiplicidade, deslocamento quimico (ppm) e constante de acoplamento dos sinais dos espectros de RMN de *C e DEPT 135 das

tiossemicarbazonas (100 MHz, DMSO-ds)

Atribuigdes H HL1 HL2 HL3 HL4 HL5 HL6 HL7
C12 178,9 178,2 176,7 178,8 178,2 176,7 177,0
C9 161,5 161,3 161,2 161,5 1614 161,3 161,0
C7 169,2 169,1 169,1 167,9 167,9 168,0 169,3
Cl 131,2 130,7 131,6 135,3 135,4 1354 132,4{1}
C10 130,8 {1} 130,5 {1} 130,7 {1} 130,8 {1} 130,4 {1} 131,4 {1} 130,8{1}
C3/5 125,6 {1} 125,6 {1} 125,6 {1} 1254 {1} 127,3 {1} 127,4 {1} 129,4{1}
C4 126,7 126,5 126,6 127,3 125,4 1254 126,4
C2/6 1295 {1} 129,4 {1} 129,4 {1} 129,6 {1} 129,5 {1} 129,6 {1} 125,6{1}
C8 97,9 {1} 97,7 {1} 98,2 {1} 98,4 {1} 98,2 {1} 98,6 {1} 97,6{1}
30,9 {1} 138,8 30,9 {1} 138,7 133,1
126,3 {1} 126,2 {1}7¢1 144.,0
128,3 {1}*18 128,3 {1}*18 125,0{1}
125,9 125,9 134,0{1}
€ 127,1{1}
& 129,2{1}
HL1 HL2 HL3 HL4 HL6 HL7
R, H-¢- H-3- He Cl—= Cl—= H2
16___15 16___15 16_15N02
R, H-- Hjé-%— 17 L H< H3C-} 17 14 17 ©ﬂ§
18 19 18 19 18 19

{ }=DEPT 135; ¢ = associado com a atribuig¢do de outro carbono
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3.2.4 Espectroscopia na regido do infravermelho

Na Tabela 3.2.4 estdo apresentados os principais nimeros de onda maximo na regiao
de 4000 a 400 cm™ observados nos espectros vibracionais das tiossemicarbazonas e dos
aldeidos precursores.

O modo vibracional v(C=0) presente nos espectros dos precursores 5-R-isoxazol-3-
carbaldeidos em 1712 ou 1716 cm?! ndo sdo observados nos espectros das
tiossemicarbazonas. Entre 3302 — 3132 cm* foram observadas duas bandas correspondentes
aos estiramentos V(N11-H11) e v(N13-H13). A formagao das tiossemicarbazonas ¢ também
confirmada pelo aparecimento de novas bandas de absor¢do entre 1540 — 1562 cm
atribuidas ao modo vibracional v(C=N) inexistente nos materiais de partida (Figura 3.2.5)
[5].

Outra banda caracteristica das tiossemicarbazonas estd presente na regido entre 780
— 820 cm! correspondente ao modo v(C=S). Contudo, para 0s compostos nio foi possivel
realizar a atribuicdo assertiva, pois 0S espectros apresentam muitas bandas de intensidade

média proximas a regido.

Tabela 3.2.4 Atribuicao das principais bandas de absor¢do na regido do infravermelho das

tiossemicarbazonas e seus precursores 5-R-isoxazol-3-carbaldeido (v/cm?, partilha de KBr)

Composto v(N-H) v(C=0) o(C=N) o(C=N)*"
5-fenilisoxazol-3-carbaldeido --- 1712 --- 1456
5-(4-cloro)fenilisoxazol-3-carbaldeido --- 1716 ¢ --- 1456
HL1 3268/3168m) 1550 ;) 1442 (m)

HL2 3302/3188m) 1546 ¢ 1444 (m

HL3 3292/3164(m) 1560 ¢y 1434 (m)

HL4 3280/3170(m) 1540 ¢ 1444 (m)

HL5 3294/3146(m) 1558 ¢,y 1450 (m)

HL6 3168/3132(m) 1542 1446 (m)

HL7 3301/3153(m) 1562 1441 (m)

& = banda associada ao estiramento C=N do isoxazol; intensidades das bandas: (F) = forte; (m) =

média.
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Figura 3.2.5 (a) Espectro na regido do infravermelho do composto HL2 e seu precursor 5-
fenilisoxazol-3-carbaldeido na faixa de 4000 a 400 cm™; (b) espectro parcial na regido do
infravermelho entre 1800 e 400 cm™? (pastilhas de KBr). £ = banda associada ao estiramento C=N do

isoxazol.

3.2.5 Analise estrutural por difragdo de raios X por monocristal e da superficie de

Hirshfeld

Monocristais adequados para andlise por difracdo de raios X dos compostos HL2,
HL3, HL5, HL6 e HL7 foram obtidos por evaporacao lenta a temperatura ambiente de
solugdo de etanol/DMSO-ds (9:1 v/v). As estruturas resolvidas e a numeragao utilizada na
identificagdo dos atomos sdo apresentadas na Figura 3.2.6. Os resumos das coletas de dados
e dos refinamentos estdo dispostos na Tabela 3.2.5.

Os compostos HL2 (C2/c), HL3 (P2i/c), HL5 (C2/c) e HL7-DMSO (P2i/a)
cristalizaram no sistema monoclinico, enquanto HL6-DMSO (P1) cristalizou-se no sistema
triclinico centrossimétrico. HL2 e HLS apresentaram oito unidades assimétricas por cela
unitaria (Z=_8), HL3, HL6-DMSO e HL7-DMSO exibiram quatro unidades assimétricas por

cela unitaria (Z = 4). Cada unidade assimétrica ¢ constituida por uma unidade da molécula
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de tiossemicarbazona, exceto HL6-DMSO e HL7-DMSO que também apresentaram uma
molécula de dimetilsulfoxido (DMSO).

HL6.DMSO

HL7.DMSO

Figura 3.2.6 Unidade assimétrica dos compostos. Representacio ORTEP com elipsoides de vibragao
térmica com 50 % de probabilidade. Componentes de desordem foram removidos para melhor

clareza.

A variagdo do grupo R2 (metil: HL2, HL5, fenil: HL3, HL6-DMSO e o-nitrofenil:
HL7-DMSO) nao afetaram significativamente as distancias das ligagdes dos atomos N4—
Cle C1-S1. Observou-se que as d[N4-C1] apresentaram valores menores que os relatados
na literatura para ligagao simples C—N [6], enquanto que para d[C1=S1] ocorreu justamente
o inverso. Este carater parcialmente duplo da ligagao C1-N4 foi evidenciado pelo RMN de
'H dos compostos HL1 e HL4, uma vez que os hidrogénios em NH2 aparecem como dois

sinais ndo equivalentes.
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Tabela 3.2.5 Dados relacionados a coleta, resolugéo e refinamento dos compostos HL2, HL3, HL5, HL6.DMSO e HL7.DMSO

Compostos HL2 HL3 HL5 HL6.DMSO HL7.DMSO
Férmula empirica C12H12N401S1 C17H14N401S1 C12H11CliN4O1S, C19H19CliN4O2S2 C19H19N504S2
Massa molar (g mol™) 260,32 322,38 294,76 217,48 44551
Temperatura (K) 200(14) 293 293 120 150
L (A) 0,71073 0,71073 0,71073 0,71073 0,71073
g;;fé?; CHstaling:giipo Monoclinico, C2/c Monoclinico, P2;/c Monoclinico, C2/c Triclinico, P1 Monoclinico, P2;/a
2 (A b (AY ¢ (A) 14,2822(7)/ 8,7346(4)  11,7925(2)/ 8,6149(1)/  14,0639(6)/ 8,3892(3)/  9,1453(5)/ 10,1895(7)/  13,0618(6)/ 7,3070(3)/
20,4742(10) 15,7839(1) 24,8711(11) 11,4164(7) 21,7528(10)
@ ) B )y () 90/ 99,162(5)/ 90 90/ 106,778(3)/ 90 90/ 111,501(5)/ 90 18?2228/ 9L6340) 90/ 101,712(5)/ 90
V (A% 2521,6(2) 1535,24(5) 2730,21(2) 1002,21(11) 2032,92(22)
z 8 4 8 4 4
peate. (Mg M3 1,37 1,39 143 1,44 1,46
1 (mm) 0,250 0,220 0,430 0,420 0,300
F(000) 1088 672,0 1216 452 928,0
(sen/\)max (A7) 0,693 0,691 0,693 0,694 0,694
-19<h <19 -16<h<16 -18<h <19 -12<h <12 -17<h <16
Faixa de indices de Miller -11<k<12 -11<k<11 -10<k <10 -13<k<14 9<k<8
-27<1<26 21<1<21 -34<1<34 -15<1<15 26 <1<30
Tamanho do cristal (mm) 0,40 x 0,27 x 0,05 0,33 x 0,26 x 0,08 0,10 x 0,05 x 0,03 0,26 x 0,11 x 0,06 0,35x 0,35 x 0,05
Reflexdes coletadas 20599 39188 20988 8540 17074
Reflexdes independentes 3241 4044 3513 4738 5095
Rint 0,0305 0,0341 0,0301 0,038 0,0277
Completeza (0 = 26.32°) 99,93 % 99,93 % 99,93 % 99,93 % 99,93 %
Nobs (26)/ Npar 3241/ 164 4044/ 208 3513/ 173 4738/ 255 5095/ 283
S 1,032 1,058 1,049 1,030 1,049
R(F): Rw (F) [1>20(I)]  0,0357; 0,0863 0,038 0,084 0,035: 0,084 0,035: 0,085 0,038: 0,097
R(F); Rw (F?) 0,0489; 0,0938 0,032; 0,081 0,045; 0,092 0,046; 0,090 0,049; 0,103
Aprmax; Apmin (€ A7) 0,240; -0,214 0,347; -0,189 0,217; -0,318 0,350; -0,275 0,586; -0,528
CCDC 1490825 1532481 1495045 1532480 ---

41



Levando em consideragdo o carater parcial de ligacao dupla C1-N4, pode-se inferir
que os compostos apresentaram um “esqueleto tiossemicarbazona” [C2/N2/N3/C1/S1/N4]
na conformacao EZ em relagdo as ligagcdes C2=N2 e C1-N4. Além disso, no estado cristalino
os valores das distancias destas ligagdes sugerem uma deslocalizagado eletronica no esqueleto
tiossemicarbazona [7].

O carater heterociclico aromatico do isoxazol [O1/N1/C3/C4/C5] foi confirmado
pelos valores das distancias de ligagdo intermediarios entre simples e dupla, e das somas dos
angulos internos (34 = 540°). A variagdes de grupos nas posicdes 3 (esqueleto
tiossemicarbazona) e 5 (fenil) do isoxazol ndo apresentaram efeito sobre as ligagdes do anel
(Tabela 3.2.6).

Tabela 3.2.6 Distancias de ligacdo (A) e angulos (°) selecionadas para os compostos HL2, HL3, HL5,
HL6-DMSO e HL7-DMSO

HL2 HL3 HL5 HL6:DMSO HL7:DMSO
s1—C1 1,6901(14)  1,6830(11)  1,6938(14)  1,682(2) 1,6642(13)
N3—C1 1,3558(17)  1,3603(14)  1,3577(16)  1,361(3) 1,3588(17)
N4—C1 1,3218(18)  1,3379(14)  1,3185(18)  1,331(3) 1,3589(17)
N2—C2 12757(17)  1,2821(14)  1,2777(16)  1,274(3) 1,2798(17)
N3—N2 1,3735(16)  1,3674(12)  1,3709(16)  1,365(2) 1,3665(15)
01-—C5 1,3648(16)  1,3573(13)  1,3659(16)  1,355(3) 1,3607(17)
01—N1 1,3985(16)  1,3974(12)  1,3990(15)  1,415(2) 1,4070(15)
N1—C3 1,3154(17)  1,3164(14)  1,3170(16)  1,319(3) 1,3157(18)
C3—C4 1,413(2) 1,4136(15)  1,4134(19)  1,417(3) 1,4170(19)
C5—C4 1,3535(19)  1,3568(15)  1,3522(18)  1,351(3) 1,3487(19)

C5_01 N1 109,11(10)  109,02(8) 108,84(9) 108,75(15)  109,03(10)
C3—N1—01 105,09(11)  105,35(9) 105,14(11)  104,39(17)  104,74(11)
C2—N2—N3 11573(12)  114,90(9) 11546(12)  118,43(19)  117,14(11)
C1—N3—N2 119,71(11)  120,84(9) 119,97(11)  118,69(18)  118,93(11)
Cl—N4—Cl12  12397(12)  128,21(9) 123,77(12)  12547(18)  129,48(12)
N3—C1—S1 119,10(10)  118,38(8) 118,52(10)  118,88(16)  119,56(10)
N4—C1—S1 124,37(10)  126,54(8) 124,82(10)  125,37(17)  127,64(10)

N2—C2—C3 119,62(13)  120,70(10)  119,75(12)  121,2(2) 116,44(12)
N1—C3—C4 112,22(12)  111,93(10)  112,29(12)  112,81(19)  112,34(12)
C5—C4—C3 104,49(12)  104,33(10)  104,30(11)  103,8(2) 104,37(12)

C4—C5-01 109,09(12)  109,35(10)  109,44(12)  110,29(19)  109,52(12)

As ligacdes de hidrogénio intramoleculares N4—H4N---N2 sdo observadas em todas
as estruturas com d[N4---N2] entre 2,6273(16) e 2,6343(16) A. Isso suporta a estabilidade
do isdmero conformacional E, sugerido pelos experimentos de RMN.

O grupo nitro (O2-N5-03) do composto HL7-DMSO apresentou uma assimetria
entre as ligacdes N-O {d[N5---03] = 1,2345(18) A, d[N5---02] = 1,2220(18) A} e uma
rotagdo sobre a ligagdo C13—N5 de 27,96(8) ° em relag@o ao plano s [s: N4/C12/C13/N5].
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Estas observagdes indicam que a rotagdo ¢ determinada pelo direcionamento do
orbital sp? do oxigénio O2 ao hidrogénio H4N, o que resulta numa maior intensidade da
for¢a de interagdo intramolecular N4—H4N---O2 afetando a simetria das ligagcdes do grupo

nitro (Figura 3.2.7).

Figura 3.2.7 Ligagdes intramoleculares N4—H4N---N2 e N4-H4N---O3 presentes no composto
HL7-DMSO [plano: N4/C12/C13/N5].

O empacotamento cristalino dos compostos esta diretamente relacionado a formagao
de ligagdes de hidrogénio intermoleculares. As ligagdes de hidrogénio N3—H3N---S1 entre
moléculas adjacentes resultaram em um anel R,%(8) observado em todas as estruturas, exceto
para HL7-DMSO, pois a presenga de uma molécula de DMSO, realizando uma liga¢ao de
hidrogénio intermolecular N3-H3N---O4AX, acarretou em um impedimento estérico
impossibilitando a formagdo do synthon (Figura 3.2.8-e, Tabela 3.2.7).

Os dois compostos centrados em ¢ (HL2 e HL5) possuem, adicionalmente, uma
ligagdo de hidrogénio moderada (N4—H4N---S1) e uma ligacdo de hidrogénio fraca (C8—
H8:--N1). Essas ligagdes de hidrogénio e as intera¢des n- - -« stacking do carbono aromatico-
enxofre (d[C@y-S1] ~ 3,5 A) [8] estabilizam as estruturas cristalinas de HL2 e HLS5,
formando uma camada-2D no plano (1 1 0).

A estabilidade do cristal HL3 est4 associada a interacdo de empilhamento n-n dos
anéis aromaticos dos grupos fenil ligados ao isoxazol e ao esqueleto tiossemicarbazona na
direcado cristalografica [0 0 1].

O cristal HL6-DMSO ¢ estabilizado por trés ligagdes de hidrogénio envolvendo o
oxigénio do DMSO: uma ligagio de hidrogénio N4—H4N---O111"" moderada e duas
interagdes fracas C16-H16---O111%, formando uma camada-1D na diregdo cristalografica
[111].
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Figura 3.2.8 Interagdo intermolecular dos compostos HL2 (a), HL3 (b) HL5 (c), HL6-DMSO (d) e
HL7-DMSO (e).
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Tabela 3.2.7 ParAmetros para as ligagdes de hidrogénio (A, °) presentes nas tiossemicarbazonas

Composto D—H A D—_H Disfll??-iZ(A) D—_A gﬁlﬁ? (A)
N4—HAN--N2 0,86 224 2,6273(16) 107
L NA—HN-ST' 086 2,87 3,5588(13) 139
N3—H3N--S1i 0,86 263 3,4748(12) 169
C8—Hg:-N1i 0,93 257 3,424(2) 153
L3 N4—H4N--N2 0,86 2,20 2,6289(14) 110
N3—H3N--S1™ 0,86 2,68 3,4726(11) 155
N4—H4N--N2 0,86 2,25 2,6345(17) 107
L N4—H4N--SI® 0,86 274 3,4609(13) 142
N3—H3N--S1% 0,86 2,60 3,4480(14) 167
C8—H8NI1U) 093 248 3,314(2) 150
N4—HAN--N2 0,86 2,19 2,593(3) 108
N4—H4N--O1110 0,86 228 3,020(2) 145
HL6-DMSO  N3—H3N--S1% 0,86 245 3,289(2) 165
C4—H4- 011101 0,93 242 3,324(3) 163
Cl6—HI6 01110 0,03 25 3.414(4) 161
N4—HAN--N2 0,88 2,09 2,5469(17) 112
N4—HAN--02 0,88 2,06 2,6630(15) 124

HL7-DMSO |

N3—H3N--04A%) 0,88 1,87 2,715(3) 161
C2—H2-- O4A%) 0,05 256 3,264(11) 131

Operadores de simetria: HL2: (i) -x+1/2, y-1/2, -z-1/2; (ii) -x+1, y, -z-1/2; (iii) x-1/2, y-1/2, z; HL3:
(iv) -X, -y, -z; HL5: (V) -x+1/2, y+1/2, -z+1/2; (vi) -x+1,y, -z+1/2; (vii) x-1/2, y+1/2, z; HL6-DMSO:
(viii) -x+1, -y+1, -z+1; (ix) -, -y+1, -z; (X) X, y+1, z; HL7-DMSO: (xi) -x+1/2, y+1/2,-z+1; (xii) X,
y-1, z.

As superficies de Hirshfeld das estruturas cristalinas, assim como suas respectivas
projecdes bidimensionais em fung¢do dos parametros de e di foram geradas para investigar
mais detalhadamente e ilustrar as interagdes intramoleculares presentes N0S COMpPOStos.

Nas superficies de Hirshfeld do composto HL2, utilizada como exemplo (Figura
3.2.9-a), mapeada com a fun¢do dnorm podem ser observadas duas areas vermelhas
correspondentes as ligagdes de hidrogénio, de forca intermediaria, formadas entre o &tomo
de nitrogénio e o atomo de enxofre da tiossemicarbazona vizinha (N3-H3N---S1), fechando
0 anel de 8 membros, além da ligagdo de hidrogénio entre o atomo de carbono e COM 0 atomo
de nitrogénio (C8—HS---N1) associada a propagac¢ao paralela ao plano (1 1 0).

Para o composto HL7 (Figura 3.2.9-b) observa-se duas regioes vermelhas no mapa
dnorm proximas ao nitrogénio iminico N3 e ao carbono C2, relativas as ligagdes de hidrogénio

formadas com o0 atomo de oxigénio O4 do DMSO.
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As correspondentes superficies de Hirshfeld dnorm dos compostos HL2, HL3 e HL5
sdo bastante similares, sendo que as regides que caracterizam os contatos mais fortes (regido
vermelha) sdo referentes as interagdes classicas de hidrogénio envolvendo os grupos amida
e tiol do esqueleto das tiossemicarbazonas e do anel do isoxazol. J& os compostos HL6 e
HL7, por apresentarem uma interacdo mais intensa com o solvente de cristalizagdo,
apresentaram uma dnorm diferenciada em relag@o aos outros compostos.
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Figura 3.2.9 Superficie de Hirshfeld dnorm (1), de (11), di (111) e grafico de impressao digital (1V) das
tiossemicarbazonas HL2 (a) e HL7-DMSO (b).

A presenca de uma molécula de DMSO acarretou em uma assimetria nos graficos de
impressao digital das moléculas de HL6 ¢ HL7. Na Figura 3.2.9-b(IV) € possivel observar
um prolongamento no grafico (elipsoide vermelha) devido a interagdo forte entre os atomos
de oxigénio O4A do DMSO e nitrogénio N3 da tiossemicarbazona, que reflete a proximidade
desses atomos nos mapas de (1) e di (111) da superficie de Hirshfeld (regido vermelha intensa
em b-11 e b-111).

As interacdes intermoleculares mais presentes no empacotamento cristalino sao as
de hidrogénio (H---H/H---H), apresentando uma porcentagem média de 35,0 % dentre todas
as interagoes presentes (Tabela 3.2.8), seguida da interacdo C---H/H---C (16,5 %), exceto
para HL7 tendo O---H/H---O com 19,2 % como segunda interagdo mais presente. Esta
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inversdo para o composto ¢ justificada ndo pela diminuicdo da porcentagem da interagdo
C---H/H---C, ja que apresenta valores similares aos outros compostos, mas sim pela
formacgdo de uma interagao forte da molécula da tiossemicarbazona com o oxigénio O4A,

gerando um aumento da porcentagem O---H/H:--O.

Tabela 3.2.8 Porcentagem de algumas intera¢des intermoleculares obtidas a partir dos graficos de

impressao digital particionado das tiossemicarbazonas

Compostos S---H O--H 0---C N---H H---H C---H C--C
HL2 14,2 4,9 2,1 12,3 39,4 17,3 1,9
HL3 11,8 3,2 2,1 9,6 41,0 20,1 6,2
HL5 13,4 2,8 3,4 8,6 30,4 15,7 1,8

HL6-DMSO 11,3 7,4 2,1 4,3 34,5 14,3 5,2

HL7-DMSO 6,9 19,2 3,9 8,8 30,8 15,9 7,1

Nos compostos HL3, HL6 e HL7 a porcentagem das interacdes intermoleculares
C---C é maior que em HL2 ¢ HLS5, consequéncia da presenga de intera¢des 7t - -7 stacking
entre os dois anéis aromatico ¢ do isoxazol, 0 que contribui significativamente para o
aumento da porcentagem das interagdes C---C intermoleculares no cristal (Figura 3.2.9- IV,

circulo amarelo).

3.2.6 Estudo de intera¢do com a albumina sérica humana (HSA)

Os compostos testados absorvem no comprimento de onda 295 nm utilizado na
excitagdo do residuo triptofano (Trp-214) da albumina sérica humana. Essas absorg¢des
levam a uma atenuacdo da fluorescéncia conhecida como efeito de filtro interno e nao
possuem relagdo com a interagdao da albumina com os compostos. A corre¢do na intensidade
da fluorescéncia para a obtengao das constantes de interagdo entre os compostos € a albumina
foi realizada utilizando as Equagdes 2.2 € 2.6 (Capitulo 2 — Se¢ao 2.3.2).

Na Figura 3.2.10 ¢ apresentado, como exemplo, o espectro de fluorescéncia do
experimento de titulagdo espectrofluorimétrica da HSA na auséncia e na presenca de

quantidades crescentes do composto HL5, apo6s a corregdo do efeito de filtro.
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Figura 3.2.10 Espectros de fluorescéncia da HSA na auséncia (a) e na presenca de quantidades

crescentes (b — k) do composto HL5 a 25 °C (pH 7,2, Aexe. = 295 nm). Em destaque, reta obtida pela

equacdo de Stern-Volmer e fluorescéncia do composto.

A HSA apresenta forte emissdo em 340 nm aplicando-se radiagdo de comprimento
de onda de excitagdo em 295 nm. Em todos os experimentos observou-se a supressido da
emissdo de fluorescéncia do Trp-214 e um deslocamento hipsocromico apos a adi¢do de
aliquotas dos compostos, indicando a interagdo das tiossemicarbazonas com a albumina e a
alteragdo do microambiente em torno do Trp-214, tornando-o mais hidrofébico [9].

Com base nos dados experimentais foram determinadas as constantes de supressao
de Stern-Volmer (Ksv) e de supressdo bimolecular (kq) descritas pela equagio classica de
Stern-Volmer (Equagdes 2.2, Capitulo 2), assim como a constante de ligacao (Kp) e o nimero
de ligacdo (n), descritos pela equagdo de Scatchard (Equagéo 2.5, Capitulo 2) (Tabela 3.2.9).

Os valores das constantes de interagdo Ksv entre as tiossemicarbazonas e a HSA
foram da ordem de grandeza de 10* L mol, indicando que estes compostos apresentam uma

forga de ligagdo moderada com a proteina [10].

Tabela 3.2.9 Constante de supressao de Stern-Volmer (Ks), constante de supressao bimolecular (kg),
constante de ligag¢ao (Ky), nimero de liga¢ao (n) e coeficiente de correlagdo (R) em tampao fosfato
(1% de DMSO) (pH 7,4, Aexc = 295 nm) a 25 °C

Compostos Ky, (10*L mol?)  kq(10*2 L mol?) R Kb (10* L mol?) n, R
HL1 4,73 (£0,05) 4,73 0,9898 19,13 1,116 10,9920
HL2 4,94 (+0,01) 4,94 0,9998 14,94 1,086 0,9991
HL3 5,37 (£0,02) 5,37 0,9993 12,51 1,071 0,9990
HL4 6,67 (£0,01) 6,67 0,9984 6,39 0,999 0,9982
HL5 3,54 (£0,01) 3,54 0,9969 19,64 1,188 0,9878
HL6 3,35 (£0,05) 3,35 0,9907 26,85 1,165 10,9951
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Os valores calculados para a constante kg, referentes a eficiéncia de supressdo ou
acessibilidade ao agente supressor, foram maiores do que a constante de velocidade de
supressdo limite por difusdo controlada (2,0 x 10%° L mol™?). Isto sugere que as interagdes
entre estes compostos e a albumina ndo ocorrem exclusivamente por meio dinamico e sim
que o mecanismo estatico esteja envolvido na supressao da fluorescéncia do Trp-214.

Os valores de n_foram aproximadamente iguais a 1, sugerindo a existéncia de um
unico sitio de ligagdo entre a HSA e os compostos. Além disso, os valores de Ky sdo da
ordem de 10* L mol™, a 25 °C, faixa similar aquela apresentada na literatura para interagdes

de forca intermediaria com a albumina [11].

3.2.7 Estudo de intera¢ao com DNA de timo de vitelo (ctDNA) e com o sistema brometo de
etidio-CtDNA

A analise dos graficos de Uv-vis da titulagdo espectrofotométrica, apos a adi¢ao de
quantidades crescentes de ctDNA as solugdes dos compostos, mostrou que as bandas dos
compostos exibiram um efeito hipocromico sugerindo que a interagdo composto-CtDNA
pode ocorrer por intercalagdo ou interagao eletrostatica [12].

A analise dos dados apresentados na Tabela 3.2.10 indica que a inser¢do dos grupos
aromatico (fenil e o-nitrofenil) e -CHz no nitrogénio N(11) (Esquema 3.2.2) desfavorece a
interacao com ctDNA. J4 as moléculas que apresentam o grupo fenil na posi¢ao 5 do isoxazol
(HL1 — HL3) mostraram uma maior intera¢cdo com ctDNA em comparagdo com moléculas
contendo substituintes 4-clorofenil (HL4 — HL6), quando sao comparados 0s compostos com
grupos R1 equivalentes.

A utilizac¢do da equacdo de Scatchard (Equagdo 2.9, Capitulo 2) permitiu a obtencao
da constante de ligagao composto-ctDNA. Os valores de Ky, calculados para a interagdo das
tiossemicarbazonas com o ctDNA estdio na faixa de 0,89 a 5,39 x 10 L mol*?, indicando que
a interagdo das tiossemicarbazonas com o ctDNA ocorre com intensidade maior que a de

intercaladores clssicos, que possuem valores de Ky na ordem de 10° [13, 14].
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Tabela 3.2.10 Constantes de ligagdo (Kp) € coeficiente de correlagdo (R) para a interagdo do ctDNA

com as tiossemicarbazonas (pH 7,4 a 25 °C)

Composto Kb x 107 (L mol?) R
HL1 5,39 0,9999
HL2 1,33 0,9990
HL3 3,17 0,9998
HL4 1,71 0,9997
HL5 0,89 0,9978
HL6 1,26 0,9993

Os espectros de UV-vis da tiossemicarbazona HL5 na auséncia ¢ na presenca de
quantidades crescentes do ctDNA e a relagao da interagdo comparativa para todos os

compostos sdo apresentados na Figura 3.2.11.
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Figura 3.2.11 (a) Interacdo do composto HL5 com ctDNA. Reta inserida: plotagem de [ctDNA]/e¢-
ea versus [ctDNA], (b) grafico de [ctDNA]/(er-ea) versus [CtDNA] para a interagdo entre os
compostos e ctDNA.

Devido aos resultados obtidos na investigacdo da interacdo dos compostos com o
CtDNA, os estudos de deslocamento competitivo dos compostos com o aduto brometo de
etidio-ctDNA (EB-ctDNA) foram realizados para avaliar a eficiéncia dos compostos em
deslocar o brometo de etidio (EB) intercalado ao ctDNA.

O deslocamento competitivo através da adi¢do sucessiva do composto a solug¢do
contendo o0 EB-ctDNA pdde ser acompanhado por fluorescéncia, uma vez que o sistema EB-
ctDNA apresenta fluorescéncia. Desta forma, a diminui¢ao da fluorescéncia sugeriu 0
deslocamento do EB pelos compostos.

Os valores de Ksy e Kapp apresentados na Tabela 3.2.11 foram obtidos através das

respectivas Equagdes 2.10 e 2.12 (Capitulo 2). Os compostos apresentaram valores de Ksy
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de mesma ordem de grandeza, sugerindo que eles apresentam forga similar de deslocamento

do EB.

Tabela 3.2.11 Valores da constante de Stern-Volmer (Ks), coeficiente de correlagdo (R) e constante

de ligagdo aparente (Kapp) para 0s compostos estudados

Composto Ke X 10% (L mol?) R Kapp X 10° (L mol?)
HL1 4,27 0,9999 4,27
HL2 4,77 0,9929 4,77
HL3 4,90 0,9917 4,90
HLA4 4,76 0,9927 4,76
HL5 4,59 0,9924 4,59
HL6 4,77 0,9918 4,77

A constante de ligagdo aparente (Kapp) para as tiossemicarbazonas estudadas

apresentaram valores 10 vezes superior a de farmacos ja comercializados como actinomicina

D e Pentamidina [15]. Isso pode ser atribuido a estrutura plana observada para as

tiossemicarbazonas o que facilitaria as interagdes de intercalagdo ao ctDNA. A Figura 3.2.12

ilustra a diminuigdo da fluorescéncia apos a adi¢do do composto HL2.
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Figura 3.2.12 (I) Espectro de fluorescéncia do sistema EB-ctDNA na auséncia (a) e presenca de
guantidades crescentes (b — k) de HL2. (Il) Grafico do EB-ctDNA com a intensidade relativa da

fluorescéncia (Aexc = 545 nm), (%) versus r (r = [tiossemicarbazonas]/[ctDNA]) na presenga de HL1

— HL6 (Efeito da concentragdo dos complexos sobre a intensidade da fluorescéncia do sistema EB-

DNA.
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3.2.8 Estudo da atividade antimicrobiana

A determinacdo dos valores da concentragdo inibitéria minima (MIC) para a
atividade antimicrobiana dos compostos HL1 — HL6 foi avaliada frente as cepas de Bacillus
cereus (ATCC 11778), Candida glabrata (ATCC 15126), Candida tropicalis (ATCC
13803) e Candida lusitaniae (ATCC 34449), conforme o procedimento relatado no Capitulo
2 — Secdo 2.3.1).

A baixa solubilidade dos compostos nos meios de cultura fez com que a concentragio
inicial de 12,5 mg mL™ fosse reduzida a 3,1 mg mL™. As leituras mostraram que os valores
de MIC apresentaram-se maiores que a concentragcdo maxima do experimento (156,0 pg mL"
1,

Assim, ndo foi possivel determinar os valores de MIC para as tiossemicarbazonas

testadas.

3.3 N2,N°-1,3,4-tiadiazol

3.3.1 Sintese do 1,3,4-tiadiazol

Uma das possiveis estratégias de sintese organica para obtencdo de
tiossemicarbazonas ¢ a metodologia one-pot [16], em que todos os reagentes sao adicionados
ao baldo de reacdo contendo um solvente polar protico e, em seguida, deixou-se a reagdo em
refluxo.

O composto N? N3-bis(2-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (HL8) foi obtido de
forma inesperada na tentativa de sintese do composto HL7 seguindo a metodologia one-pot:
A um baldo de reagdo contendo 10 mL de etanol, foi adicionada quantidade equimolar (1,0
mmol) do 1-isotiocianato-2-nitro benzeno, da hidrazina monoidratada e do 5-fenilisoxazol-
3-carbaldeido. A solugdo foi deixada em agitagdo e sob refluxo por 3 horas. O solido
amarelo-alaranjado formado foi filtrado a pressdo reduzida em funil de placa de vidro
sinterizado G3, lavado com etanol gelado (2 x 15 mL) e éter etilico (10 mL) (Esquema 3.3.1).

A ndo formagdo do HL7 pela metodologia empregada pode estar vinculada a fatores
associados a reagdes One-pot com trés componentes. E relatado que este tipo de reago se

apresenta sensivel ao tipo de solvente utilizado e ao grupo R ligado ao aldeido ou cetona [16,
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17]. Além disso, muitas sinteses de 1,3,4-tiadiazois procedem da ciclizagdo de

tiossemicarbazidas ou tiossemicarbazonas [18, 19].

S + HN—NH, -+ N

EtOH
refluxo
O,N H S H NO,
sRthe
N—N
HL8

. J

Esquema 3.3.1 Esquema geral de sintese do composto HLS8.

HL7

Embora a investigacdo sobre o mecanismo de reagdo para a obtencdo do 1,3,4-
tiadiazol esteja além do escopo do presente trabalho, pode-se sugerir a reagdo do
N?,N2-bis(2-

nitrofenil)hidrazina-1,2-bis(carbotioamida) (I). Seguidamente, o produto intermediario

isotiocianato com a hidrazina obtendo o produto intermediario
converte-se na forma de tiol (I1). Por fim, ha o ataque nucleofilico intramolecular pelo grupo
tiol e a eliminag@o do sulfeto de hidrogénio, formando como produto final o composto HL8.
Esta hipotese de mecanismo € suportada por trabalhos de quimica organica sintética voltados
a obtencdo de tiadiazdis por ciclizagdo de tiossemicarbazidas [18]. O Esquema 3.3.2

apresenta as possiveis etapas de ciclizagdo para a obtengdo do composto HLS.
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Esquema 3.3.2 Provavel mecanismo de ciclizagdo para obtencao do 1,3,4-tiadoazol (grupo R = 2-

nitrofenil).
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3.3.2 Analise cristalogrdafica do composto HL8 por difracdo de raios X por monocristal e

andlise por superficie de Hirshfeld

Monocristais adequados para analise por difragdo de raios X do composto HL.8 foram
obtidos por evaporagéo lenta da solugdo de etanol/DMSO-ds (9:1 v/v). O cristal apresentou
morfologia romboédrica ¢ cor alaranjada. O composto cristaliza-se no grupo espacial
monoclinico C2/c, com o0ito unidades assimétricas por cela unitaria (Z = 8), ¢ uma molécula
do tiadiazol por unidade assimétrica (Figura 3.3.1). A Tabela 3.3.1 apresenta parametros

importantes da coleta de dados e do refinamento da estutura.

Figura 3.3.1 Representagdo ORTEP da unidade assimétrica do composto HLS (elipsoides de vibragao

térmica com 50 % de probabilidade).

Apesar da literatura apresentar varios trabalhos com 1,3,4-tiadiazol nas estruturas de
compostos, estudos cristalograficos de N? N°-1,3 4-tiadiazol ainda sdo pouco relatados [20—
26]. As ligagdes C7=N3 e C8=N4 possuem carater intermediario de ligacdo simples-dupla,
como indicam as distancias de ligacdo de 1,291(2) A e 1,293(2) A, respectivamente. Os
valores d[N2—C7] e d[N5-C8] estdo dentro dos valores da literatura para N2 N°-1,3,4-
tiadiazol, relatados entre 1,360 e 1,388 A (Tabela 3.3.2).

Pelo pouco niimero de estruturas cristalinas de N?,N°-1,3,4-tiadiaz6is apresentadas
na literatura ainda ndo € possivel fazer qualquer afirmagao segura sobre a correlagdo entre a
variagdo dos valores das distancias de ligacdo d[N2-C7] e d[N5-C8] e o tipo de grupo
substituinte nos nitrogénios N2 e N5.

O composto HL8 ndo apresentou rotacdo nas ligagdes simples N2—-C7 e N5-C8,
comumente observado em outros N2 N5-1,3 4-tiadiazéis. Isto pode ser justificado pela
presenca de duas ligagdes de hidrogénio intramoleculares fortes d[N2---O1] =2.6306(17) A
e d[N5---03] = 2.6006(18) A [27] que formam dois anéis S1(6), além de duas ligagdes de
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hidrogénio intramoleculares, d[C3---N3] = 2.885(2) A e d[C14---N4] = 2.929(2) A que

claramente inviabilizando as rotagdes N-C.

Tabela 3.3.1 Dados relacionados a coleta, resolugédo e refinamento do composto HLS8

Composto HL8

Formula empirica C14H10N6O4S
Massa molar (g mol™?) 358,34
Temperatura (K) 150

L (A) 0,71073

Sistema cristalino, grupo espacial Monoclinico, C2/c
a/ b/ c(A) 27,9348(11)/ 6,8983(4)/ 14,9860(7)
B (°) 92,001(4)

V (A%) 2886,1(2)

Z 8

Peatc. (Mg M) 1,649

w (mm?) 0,26

F(000) 1472

(send/M)max (A 0,692

Faixa de indices de Miller
Tamanho do cristal (mm)
Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes
Rint

Completeza (0 = 26.32°)
Parametros refinados
Nobs (20)

S

R(F); Rw (F?) [I>20(D)]
R(F); Rw (F?)

Apmax; Apmin (€ A9)
CCDhC

-38<h<36,-9<k<9,-20<1<19
0,23 x 0,15 x 0,02
12882

3559

0,034

99,94 %

226

3559

1,058

0,036; 0,082
0,045; 0,087
0,322; -0,249
1583528

As distancias e angulos de ligacdo do anel 1,3,4-tiadiazol (T: atomos

S1/C7/N3/N4/C8) confirmam o carater de heterociclo aromatico (Tabela 3.3.2). Os valores

dos desvios entre os planos formados entre o anel 1,3,4-tiadiazol (T) e os anéis 2-
nitrofenilicos A (&tomos C1 a C6) e B (atomos C9 a C14) iguaisa 4,02(0,04) ° e 4,33(0,04)

¢, respectivamente, mostram que o composto € plano. Os grupos nitro O1-N1-02 e O3-N6—

O4 apresentam uma ligeira rotacdo de 10,4(1) © e 13,16(9) ° em relagdo aos planos médios

dos seus respectivos anéis aromaticos A e B.
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Tabela 3.3.2 Distancia de ligacdo (A) e angulos selecionados (°)

Ligacdes (A)
si—cs 1,7393(15) N2—C2 1,385(2)
S1—C7 1,7473(16) N5—C9 1,3842(19)
N2—C7 1,3744(19) 01—N1 1,2330(18)
N5—C8 1,375(2) 02—N1 1,2214(17)
N3—C7 1,291(2) 03—N6 1,2450(18)
N3—N4 1,3919(18) 04—N6 1,2156(19)
N4—C8 1,293(2)

Angulos (°)
C8_SL_C7 85,98(7)
N3—C7—S1 114,19(12)
C7—N3—N4 112,97(13)
C8—N4—N3 111,87(13)
N4—C8—S1 114,99(12)

O composto HL8 apresenta uma interagdo n --- 7 (S1---O3") (operador de simetria:
-x+1, y, -z+0,5), com d[S1---O3] = 2,9413(12) A (Figura 3.3.2). A distancia d[S--O] é
comumente observada em estruturas cristalinas na faixa de 2,77 a 3,16 A, valores inferiores
a soma dos raios de van der Waals do enxofre (1,80 A) e do oxigénio (1,52 A) [28, 29]. Esta
interagdo pode envolver a doacdo de elétrons ndo-ligados do oxigénio ao orbital antiligante

do atomo de enxofre [30].
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Figura 3.3.2 Ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares e interagdo S1--O3 presentes no

composto HLS8.

O hidrogénio H2N do grupo amino participa de uma ligacao classica bifurcada com
os atomos de oxigénio O1 (N2-H2N---O1) e O3 (N2-H2N---03") (Tabela 3.3.3). Dessa
forma, o oxigénio O3 esta envolvido nas interagdes N2-H2N---03" ¢ S1---O3". Essas
interagdes, além da ligagdo de hidrogénio C4-H4---N3', resultam em uma estrutura

unidimensional infinita na diregao cristalografica [0 0 1] (Figura 3.3.3-1).
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Tabela 3.3.3 ParAmetros para as ligacdes de hidrogénio (A, °) presentes no composto HL8

Composto Distancia (A) Angulo (°)
D—H---A D—H H---A D—A D—H---A
C3—H3---N3 0,93 2,23 2,885(2) 127
Cl4—H14---N4 0,93 2,28 2,929(2) 126
N2—H2N---O1 0,86 1,97 2,6306(17) 133

HLs N5—H5N---03 0,86 191 2,6006(18) 136
C4—H4---N30 0,93 2,56 3,483(2) 172
N2—H2N---03® 0,86 2,42 3,1397(18) 142
C13—H13---02(M 0,93 2,57 3,368(2) 144
C13—H13---04™ 0,93 2,48 3,065(2) 121

Operadores de simetria: (i) -x+1, y, -z-1/2; (ii) x+1/2, y+1/2, z; (iii) -x+1, y, -z+1/2; (iv) X, -y+1, z-
172

As ligagdes de hidrogénio assistidas por ressonancia (C3-H3---N3, C14-H14---N4,
N2-H2N---O1 e N5-H5N---O3) e, por conseguinte, a alta planaridade observada na estrutura
cristalina fez com que o composto HL8 se apresente como um sistema molecular conjugado,
e interagdes m--m stacking entre moléculas adjacentes estabilizassem a estrutura cristalina

com uma propagac¢ao por empilhamento na diregdo [0 1 0] (Figura 3.3.3-11).

Figura 3.3.3 Empacotamento da rede cristalina do composto HL8 nas diregdes [001] (1) e [010] (I1).

Na superficie de Hirshfeld mapeada com a fungdo dnorm pode-se observar areas
vermelhas correspondentes as ligagoes de hidrogénio formadas entre oS atomos de nitrogénio
e oxigénio (N2-H2N---O3), entre o atomo de carbono com 0 atomo de oxigénio (C13—
H13---:O4) ¢ a interagdo S1---O3 (Figura 3.3.4 a — b). Seguindo a observagao da alta
planaridade da molécula, a superficie de Hirshfeld mapeada por shape index apresenta varias

regides relativas as intera¢des 7w stacking (Figura 3.3.4 ¢ — d: elipsoides brancas).
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N2-H2N--03

C13-H13--04

C4-H4-N3

C13-H13--04

(d)

Figura 3.3.4 Superficie de Hirshfeld mapeada por dnorm [ — b] € shape index [c (frente) — d (verso)].

Nos graficos de impressdo digital (Figura 3.3.5) ¢ possivel observar que, de forma

similar aos graficos das tiossemicarbazonas, as interagdes de hidrogénio sdo as mais

presentes no empacotamento cristalino do HLS8.
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:: Todas as interagdes ZZ 'H--H/H--H {21,1 %} 22 O--H/H--0O {27,7 %}
0608 T 0T 2T 4161820222426 '8_(a) 0608 T 0T 2T 4161820222426 (‘B_(b) 0608 T 0T 2T 416 182022242628
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(d) U608 TO Lz T4 T6 1820222426 'B_(e) s OE O

TATE T8 702227426 'B_(f)

Figura 3.3.5 Graficos de impressdo digital do composto HL8. (a) todas as interag¢des, intera¢des: (b)
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Picos longos em regides de menores valores (de, di) indicam a presenga de interagdes
relacionadas aos contatos O---H/H---O (c) e N-~-H/H-N (d) nas superficies. As contribui¢des
O-H/H-0 (27,7 %) estdo relacionadas as interagdes N—H--O e C—H--O, ja as contribui¢des
N--H/H:N (6,7 %) provém das interagdes de forca intermediaria C—H--N.

A porcentagem das interacdes intermoleculares C---C em HLS8 (7,8 %) ¢ maior que
em todas as tiossemicarbazonas (1,8 — 7,1 %), consequéncia da planaridade da molécula,

acarretando em uma maior presenca de interagdes nt- -7 stacking (Figura 3.3.5).
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2-((5-phenylisoxazol-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (HL1)

Rendimento (%): 25. Massa Molar (g mol™): 246,29. Temperatura de fusdo (°C): 200 (dec.). Analise
elementar para Ci1H1oNsOS [exp.(calc.), %]: 53,85(53,64) C, 4,01(4,09) H, 21,95(22,75) N. Infravermelho
(viem™, pastilha de KBr): 3400, 3268), 3168, 3056(), 2990, 1630, 1600, 1550(m), 1492(m), 1442(m),
1340(m), 1246(F), 1108(m), 1064(m), 1004(m), 9421, 832), 768(m), 690, 568(n. RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds,
ppm): on 11,84 (s, 1H)(H11), 8,55 (s, 1H)(H13), 8,17 (s, 1H)(H14), 8,11 (s, 1H)(H10), 7,86 — 7,74 (m, 2H)(H3/H5),
7,58 —7,50 (m, 3H)(H2/H6 + H1), 7,61 (s, 1H)(H8). RMN de ®C{*H} (50 MHz, DMSO-ds, ppm): dc 178,9 (C12),
169,2 (C7), 161,5(C9), 131,2 (C1), 130,8 (C10), 129,5 (C2/C6), 126,7 (C4), 125,6 (C3/C5), 97,9 (C8).

N-metil-2-((5-fenilisoxazol-3-il)metiletano)hidrazinacarbotioamida (HL2)

Rendimento (%0): 85. Massa Molar (g mol™): 260,31. Temperatura de fusio (°C): 212 (dec.). Analise elementar
para Ci,H1,N4OS [exp.(calc.), %]: 55,16(55,37) C, 4,63(4,65) H, 21,36(21,52) N. Infravermelho (v/cm?,
pastilha de KBr): 3462, 3302(m), 3168(m), 3030, 2940, 1612, 1546, 1494wm), 1444wm), 13721, 1294,
12445, 1130¢, 1050(m), 9321, 914, 810, 764(m), 686, 5681. RMN de 'H (200 MHz, DMSO-ds, J/Hz, ppm):
o1 11,91 (s, 1H)(H11), 8,67 (d, 3 = 4.5, 1H)(H13), 8,12 (s, 1H)(H10), 7,84 (d, J = 7,5; 2,0 Hz, 2H)(H3/H5), 7,59
— 7,54 (m, 3H)(H2/H6 + H1), 7,52 (s,1H)(H8), 3,06 (d, 3J = 4.5, 3H)(CHs). RMN de 3C{*H} (50 MHz, DMSO-
ds, ppm): oc 178,2 (C12), 169,1 (C7), 161,3 (C9), 130,7 (C1), 130,5 (C10), 129,4 (C2/C6), 126,5 (C4), 125,6
(C3/C5), 97,7 (C8), 30,9 (C14).
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N-fenil-2-((5-fenilisoxazol-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (HL3)

Rendimento (%): 76. Massa Molar (g mol™): 322,38. Temperatura de fusdo (°C): 231 (dec.). An4lise elementar
para Ci7H12N4OS [exp.(calc.), %]: 62,95(63,33) C, 4,32(4,38) H, 17,17(17,38) N. Infravermelho (v/cm?,
pastilha de KBr): 3294, 3146(m), 3024, 3008, 2928m), 28567, 1608, 1558, 1526, 1490(m), 1450(m),
1294, 1244, 1100¢m), 1052, 1010, 944, 8156, 760, 666(;. RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds, J/Hz,
ppm): on 12,27 (s, 1H)(H11), 10,22 (s, 1H) (H13), 8,25 (s, 1H)(H10), 7,72 (s, 1H)(H8), 7,90 — 7,80
(m,2H)(H15/H19), 7,61 — 7,51 (m, 5H)(H3-H6/H1), 7,42 (t, 3J = 7,7, 2H)(H16/H18), 7,31 — 7,21 (m, 1H)(H17).
RMN de BC{*H} (50 MHz, DMSO-ds, ppm): éc 176,7 (C12), 169,1 (C7), 161,2 (C9), 138,7 (C14), 131,5 (C1),
130,7 (C10), 129,3 (C3/C5), 128,2 (C17) , 126,5 (C4), 126,1 (C2/C6), 125,8 (C15/C19), 125,5 (C16/C18), 97,9
(C8).
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2-((5-(4-clorofenil)isoxazol-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (HL4)

Rendimento (%0): 77. Massa Molar (g mol™): 280,73. Temperatura de fusio (°C): 216 (dec.). Analise elementar
para C1:HoCIN4OS [exp.(calc.), %]: 46,89(47,06) C, 3,37(3,23) H, 19,74(19,96) N. Infravermelho (v/cm?,
pastilha de KBr): 3436, 3280(m), 3170(m), 3042¢), 1614(), 1540(m), 1490(m), 1444(m), 1406, 1334m), 1278m),
1096(m), 944, 9181, 8267, 794, 570n. RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds, J/Hz, ppm): dn 11,86 (s, 1H)(H11),
8,59 (s, 1H)(H13), 8,14 (s, 1H)(H14), 8,10 (s, 1H)(H10), 7,80 (d,*J = 8,6, 2H)(H3/H5), 7,60 (d,*J = 8,6,
2H)(H2/H6), 7,64 (s, 1H)(H8). RMN de *C{*H} (50 MHz, DMSO-ds, ppm): éc 178,8 (C12), 167,9 (C7), 161,4
(C9), 135,3 (C1), 130,9 (C10), 129,5 (C2/C6), 125,4 (C4), 127,2 (C3/C5), 98,4 (C8).
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N-metil-2-((5-(4-clorofenil)isoxazol-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (HL5)

Rendimento (%): 92. Massa Molar (g mol™?): 294,76. Temperatura de fusdo (°C): 230 (dec.). An4lise elementar
para Ci2H1;:CIN4OS [exp.(calc.), %]: 48,65(47,45) C, 3,97(3,98) H, 18,91(18,44) N. Infravermelho (v/cm?,
pastilha de KBr): 3294m), 3146(m), 3024, 3008, 2928(m), 2856, 1608, 1558, 1526, 1490(m), 1450(m),
12945, 1244, 1100m), 1052, 1010, 944, 8156, 760, 666(n. RMN de *H (200 MHz, DMSO-dg, J/Hz,
ppm): én 11,89 (s, 1H)(H11), 8,63 (d, 3J = 4,5, 1H)(H13), 8,12 (s, 1H)(H10), 7,84 (d,*J = 8,6, 2H)(H3/H5), 7,64
(d,2J = 8,6, 2H)(H2/H6), 7,53 (s, 1H)(H8), 3,07 (d, 3J = 4,5, 3H)(CH3). RMN de BC{*H} (50 MHz, DMSO-ds,
ppm): oc 178,2 (C12), 167,9 (C7), 161,3 (C9), 135,4 (C1), 130,4 (C10), 129,5 (C3/C5), 127,3 (C2/C6), 125,4 (C4),
98,2 (C8), 30,9 (C14).

N-fenil-2-((5-(4-clorofenil)isoxazol-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (HL6)

Rendimento (%0): 89. Massa Molar (g mol™): 356,83. Temperatura de fusio (°C): 231 (dec.). Analise elementar
para Ci7H13CIN4OS [exp.(calc.), %0]: 57,36(57,22) C, 3,66(3,67) H, 15,79(15,70) N. Infravermelho (v/cm?,
pastilha de KBr): v(N=H) 3168/3132, v(C=N) 1542, v(C=N)** 1446. RMN de *H (400 MHz, DMSO- ds, ppm):
12.26 (s, 1H)(H11), 10.19 (s, 1H)(H13), 8.23 (s, 1H)(H10), 7.85 (d, 3J = 8.5 Hz, 2H)(H3/H5), 7.74 (s, 1H)(H10) ,
7.64 (d, 3J = 8.5 Hz, 2H)(H2/H6), 7.57 (d, 3J = 7.7 Hz, 2H)(H15/H19), 7.42 (d, ®J = 7.6 Hz, 2H)(H16/H18), 7.26
(d, % =7.2 Hz, 1H)(H17). RMN de *C{*H} (100 MHz, DMSO- ds, ppm): 176.7 (C12), 168,0 (C7), 161.3 (C9),
138,7 (C14), 135.4 (C1), 131.4 (C10), 129.6 (C2/ C6), 128.3 (C16/ C18), 127.4 (C3/ C5), 126.2 (C15/ C19), 125.9
(C17), 125.4 (C4), 98.6 (C8).
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N-(2-nitrofenil)-2-((5-fenilisoxazol-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (HL7)

Rendimento (%): 72. Massa Molar (g mol™): 367,38. Temperatura de fusdo (°C): 235 (dec.). Analise elementar
para Ci7H13NsOsS [exp.(calc.), %]: 55,38(55,58) C, 4,00(3,57) H, 18,97(19,06) N. Infravermelho (v/cm?,
pastilha de KBr): 3294, 3146(m), 3024, 3008, 2928m), 28567, 1608, 1558, 1526, 1490(m), 1450(m),
1294, 1244, 1100(m), 1052, 1010, 944, 8156, 760, 666(H. RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds, J/Hz,
ppm): du 12,54 (s, 1H)(H11), 10,81 (s, 1H)(H13), 8,26 (s, 1H)(H10), 8,13 (d, 3J = 8,0, 1H)(H15), 8,04 (d, %1 = 7,9,
1H)(H17), 7,90 — 7,75 (m,3H)(H8/H16/H18), 7,62 — 7,54 (m, 5H)(H1 — H6). RMN de *C{*H} (50 MHz, DMSO-
ds, ppm): c 177,0(C12), 169,3 (C7), 161,0 (C9), 144,0 (C19), 133,1 (C14),132,4 (C1), 130,8 (C10), 129,4 (C3/C5),
129,2 (C15), 127,1 (C16), 126,4 (C4), 125,6 (C2/C6), 134,0 (C17), 125,0 (C18), 97,6 (C8).
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N? N°-bis(2-nitrophenyl)-1,3,4-thiadiazol-2,5-diamina (HL8)

J/

Rendimento (%): 21. Massa Molar (g mol?): 358,33. Infravermelho (v/cm™, pastilha de KBr): 3134y, 1606,
1547 (), 1510(r), 1446(m), 1337(m), 1265, 1196(m), 1096r), 925, 8581, 826(r), 7981, 733(r), 498.
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Capitulo 4 Acidos N,R-sulfonilaminobenzéicos e complexo organometalico

de Sn(l1V) com HM11

4.1 Introducdo

Neste capitulo serdo apresentadas a sintese e a discussao da caracterizagdo de quinze
compostos organicos derivados dos acidos orto-, meta- e para-aminobenz6iCO com a
inserc¢ao de grupos R-benzenossulfonil (Figura 4.4.1). Para melhor discussao e apresentagdo
dos compostos, estes serdo divididos em trés séries distintas sendo agrupados pelo tipo de
acido R-aminobenzoéico utilizado como precursor. Sao estas: série 0OABA — compostos HM1
a HMS, série mMABA — compostos HM6 a HM 10 e série pABA — compostos HM11 a HM15,

sendo as estruturas, assim como os dados de caracterizagdo, apresentados no final deste

capitulo.
HO O
H e i
e} O H A
N
N7 NN OH R O\/o o
xr A\ 7 \ NI
R—— o R— || © 7N
7 (1) \ () o " (1

R =0, m, pNO,, pCH; ou pCl

Figura 4.1.1 Séries 0ABA (1), mMABA (11) e pABA (l11).

Apesar de parte dos compostos apresentados neste capitulo ja se encontrarem na
literatura, estudo das estruturas cristalograficas e empacotamento cristalino, e o efeito das
variagoes dos grupos substituintes na interagdo com a HSA ainda sdo inéditos em sua grande
maioria.

Também serd apresentado neste capitulo a sintese e analise estrutural e cristalografica

de um complexo triorganoestanico com o composto HM11 da série pABA.

Parte do trabalho apresentado neste capitulo foi submetido no periddico Journal of

Molecular Structure.
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4.2 Acidos N,R-sulfonilaminobenzéicos

4.2.1 Sintese

As sinteses dos novos acidos N,R-sulfonilaminobenzoéicos foram realizadas seguindo
0 procedimento descrito na literatura [1]. A um baldo de reagdo adaptado com pHmetro,
quantidade equimolar dos precursores acido R-aminobenzbico e cloreto de
R-benzenosulfonila foram adicionados a 30 mL de agua destilada. O pH da mistura reacional
foi mantido na faixa de 8,0 a 9,0 pela adi¢do de uma solugao saturada de Na2COz. Apo0s total
consumo dos reagentes, a solugdo foi acidificada até pH 2,0 com uma solugdo concentrada
de acido cloridrico (Esquema 4.2.1). O s6lido branco formado foi filtrado, lavado com agua
e deixado em pressao reduzida até adquirir massa constante.

Os calculos de rendimento percentual foram realizados em fun¢ao da massa dos

acidos R-aminobenzodicos adicionados.

(0]
0 (0]
Cl
\\S/ - op 1-NaxCOs pHB8.0-9.0 o BN OH
= + HN-— - g
R | \\o N 2. HClggpc.)» PH 2.0 SSs o
) o
R
R =0, m, pNO,, pCH; ou pCl
Esquema 4.2.1 Esquema de sintese dos acidos N,R-sulfonilaminobenzoicos.
4.2.2 Andlise

Os compostos das séries 0OABA, MABA e pABA obtidos sdo solidos de cor branca,
exceto o HL11 que, durante a secagem, mudou a coloragdo para roxo. Todos os compostos
apresentaram-se soltveis em metanol, etanol, acetonitrila, DMF e DMSO e foram insoluveis
em cloroférmio, diclorometano e agua.

As curvas de TG/DTG e DTA evidenciaram um decréscimo de massa na faixa de
temperatura de 128 e 139 °C (processo endotérmico) para os respectivos compostos HM8 e

HM11 correspondente a agua de hidratacdo (razdo molar 1:1). A analise elementar confirma
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a porcentagem esperada dos elementos para 0os compostos corroborando as formulas

minimas e estruturas propostas (Tabela 4.2.1).

Tabela 4.2.1 Dados de temperatura de decomposigdo e analise elementar

Composto

Temperatura de fusdo

Analise elementar*

(°O) %C %H %N

Série 0ABA:
HM1 204,1 — 205,8 48,60 (48,45) 3,00(3,13) 8,59 (8,69)
HM2 211,4-213,0 48,35 (48,45) 3,07 (3,13) 8,74 (8,69)
HM3 226,5—227,3 48,09 (48,45) 3,08(3,13) 8,53(8,69)
HM4 123,5-1254 57,90 (57,72) 4,45 (4,50) 4,81 (4,81)
HM5 196,8 — 198,0 50,58 (50,09) 3,31(3,23) 4,57 (4,49)

Série MABA:
HM6 172,7-174,4 48,39 (48,45) 3,18 (3,13) 8,53 (8,69)
HM7 230,1—230,7 48,19 (48,45) 3,13(3,13) 8,81 (8,69)
HM8.H,0 204,1 — 205,8 45,71 (45,88) 3,60 (3,55) 8,31 (8,23)
NIHM9 154,6 — 156,2 58,22 (57,72) 4,42 (4,50) 4,86 (4,81)
HM10 236,8 — 236,5 50,56 (50,09) 3,20(3,23) 4,49 (4,49)

Série pABA
HM11.H,0 203,1-204,1 45,81 (45,88) 3,51 (3,55) 8,09 (8,23)
HM12 235,0 — 236,8 48,93 (48,45) 3,10(3,13)  8,78(8,69)
HM13 225,1—226,1 49,41 (48,45) 3,07 (3,13) 8,59 (8,69)
HM14 184,5 —186,0 58,26 (57,72) 4,54 (4,50) 4,84 (4,81)
HM15 240,5—241,3 50,05 (50,09) 3,20 (3,23) 4,47 (4,49)

* = Valores calculados de CHN entre paréntesis.

4.2.3 Espectroscopia de absorg¢do na regido do infravermelho

Os acidos carboxilicos, em sua maioria, encontram-se fortemente associados por
meio de liga¢des de hidrogénio formando dimeros. Por esta associagdo, a banda referente ao
estiramento da ligagio O—H ¢é sempre muito larga, cobrindo a regido de 3300 a 2500 cm™
(Figura 4.2.1-11) [2]. Os compostos apresentaram valores de v(C=0) ligeiramente menores
que os apresentados na literatura (1730 a 1700 cm™). Em particular, os compostos da série
0ABA apresentaram valores menores relativos ao estiramento C=0 quando comparados as

outras séries. Isso € caracteristico de compostos que apresentam substituicdes no anel
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aromatico na posi¢io orto acarretando a diminui¢io de aproximadamente 30 cm™ na posigdo
da banda v(C=0) (Tabela 4.2.2). A vibragdo de estiramento C—O em acidos (dimeros)
aparece proxima de 1260 cm™ com intensidade forte a média [3].

A sulfonamida ligada ao anel aromatico apresenta uma banda estreita relativa a
vibragdo de estiramento da ligagio N—H na faixa de 3300 — 3152 cm™, além de uma banda
entre 1610 — 1582 cm™ relativa a vibragdo de deformagio angular desta ligacdo. J4 o grupo
SO; apresentou bandas associadas as vibragdes de estiramento assimétrico em 1366 — 1332
cm? e simétrico em 1182 — 1154 cm™™. A banda de intensidade média na regido de 920 a 956
cm? atribuida ao estiramento da ligagio S—N corroborou a formagao dos produtos esperados.

Nitrocompostos aromaticos tém forte absor¢do devido & vibragdo de estiramento
assimétrico e simétrico do grupo nitro em 1570 — 1485 cm?t e 1370 — 1320 cm?,
respectivamente. Segundo a literatura, as posi¢des do grupo nitro no anel também afetam as
posi¢des das bandas estando na faixa de 1565 — 1540 cm™ (estiramento assimétrico) e 1355
— 1345 cm? (estiramento simétrico) para orto-nitro, 1540 — 1525 cm™ (estiramento
assimétrico) e 1355 — 1345 cm™ (estiramento simétrico) para meta-nitro e, para compostos
para-nitro, em 1535 — 1510 cm™ (estiramento assimétrico) e 1355 — 1335 cm™ (estiramento
simétrico). Em todos os compostos, as bandas foram atribuidas com valores préximos as

faixas das respectivas atribuigdes apresentadas na literatura [4].
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Tabela 4.2.2 Atribuigdo das principais bandas de absor¢do na regido do infravermelho (cm?, pastilha de KBr)

Compostos / Atribuigdo Vv(N-H) v(C=0) d(N-H) Vas(NO>) Vas(SO2) vs(NO2) v(C-0) vs(SO») V(S-N)
Série 0ABA:
HM1 3154 (m) 1672 1584 1542 1356 [ * 1258 1176 (m) 938 (m)
HM2 3160 (m) 1668 1584 1534 1356 ) * 1262 1182 (m) 936 (m)
HM3 3200 (m) 1666 () 1582 (m) 1530 f 1348 ) * 1264 1178 (m) 926 (m)
HM4 3200 (m) 1674 1586 (m) --- 1342 (m) --- 1258 1160 922 (m)
HM5 3182 (m) 1672 ¢ 1586 (m) ==c 1346 (m) --- 1258 1160 ¢ 928 (m)
Série MABA:
HM6 3300 (m 1680 () 1590 (m) 1542 1366 () 1344 1274 (m) 1174 ¢ 938 (m)
HM7 3264 1688 () 1586 (m) 1548 (m) 1358 1340 1270 (m) 1172 ¢ 950 (m)
HMS 3262 1686 () 1586 () 1532 1352 1340 1268 (m) 1164 948 (m)
HM9 3160 (m 1690 ) 1610 (m) --- 1332 --- 1266 (m) 1162 956 (m)
HM10 3256 () 1688 () 1584 (m) --- 1336 --- n.a. 1162 950 (m)
Série pABA:
HM11 3152 (m) 1698 n.a. 1534 1362 (m) 1336 (m) 1262 (m) 1162 (m) 942 (m)
HM12 3270 (m) 1678 ) n.a. 1530 (m) 1352 5 * n.a. 1170 m) 940 (m)
HM13 3258 (m) 1680 n.a. 1530 1346 ™ n.a. 1164 938 (m)
HM14 3216 (m) 1706 1606 (m) --- 1336 (m) --- 1278 (m) 1154 920 (m)
HM15 3258 (m) 1680 () 1588 (m) --- 1336 (m) --- 1286 (m) 1162 952 (m)

® = sobreposi¢do das bandas vas (SO2) e vs (NO.); n.a. = banda ndo atribuida devido a sobreposi¢do; intensidades das bandas: (F) = forte; (m) = média; (f) =

fraca.
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4.2.4 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear

A inser¢do dos grupos R-sulfonil aos acidos R-aminobenzodicos acarretou em um
deslocamento para campo baixo dos sinais relativos aos acidos precursores nos espectros de
RMN de 'H. O deslocamento mais significativo foi do hidrogénio ligado ao nitrogénio ligado
ao anel aromatico. Isto ¢ justificado, em parte, pela variagdo do grupo funcional relativo ao
nitrogénio, inicialmente aminico e posteriormente amidico, deixando este hidrogénio mais
desblindado. Como exemplo, na Figura 4.2.2 ¢ possivel observar a variacdo do deslocamento
quimico daquele hidrogénio (Jn 5,86 para on 10,90), além dos deslocamentos para campo baixo
dos sinais atribuidos aos hidrogénios do acido benzéico, quando comparados 0s espectros de
RMN de H do acido para-aminobenzoéico (dn 7,62 e 6,55, em preto) e do composto HM15 (6
7,82 e 7,64, em vermelho).
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Figura 4.2.2 Espectro parcial de RMN de *H do 4cido para-aminobenzoico (em preto) € do composto

HM15 (em vermelho) (DMSO-ds).
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Um outro fator que levou a desblindagem desSes hidrogénios amidicos foi a
estabilizagdo de uma carga formal positiva sobre o nitrogénio amidico por ressonadncia

(Esquema 4.2.2), principalmente com o anel aromatico do acido benzoico.

e ")
o $ oH /0 Zon
R // R/
oo o -
N N
75 I

Esquema 4.2.2 Estruturas de deslocalizacao eletronica proposta para os compostos da série pABA.

Nos compostos da série 0ABA, os sinais do hidrogénio COOH (o 13,62 — 13,65),
guando observados, e do carbono C1 (Jc 169,2 — 169,8) apresentaram valores de deslocamento
quimico maiores que os das séries MABA (on 12,96 — 13,13 e ¢ 166,5 — 166,8) e pABA (oH
12,71 — 12,85 e J¢c 166,1 — 166,7). Isso esta associado a ligacdo de hidrogénio intramolecular
entre o grupo amidico (NH) com um dos atomos de oxigénio da carboxila. Essa ligagdo de
hidrogénio intramolecular também acarretou em um maior deslocamento quimico do
hidrogénio amidico da série 0ABA quando comparado aos das outras séries.

Em particular, o composto HM1 apresenta 0 maior on para o hidrogénio amidico da
série 0ABA, isso ocorre porque este composto, além de apresentar a ligagdo de hidrogénio
intramolecular com o grupo carboxila, realiza outra ligagdo de hidrogénio intramolecular com
0 grupo nitro (como observado na discussdo da Seg¢do 4.2.5).

Em todos os espectros, as integragdes dos sinais dos hidrogénios foram convergentes
com a propor¢do de hidrogénio esperada. As atribuicdes dos sinais de hidrogénio e carbono
foram realizadas pelas analises dos espectros de RMN de 'H, 3C{1H} e DEPT 135, e pela
observacdo de correlagdes homonucleares 3Jun e heteronucleares 23Ju.c nos mapas de
contornos COSY, HMQC (HSQC) e HMBC dos compostos das séries OABA (Tabela 4.2.3),
MABA (Tabela 4.2.4) e pABA (Tabela 4.2.5).
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Tabela 4.2.3 Atribuigdes, deslocamento quimico (ppm), multiplicidade e constante de acoplamento (J / Hz) dos sinais de RMN de 'H, ®*C{*H} ¢ DEPT 135 da série

0ABA
Atribuigdes H HM1 HM2 HM3 HM4 HMS
COOH n.o. n.o. n.o. 13,65 (s, 1H) 13,62 (s, 1H)
NH 11,63 (s, 1H) 11,19 (s, 1H) 11,30 (s, 1H) 11,14 (s, 1H) 11,17 (s, 1H)
H4/H5 7,66 — 7,52 (m, 2H) 7,64 — 7,42 (m,2H) 7,65 — 7,44 (m, 2H) 7,58 — 7,47 (m, 2H) 7,57 — 7,44 (m, 2H)
H6 7,26 — 7,09 (m, 1H) 7,23-7,12 (m, 1H) 7,18 (t,J=17,1, 1H) 7,19 -7,04 (m, 1H) 7,20 — 7,06 (m, 1H)
H7 8,01 - 7,81 (m, 3H)*H1H12 7,94 — 7,77 (m, 2H)*2 7,90 (d, % =7,2, 1H) 7,90 (d, % =7,8, 1H) 7,90 (d, 3 =7,7, 1H)
H9 e 8,47 (d, J=7,6, 2H)*"!! 8,36 (d, % = 8,8, 1H)*™13 7,70 (d, %) =8,1, 2H)"13 7,82 (d, 3 = 8,5, 2H)*"3
H10 8,23 (d,J =7,4, 1H) = 8,06 (d, 3 = 8,7, 2H)*12 7,33 (d, % =8,0, 2H)"12 7,61 (d, 3 =85, 2H)*""2
H13 8,07 (d, J=7,3, 1H) 8,21(d,J=7,9, 1H) € € €
CHs Soo oo oo 2,30 (s, 3H) - - -
Atribuigdes °C ~ C1 C2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 C9 C10 Cl1 C12 C13 CHs
HM1 169,5 116,7 138,8 117,5{t} 133,0{1} 125,5{1} 131,7{1} 130,6 147,6 123,5{1} 135,4{1} 134,6{1} 130,9{1} ===
HM2 169,2 118,6 138,55 120,0{t} 134,4{1} 124,3{1} 132,7{1} 140,3 121,6{1} 147,9 128,0{1} 131,5"13{1} ---
HM3 169,4 117,9 138,7 119,3{1} 134,5{1} 124,1{1} 131,6{1} 1441 124,7*C3{1} 128,5"C12{1} 150,1 ---
HM4 169,8 116,55 144,1 118,3{1} 134,5{1} 123,2{t} 131,5{1} 1357 126,9"3{1} 129,9*1?{1} 139,9 20,9{1}
HMS 169,6 117,2 139,3 118,8{1} 134,5{1} 123,7{1} 131,6{1} 137,5 128,8*13{1} 129,6+C12{T} 138,5 ---
HMI Oy OH HM2 Oy -OH Og OH 0s OH HMS Ox L OH
o "'\‘Ozao\\s\\/H 2, N 2 ao\\s\\/H AN \5 \5 o ao\\s\\/H 3N
} I304 . ° '304 6 0 O 4 | '30456
12 ° 12 ’ a” o

Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; m = multipleto; n.o. = ndo observado; { }= DEPT 135; ¢ = associado com a atribui¢ao de outro hidrogénio.
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Tabela 4.2.4 Atribui¢des, deslocamento quimico (ppm), multiplicidade e constante de acoplamento (J / Hz) dos sinais de RMN de *H, *C{*H} e DEPT 135 da série

mABA
Atribuicdes *H HM6 HM7 HM8 HM9 HM10
COOH 13,13 (s, 1H) 13,12 (s, 1H) 13,07 (s, 1H) 12,96 (s, 1H) 13,02 (s, 1H)
NH 10,98 (s, 1H) 10,85 (s, 1H) 10,87 (s, 1H) 10,44 (s, 1H) 10,57 (s, 1H)
H3 7,71 (s, 1H) 7,71 (s, 1H) 7,71 (s, 1H) 7,70 (s, 1H) t 4 Z,(ZIS.?G,lH)
H5 7,48 — 7,32 (m, 2H)*H6 7,42 7,34 (m, 2H)*H6 7,44 — 7,34 (m, 2H)*Hs 7,38 — 7,31 (m, 4H)*H6HL10H12 7,35-7,31 (m, 1H)
H6 3 € € € 7,38 (t, %= 7,7, 2H)
H7 7,66 (d, 2J=6,8, 1H) 7,67 —7,62 (m, 1H) 7,64 (d, %) =6,6,1H) 7,60 — 7,54 (m, 1H) 7,66 — 7,60 (m, 3H)*H10H12
H9 --- 8,50 (t, “J=1,8, 1H) 8,00 (d, 3 = 8,7, 2H)™H13 7,65 (d, %] = 8,3, 2H)*"13 7,77 7,72 (m, 2H)*13
H10 8,04 — 7,92 (m, 2H)*H13 .- 8,37 (d, 3] = 8,8, 2H)*H12 € g
H11 7,91-7,77 (m, 2H)*H12 8,43 (dt, J=8,2e 1,4, 1H) --- --- ---
H12 € 7,85 (t, %1 = 8,0, 1H) g € €
H13 3 8,13 (d, 3J = 8,0, 1H) € € €
CHs 2,30 (s, 3H)
Atribui¢des *3C C1 C2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 C9 C10 Cl1 Ci12 C13 CHs
HM6 166,5 131,9 121,1{1} 137,0 129,6{1} 124,5{1} 1254{1} 1312 147,8 124,7{1}  1348{1} 134,8{1} 129,8{1} ---
HM7 166,6 131,9 121,3{1} 137,2 129,7{1} 124,9{1} 125,6{1} 1408  121,4{1} 147,9 127,741} 131,5{1}  132,6{1} ---
HMS8 166,6 131,9 121,1{1} 137,3 129,7{1} 124,6{1} 125,5{1} 144,6 124,7°C3{1} 128,2*C2{1} 1499 ---
HM9 166,8 1319 1204{1} 1365 129,5{1} 123,5{1} 124,7{1} 1382 126,7*C3{1} 129,8*C12{1} 1435 20.9{1}
HM10 166,6 131,8 120,8{1} 137,7 129,6{1} 1243{1} 1251{1} 1381 1285'C3{1} 1295'12(1} 1379 oo
NOZo\\ HM7 9 o\\ H ) , ] OI HMS 9 o\\ H 4 , ) O' HM9 9 o\\ /H ) , Z O' HM10 q O\\ /H ) , 2 OI
"N N T e oNT " 6 o™ N 6 a 13 "

Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; dt = duplo tripleto; t = tripleto; m = multipleto; { }= DEPT 135; € = associado com a atribui¢do de outro hidrogénio
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Tabela 4.2.5 Atribuigdes, deslocamento quimico (ppm), multiplicidade e constante de acoplamento (J / Hz) dos sinais de RMN de 'H, ®*C{*H} e DEPT 135 da série

pABA
Atribui¢des *H HM11 HM12 HM13 HM14 HM15
COOH 12,85 (s, 1H) 12,81 (s, 1H) 12,81 (s, 1H) 12,71 (s, 1H) 12,80 (s, 1H)
NH 11,24 (s, 1H) 11,07 (s, 1H) 11,12 (s, 1H) 10,72 (s, 1H) 10,90 (s, 1H)
H3/H7 7,95 — 7,79 (m, 4H)*HiLH12 7,83 (d, *J = 8,6, 2H) 7,83 (d, ®J = 8,6, 2H) 7,79 (d, % =87, 2H) 7,82 (d, %) = 8,7 Hz, 4H)*HoH13
H4/H6 7,24 (d, %)= 8,6, 2H) 7,23 (d, *J = 8,6, 2H) 7,22 (d, %)= 8,6, 2H) 7,18 (d, %3 =88, 2H) 7,20 (d, ®J = 8,6 Hz, 2H)
H9 === 8,54 (t,*J =15, 1H) 8,06 (d, °J = 8,8, 2H) ™3 7,70 (d, %) = 8,3, 2H)""3 €
H10 8,14 — 7,97 (m, 2H)*"™"13 --- 8,38 (d, %J = 8,8, 2H)*"12 7,36 (d, % =8,1, 2H)*"2 7,64 (d, %) = 8,6 Hz, 2H)
H11 ® 8,46 (d, 3 = 8,2, 1H)
H12 € 7,87 (t,%=8,1, 1H) € € €
H13 g 8,21 (d, %=7,9, 1H) & < €
CH;s 2,33 (s, 3H)
Atribuigdes °C ~ C1 C2 c3/c7 c4/ce C5 C8 C9 C10 C11 C12 C13 CHs
HM11 166,1 1263  130,8{1} 118,7{1} 140,9 1311 147,9 124,941} 1350{1}  132,8{1}  130,0{1} ---
HM12 166,7 1264  130,9{1} 119,0{1} 141,1 140,8 121,5{1} 148,0 127,941} 13L,6{1}  132,6{1} ---
HM13 1666 1263  130,9{1} 118,8{1} 141,2 1446 124,851} 128,3*C12{1} 150,0 ---
HM14 166,7 1255  130,7{1} 118,0{1} 136,4 142,0  126,7*13{1} 129,8*¢12{1} 143,6 20,9{1}
HM15 166,7 1260  130,8{1} 118,5{1}  138,1*8 128,6*C12{1} 129,6 *<13{1} 141,6 ---
HM11 HM12 HM13 HM14 HM15
'I@NOZ AN o' OH " IONOZ 2 O' O ’ N ol AN P AL OI Cl\l@i e OI OH
" 5 o// \H - 13 O// H > 13 o// H " O H 6

Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; m = multipleto; { }= DEPT 135; ¢ = associado com a atribui¢do de outro hidrogénio.
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4.2.5 Analise estrutural por difrac¢do de raios X por monocristal e por po, e superficie de

Hirshfeld

Monocristais adequados para analise por difragdo de raios X dos compostos HM1, HM2,
HM4, HM5, HM11, HM12, HM14 e HM15 foram obtidos por evaporacao lenta a temperatura
ambiente da solugdo de etanol contendo os compostos. A discussao das andlises estruturais dos

acidos sera inicialmente apresentada pela séric 0ABA, seguido pela série pABA.

4.2.5.1 Serie oABA

Os compostos HM1 e HM2 cristalizaram no grupo espacial triclinico P1, enquanto os
compostos HM4 e HMS5 cristalizaram no grupo espacial monoclinico C2/c. Cada unidade
assimétrica ¢ constituida por uma tnica molécula do respectivo acido (Figura 4.2.3). Os

resumos das coletas de dados e dos refinamentos estdo dispostos na Tabela 4.2.6.

HM4

cn

Figura 4.2.3 Diagrama ORTEP das estruturas cristalinas dos compostos (elipsoides com 50 % de
probabilidade).
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Tabela 4.2.6 Dados relacionados a coleta, resolugao e refinamento dos compostos da séric 0OABA

Composto HM1 HM?2 HM4 HM5

Formula empirica C13H10N2065 C13H10N2068 C14H13NO4S C13H10C|NO4S

Massa molar (g mol™) 322,29 322,29 291,31 311,73

Temperatura (K) 298 298 298 300

L (A) 0,71073 0,71073 0,71073 0,71073

ssl’;tg? :} ST, e Triclinico, P1 Triclinico, P1 Monoclinico, C2/c Monoclinico, C2/c

a(A) 7,5646(7) 6,9540(5) 27,3129(11) 27,2039(9)

b (A) 8,9652(7) 8,0295(6) 8,5473(3) 8,5872(3)

c(A) 11,1387(8) 13,0353(11) 11,7510(5) 11,7115(3)

a(°) 85,896(6) 78,583(7) 90 90

B (°) 74,164(7) 84,741(7) 98,696(4) 98,379(3)

vy (©) 72,343(7) 71,262(7) 90 90

V (A% 692,45(10) 675,33(10) 2711,75(19) 2706,67(15)

Z 2 2 8 8

peaic (Mg m®) 1,546 1,585 1,427 1,53

w (mm?) 0,266 0,273 0,251 0,45

F(000) 332 332 1216 1280

(sen®/A)max (A™) 0,692 0,693 0,694 0,693
-8<h<10 -7<h<9 -36 <h<37 -36 <h<37

Faixa de indices de Miller -11<k<11 9<k<10 -11<k<11 9<k<1l1
-14<1<15 -16<1<16 -13<1<15 -14<1<15

Tamanho do cristal (mm) 0,51 x0,18x 0,12 0,33 x 0,30 x 0,09 0,30 x 0,27 x 0,20 0,70 x 0,56 x 0,15

Reflexdes coletadas 5459 5048 10690 19715

Reflexdes independentes 3238 3149 3363 3499

Rint 0,0215 0,0322 0,0671 0,032

Completeza (0 = 26,32) 99,96 % 99,96 % 99,90 % 99,87 %

Nobs (26), Npar 3238, 200 3149, 199 3363, 182 3499, 183

S 1,057 1,056 1,055 1,043

R(F); Rw (F?) [1>2a()] 0,044, 0,092 0,047; 0,105 0,048; 0,131 0,041; 0,102

R(F); Rw (F?) 0,064; 0,106 0,066; 0,119 0,057; 0,141 0,052; 0,111

Apmax; Apmin (€ A?) 0,213; -0,351 0,300; -0,352 0,242; -0,450 0,276; -0,418
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As moléculas da séric OABA apresentam valores das distancias de liga¢do da
carboxila (C1-O1 e C1=02) e sulfonila (SO2, SN) em bom acordo com os valores da
literatura para este tipo de ligagdo [5], ndo apresentando variagdo significativa entre 0S
valores nas estruturas cristalinas na série (Tabela 4.2.7). Os angulos formados entre os plano
C (4tomos da carbonila: C1/01/02) e o anel aromatico A (formado pelos atomos C2 a C7)
apresentam angulos entre eles de 6,2(0,2) °em HM1, 3,0(0,3) °em HM2, 4,6 (0,3) ° em HM4

e 4,1(0,3) °, 0 que indica que a carboxila se encontra quase coplanar ao anel aromatico.

Tabela 4.2.7 Selecio de ligagdes (A) e angulos (°) para a série 0ABA
Composto 0O1-Cl1 02-Cl S1-03 S1-04 SI1-N1 C8-S1-N1-C3

HM1  1,314(2) 1,226(2) 1,4234(14) 1,4250(14) 1,6130(17) 66,9(2)
HM2  1,311(3) 1,226(3) 1,4158(15) 1,4256(15) 1,6240(17) 66,3(2)
HM4  1,315(2) 1,228(2) 1,4250(14) 1,4228(13) 1,6348(14) 60,42(15)
HM5  1,317(2) 1,228(2) 1,4228(14) 1,4248(12) 1,6367(13) 60,75(15)

Na literatura ¢ relatado que as sulfonamidas raramente cristalizam em sua estrutura
de baixa energia calculada, podendo apresentar polimorfismo em diferentes sistemas de
cristalizagdo [6]. Observou-se que as estruturas da série OABA se encontram em
conformacdo similar (Figura 4.2.4). Isso provavelmente se deve as ligagdes de hidrogénio
intramoleculares N1-H1N--O2 e C4-H4---O4 (Figura 4.2.4, Tabela 4.2.8) presentes nas
moléculas, que reduziram a liberdade de rotagdo nas ligagdes simples, C3—-N1 e S1-N1.

Estas ligagdes de hidrogénio geraram dois anéis S11(6) nestas estruturas (Tabela 4.2.8).

Figura 4.2.4 Comparacao das unidades assimétricas dos compostos da série 0OABA (em azul — HM1,

em vermelho — HM2, em amarelo — HM4 e em verde — HM5).

No composto HM1 foi observada outra ligagao de hidrogénio intramolecular do tipo
N—H:-O do grupo orto-nitro com o hidrogénio sulfonamidico (d[N1--O5] = 2,944(2) A),
formando um anel S:(7). Esta liga¢do de hidrogénio afetou a rotagdo do grupo NO; através

do plano médio do anel aromatico B (formado pelos atomos C8 a C13), de forma que o valor
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observado para o composto HM1 [44,8(0,1) °] foi significativamente maior que o observado
para o composto HM2 [14,7(0,2) °].

Tabela 4.2.8 Distancias (A) e angulos (°) das ligacdes de hidrogénio para os compostos da série
0ABA

Composto D—H--A D-H(A) H-A@A) D-A@A) D—H-A()
N1-HIN---02 0,85 1,93 2,622(2) 138
N1-HIN---05 0,85 2,45 2,944(2) 118
C4-H4---04 0,93 2,44 3,053(3) 123

HM1 O1-HI---020 0,82 1,89 2,680(2) 163
C5-H5---04® 0,93 2,55 3,441(3) 160
C6-H6- 05 0,93 2,68 3350(3) 129
C6-H6---06™ 0,93 2,66 3247(3) 121
N1-HIN---02 0,83 1,95 2,650(3) 142
C4-H4---04 0,93 2,35 3,021(3) 128

HM2 O1-HI---02W 0,82 1,87 2,686(2) 172
C5-H5---04 0,93 2,53 3,400(3) 157
C12-H12---05%) 0,93 2,56 3258(4) 132
N1-HIN---02 0,83 2,00 2,680(2) 139
C4-H4---04 0,93 2,32 2,995(2) 129

HM4 O1-HI---02W 0,82 1,89 2708(2) 173
C5-HS5---Q3ii 0,93 2,48 3393(2) 166
C13-H13--04® 0,93 2,58 3246(2) 129
N1-H1IN---02 0,85 1,08 2673(2) 137
C4-H4---04 0,93 2,32 2,992(2) 129

HMS5 O1-HI---02® 0,82 1,90 27192) 173
C5-H5---03% 0,93 2,49 3,4002) 166
C9-HY---04) 0,93 2,56 3,86(2) 125

Operadores de simetria;: HM1.: (i) -x+2, -y+1,-z; (ii) -X, -y+2, -z; (iii) -x+1,-y+1,-z ; (iv) X, Y, z-1 ; HM2: (v) -
X, -y, -z+1; (vi) x+1, y-1, z; (vii) x-1, y, z; HM4: (viii) x, y+1, z; (iX) X, -y, z+1/2; HM5: (X) X, y-1, z; (xi) X, -
y+2, z+1/2.

Nas estruturas dos compostos da série, duas moléculas adjacentes formaram um
dimero centrossimétrico R2%(8) através de um par de ligagdes de hidrogénio O1-H1--02
(Figura 4.2.5).

No composto HM1, o hidrogénio H6 participa de uma ligagdo de hidrogénio
bifurcada (C6-H6---O5 e C6-H6---06) formando um anel R1%(8) com os grupos nitro de
duas moléculas adjacentes. Uma propagacao infinita na diregdo cristalografica [0 0 1] é
observada devido a liga¢ao de hidrogénio C6—H6---O6 (Figura 4.2.5-11). O composto HM2
apresenta duas intera¢des intermoleculares fracas do tipo 7w stacking entre os carbonos C1
e C3 com d[C1--C3]=3,316(3) A, e n—n" entre 0 4tomo de oxigénio O6 e o de carbono C2
da molécula vizinha {d[06--C2] = 3,292(3) A}.
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Figura 4.2.5 Propagacdo na rede cristalina dos compostos da séric OABA (I e Il —HM1, Il e IV -
HM2, Ve VI —HM4, e VIl e VIII - HMb).

A propagacdo das redes cristalinas dos compostos HM4 e HMS na direcdo [0 1 0] se
dé além da formagdo do dimero, também pela ligagdo de hidrogénio entre o oxigénio O3 do
grupo sulfonil com o hidrogénio H5 da fragdo do acido benzoico (C5-H5---O3) (Figura
4.2.5-V). A propagacgdo na direcdo [0 O 1] para estes compostos esta relacionada com a
ligacdo intramolecular com o oxigénio O4 do grupo sulfonil apresentando as ligagdes de
hidrogénio C13-H13---04% em HM4 e C9-H9---04X em HMS5. A propagacio na diregio
[1 0 0] se deve a interacdes fracas do tipo C—H--'m d[C-*Ttcu] = 3,674 A para o composto
HM4 e Cl--- com d[Cl-*mtc] = 3,350 A para o composto HMS5 (Figura 4.2.5-v1 e VIII).

A superficie de Hirshfeld dos compostos apresenta as regides em vermelho proximas
ao acido carboxilico indicando as interagdes intensas formadas pelos dimeros na rede

cristalina (Figura 4.2.6).
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Figura 4.2.6 Superficie de Hirshfeld dnorm (@) € grafico de impressao digital (b) dos compostos HM1
(1), HM2 (11), HM4 (111) e HM5 (1V); (1: interagdes O--H/H--O; 2: interagdes H:~-H; 3: interagdes
C-+H/HC).

As interagoes O---H/H---O associadas as interagdes intermoleculares vizinhas foram
as mais dominantes nos compostos. Nos compostos HM1 e HM2 estas interagdes
apresentaram uma porcentagem de quase 50 %, principalmente pelas interagdes C—H:--O

devido ao grupo nitro nestes compostos (Figura 4.2.6, Tabela 4.2.9).

Tabela 4.2.9 Porcentagens das interagdes nas superficies de Hirshfeld dos compostos da série 0ABA

Composto C--H/H--C  O--H/H--O O---C/C---O C--C H--H Cl-H
HM1 11,0 44,2 12,0 51 22,3 ---
HM2 12,3 42,7 10,7 53 20,5 ---
HM4 23,1 29,0 2,0 3.9 23,1 ---
HM5 11,4 27,6 3,1 4,6 29,0 6,1

A segunda contribuicdo mais predominante para a superficie de Hirshfeld total sao
as interacdes H---H (pontos vermelhos enumerados com o algarismo 2), onde os pontos de
espalhamento se estendem até de ~ di <1,2 A (raio de van der Waals do 4tomo de H), tendo

o composto HM2 pontos de espalhamento menores que 1,0 A.
Observa-se que a variagdo dos grupos R afetaram diretamente a porcentagem das

interagdes. Como exemplo, o composto HM4 por apresentar um grupo CHzs, ausente nas

demais estruturas, apresenta um acentuado aumento na porcentagem da interagdo
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C---H/H--C apresentando uma porcentagem de 23,1 % enquanto os outros compostos

apresentam um valor médio de 11,6 = 0,5 % desta interagao.

4.2.5.2 Série pABA

O composto HM11 cristalizou-se no grupo espacial triclinico P1 com uma molécula
do composto e uma molécula de agua (HM11-H20) na unidade assimétrica, enquanto 0s
demais compostos cristalizaram no grupo espacial monoclinico nos sistemas P2:/n (HM12)
e P2i/c (HM14 e HM15), apresentando cada unidade assimétrica constituida por uma
unidade da molécula do composto (Figura 4.2.7.). Os resumos das coletas de dados e dos

refinamentos estao dispostos na Tabela 4.2.10.

HM11-H-O

Figura 4.2.7 Representagdo ORTEP das unidades assimétricas dos compostos da série pABA
(elipsoides com 50 % de probabilidade).
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Tabela 4.2.10 Dados relacionados a coleta, resolugio e refinamento dos compostos da série pABA

Composto HM11-H,O HM12 HM14 HM15

Formula empirica C13H12N207S C13H10N2063 C14H13NO4S C13H10C|NO4S

Massa molar (g mol™) 340,31 322,29 291,31 311,73

Temperatura (K) 298 294 298 298

L (A) 0,71073 0,71073 0,71073 0,71073

Sistema cristalino, grupo espacial ~ Triclinico, P1 Monoclinico, P21/n Monoclinico, P2i/c Monoclinico, P2i/c

a(A) 7,8057(6) 5,1313(15) 5,1622 (18) 5.1338(2)

b (A) 8,0674(6) 41,9958(11) 13,1742 (5) 13.1123(6)

c(A) 12,8898(9) 6,6242(18) 20,0411 (8) 19.7872(10)

a(®) 73,580(6) 90 90

B () 74,919(6) 104,802(3) 91,958(3) 91.862(5)

v (©) 71,388(9) 90 90

V (A3) 724,86(10) 1380,1(6) 1362,2 (5) 1331.29 (10)

Z 2 4 4 4

peaic (Mg m3) 1,559 1,551 1,421 1,555

w (mm?) 0,264 0,27 0,25 0,46

F(000) 352 664 608 640

(sen0/A)max (A1) 0,695 0,698 0,695 0,694
-10<h<10 -7<h<7 -6<h<7 -6<h<7

Faixa de indices de Miller -10<k<10 -57<k<57 -17<k<18 -17<k<14
-l6<1<17 9<1<9 -27<1<27 -27<1<26

Tamanho do cristal (mm) 0,21x 0,18 x 0,17 0,28 x 0,27 x 0,08 0,40 x 0,17 x 0,16 0,46 x 0,28 x 0,20

Reflexdes coletadas 5431 36565 22286 10485

Reflexdes independentes 3386 3681 3501 3301

Rint 0,0260 0,046 0,071 0,046

Completeza (6 = 26,32°) 99,97 % 99,76 % 99,86 % 99,86 %

Nobs (26), Npar 3386, 208 3681, 199 3501, 182 3301, 181

S 1,044 1,107 1,035 1,039

R(F); Rw (F?) [1>2a(D)] 0,044, 0,107 0,050; 0,103 0,045; 0,118 0,043; 0,101

R(F); Rw (F?) 0,057; 0,117 0,072; 0,112 0,057; 0,127 0,057, 0,112

Apmax; Apmin (¢ A3) 0,349; -0,425 0,225; -0,333 0,289; -0,306 0,280; -0,343
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O grupo carboxila apresentou-se quase coplanar ao seu anel aromatico A (formado pelos
atomos C2 a C7) nesta série, com angulos entre os planos médios do anel e do grupo carboxila
iguais a 7,4(0,3) ° (HM12), 6,5(0,3) ° (HM14) e 6,6(0,3) ° (HM15). Os resultados obtidos para
a série 0OABA foram ligeiramente menores, possivelmente afetados pela formagao da ligagao
de hidrogénio N1-H1N--O2 nos compostos da séric 0ABA. A exce¢do na séric pABA foi 0
composto HM11 [« =2,1(0,3) °], provavelmente devido a ligagao de hidrogénio intramolecular
entre a carboxila e a molécula de dgua presente apenas neste composto

Os valores das distancias de ligagdo da carboxila d[C1-O1] e d[C1=02] para as
moléculas HM12, HM14 e HM15 encontraram-se dentro da faixa esperada para essa classe de
compostos (Tabela 4.2.11). Em contrapartida, o composto HM11-H>O apresentou uma variagao
significativa com d[C1-O1] =1,319(2) A e d[C1=02] = 1,209(2) A devido a interacio

intermolecular com a molécula de 4gua que este grupo realiza.

Tabela 4.2.11 Selegio de ligagdes (A) e angulos (°) para a série pABA
Composto 0O1-Cl1 02-Cl S1-03 S1-04 S1-N1 C8-S1-N1-C5

HMII'H,O 1,319(2) 1,209(2) 1,4279(14) 1,4249(14) 1,6081(16) -69,61(18)
HM12  1279(2) 1,253(2) 1,4228(15) 1,4319(15) 1,6314(17) 72,90(16)
HM14  1275(2) 1,252(2) 1,4281(12) 1,4330(13) 1,6476(15) 65,28(13)
HM15  1274(2) 1,246(2) 1,4242(13) 1,4306(13) 1,6407(16) -63,31(14)

Os compostos da série PABA ndo apresentaram interagdes intramoleculares
suficientemente fortes, como observado na séric 0OABA, para manté-los em uma conformagéo
similar entre eles. Assim, observou-se nos compostos da sériec pABA uma rotacao livre dos

grupos R-benzenossulfonil em torno da ligagao N1 — C5 (Figura 4.2.8).

Figura 4.2.8 Comparagao das unidades assimétricas dos compostos da série pABA (em azul — HM11,

em vermelho — HM12, em amarelo — HM14 e em verde — HM15).
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A presenca da molécula de dgua na rede cristalina do composto HM11 acarretou em
interacdes diferenciadas entre as moléculas adjacentes deste composto quando comparadas as
observadas nos outros compostos desta série. O oxigénio O2 do grupo carboxilico ¢ o 4&tomo
receptor de uma ligagio de hidrogénio intermolecular bifurcada (N1-HIN---O2"" e C4—
H4---02") formando um anel R,'(6). Essa interagdo combinada a uma ligagido de hidrogénio
entre o anel aromatico e o atomo de oxigénio sulfonilico O3 de uma molécula adjacente (C7—

H7---03'") forma uma camada 1-D na direcdo [0 1 0] (Figura 4.2.9-I).

) e . r* ¢ a ﬁ (1
/\‘/\ /\» 02 Hd\l/\ \]/ﬁ/\ ﬁ

01 HIW
m»{\/\ SN f R44(18) %;*m o l%

R4“(24)

1 IO W

: A 701k _H1 T
~ Y 1 H13, 02
X B 4
ANA Y
\62?* Y xy
I J
o\Avet X .

[ | el ,r\ij\ % k"‘#{ /

Figura 4.2.9 Propagac¢do na rede cristalina dos compostos da série pABA (I e 11 — HM11-H;O, Il e IV
—HM12, Ve VI -HM14, e VIl e VIII - HM15).
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As ligacdes de hidrogénio envolvendo a molécula de 4gua desempenham um papel

fundamental na estabilizagdo da estrutura cristalina (Figura 4.2.9-1l, Tabela 4.2.12). As

interagdes entre moléculas de agua e HM11 através de grupos carboxilicos (O1-H1---O1W),

sulfonil (O1W-H1W---04Y) e grupos nitro (O1W-H1W---06"") formaram os anéis R4*(18) e

R4*24) apresentando uma propagagio na direcio cristalografica [1 1 -1].

Nos compostos HM12, HM14 e HM15 cada molécula ¢ ligada a sua adjacente através

de pares de ligagdes de hidrogénio intermoleculares O1-H1--O2, dando origem a dimeros

centrossimétricos tipicos em acidos carboxilicos (Figura 4.2.9).

Tabela 4.2.12 Distancias (A) e angulos (°) das ligagdes de hidrogénio para os compostos da série pABA

Composto  D—H-—A D—H@A) H-AR) D---A(A) D—H:--A(°)
C6-H6---04 0,93 2,51 3,067(3) 118
O1-H1---01W® 0,82 1,84 2,647(2) 170
C13-H13---010 0,93 2,55 3,275(3) 135
N1-H1N---020 0,86 1,98 2,812(2) 165

HMI11-H,O C4-H4---020) 0,93 2,57 3,303(3) 136
C7-H7---030 0,93 2,55 3,466(3) 167
C11-H11---05™ 0,93 2,57 3,271(3) 132
O1W —HIW---04¥ 0,85 2,00 2845(2) 169
O1W —H2W:---06 0,85 2,16 3,004(2) 171
O1-H1---02vD 0,82 1,82 2,622(2) 168
N1-HIN---Q4ii) 0,86 2,16 3,000(2) 168

M2 C3-H3---01™ 0,93 2,57 3,420(3) 153
C4-H4---02™ 0,93 2,45 3,302(3) 152
C11-HI11---O5%) 0,93 2,73 3,339(4) 124
C11-HI11---06%) 0,93 2,83 3,465(3) 126
O1-H1---02¢ 0,82 1,79 2,606(2) 171
N1-H1IN---O4iD 0,82 2,19 2,991(2) 168

HM14 C7-H7---03iD 0,93 2,52 3,329(2) 146
C12-H12---02&W 0,93 2,53 3,427(2) 161
C13-H13---:01™v 0,93 2,54 3,348(3) 146
O1-H1---02) 0,82 1,79 2,604(2) 171
N1-H1IN:--04%v) 0,85 2,16 3,003(2) 168

HM15 C3-H3---:03™v) 0,93 2,53 3,346(2) 147
C12-H12---02&W 0,93 2,45 3,342(3) 160
C13-H13---O1%i) 0,93 2,51 3,323(3) 146

Operadores de simetria; HM11-H20: (i) 1-x, 2-y, -z; (ii) X, -1+y, z; (iii) X, 1+y, z; (iv) 1+X, y, z; (V) 1+X, -1+y, Z;
(vi) -, 1-y, 1-z; HM12: (vii) 1-x, -y, -z; (viii) -1+X, Y, Z; (iX) 2-X, -y, 1-z; (X) 1+X, Yy, 1+z; (xi) 1/2+X, 1/2-y, -1/2+z;
HM14: (xii) 1-x, 1-y, -z; (xiii) -X, 1/2+y, 1/2-z; (xiv) -1+x, 1/2-y, 1/2+7; (xv) -X, -1/2+y, 1/2-z; HM15: (xvi) -1+X,

Y, Z.
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A possibilidade de polimorfismo para sulfonamidas ¢ descrita na literatura [6]. Dentre
as estruturas cristalograficas apresentadas na presente tese, o composto HM 14 foi o tnico que
teve sua estrutura cristalina previamente relatada [7].

No trabalho apresentado por Mustafa e colaboradores a metodologia de sintese e o
sistema de cristalizacdo empregados foram equivalentes aos realizados para a obtencdo do
HM14 neste capitulo. Contudo, este composto apresentou-se com arranjo cristalino diferente
quando comparado ao relatado na literatura (Figura 4.2.10). A varia¢do conformacional na
por¢do p-toluilsulfonamida de HM14 em comparagdo com o meSmo composto na literatura se
deve principalmente a rotagdo em torno das ligagdes C5-N1 e N1-S1 e as interagdes
intermoleculares diferentes (Figura 4.2.10-1 e II).

A enumeragdo dos atomos no trabalho apresentado por Mustafa foi diferente da
apresentada neste trabalho. Assim, para ndo haver divida ou ambiguidade durante a discussao
dos dados, a numeragao para os atomos do composto apresentado na literatura seguiu a da tese

e a codificagdo deste composto foi dada como MM 14.

() ~ an INRE ()

5 10 15 20 25 30 35 10 45 50

2-theta ()
Figure 4.2.10 Estruturas cristalograficas do MM14 apresentado na literatura (1), HM14 obtido no
presente trabalho (11) e difratogramas de p6 simulado (em vermelho) e experimental (em preto) do
HM14, e difratograma simulado do MM14 (em azul) (I11).

Inicialmente 0s compostos apresentam-se em sistemas cristalinos distintos, sendo
triclinico P-1 (MM14) e monoclinico P2i/c (HM14). Em ambos os compostos, 0s dimeros
vizinhos sdo ligados uns aos outros através de duas interagdes C—H:--O em um lado e através
da ligacdo N1-H1N---O1 no outro lado ao longo do eixo b. Contudo, as interacdes C—H---O no
HM14 ocorrem com os atomos do anel aromatico do grupo p-toluilsulfonil (C13-H13---O1*V
e C12-H12---02%), enquanto que no MM14 as interagdes ocorrem com os atomos do anel
aromatico do acido p-aminobenzdico (C3—H3---O1 e C4-H4---02) com d[C3---O1]=3,397(2)
A e d[C4---06] = 3,294(3) A, distancias maiores que observadas no HM14 (Tabela 4.2.12).
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Outra diferenca de interacao foi observada para o oxigénio O3 do grupo sulfonil. Em
HM14 este atomo realiza duas ligagdes intermoleculares, uma ligacdo de hidrogénio C7-
H7---03"" ¢ uma intera¢do fraca do tipo m---m com o carbono C1 da molécula adjacente
d[O3-:-C1]=3.189(2) A (operador de simetria: 1-X, -1/2+y, 1/2-z). Por sua vez, no MM14 esse
oxigenio realiza apenas uma interagdo intermolecular C10-H10---O3.

A analise da relag@o da estrutura cristalizada com o pd obtido da sintese do HM14 foi
realizada pelo experimento de difracdo de raios X por po para comparagao dos difratogramas
experimental e 0 gerado pelo programa Mercury® v3.10.1 a partir da estrutura resolvida.
Observou-se para o difratograma do composto HM14 (Figura 4.2.10-111) diferenca entre 0sS
angulos dos picos quando comparados os difratogramas simulado (em vermelho) e
experimental (em preto), indicando que o material em estado sélido se encontra em um sistema
diferente ao observado no monocristal. Pela comparagdo entre os difratogramas de HM14 (em
vermelho) ¢ MM14 (em azul) pdde-se afirmar que o produto obtido da sintese do HM14
apresenta mais de uma conformagao no solido, onde encontra-se também o MM 14.

A descri¢do da superficie de Hirshfeld para HM11 serd apresentada junto ao complexo
de estanho na Se¢do 4.3.6. A superficie de Hirshfeld dos demais compostos apresenta regides
em vermelho proximas ao acido carboxilico, indicando as interagdes intensas formadas pelos
dimeros na rede cristalina. Além disso, os compostos apresentam uma regido avermelhada
menos intensa proxima ao oxigénio O4 do grupo sulfonil, relativa a ligagdo N-H--O (Figura
4.2.11).

As interagdes O---H/H---O foram as mais preponderantes nas superficies dos compostos
HM12 e HM15, seguidas pela interagdo H:--H. No composto HM 14 observou-se a inversdo da
ordem dessas interagdes, sendo a interagdo H---H com maior porcentagem observada. Isto se
deve principalmente ao efeito do grupo CHs nas intera¢des na rede cristalina do HM 14 (Tabela
4.2.13). A interagdo Cl--*H no HM15 apresenta uma porcentagem maior (12,8 %) do que a
observada para 0 composto estruturalmente similar MH5 da série 0ABA (6,1 %).
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Figura 4.2.11 Superficie de Hirshfeld dnorm (@) e grafico de impressao digital (b) dos compostos HM12
(1), HM14 (11) e HM15 (111); (1: interagdes O---H/H---O; 2: interagdes H---H; 3: interagoes Cl---H/H---Cl).

Tabela 4.2.13 Porcentagens das interagdes nas superficies de Hirshfeld dos compostos da série pABA

Composto C-H/H--C O-H/H-0O 0O-C/C-0O C-C H---H Cl--H
HM12 12,3 47,3 9,7 1,4 20,1 ---
HM14 17,3 32,3 53 1,2 40,0 ---
HM15 15,3 32,6 5,3 15 21,9 12,8

4.2.6 Estudo da interagdo com albumina sérica humana (HSA)

De forma arelacionar a variagao estrutural dos novos acidos N,R-sulfonamidobenzoicos
e a sua interagdo com alvos bioldgicos e mecanismos de propagacao em meio biologico, fez-se
a escolha de avaliar a relagdo estrutural dos compostos e suas variagdes de grupo (NO2-, CHs-
e Cl-) com o estudo da interagdo dos compostos com a albumina sérica humana (HSA).

De forma semelhante ao ocorrido as tiossemicarbazonas, os adcidos obtidos absorvem no
comprimento de onda 295 nm utilizado na excitagdo do residuo triptofano (Trp-214) da
albumina sérica humana. Assim, a corre¢ao na intensidade da fluorescéncia para a obtengao das
constantes de interagdo entre os compostos e a albumina foi feita aplicando as Equagdes 2.2 e
2.6 (Capitulo 2).

Inicialmente, observou-se que 0s compostos apresentam uma banda intensa que se

desloca para menores A e apresenta menor intensidade na ordem das séries OABA, mMABA e
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PABA (setas pretas na Figura 4.2.12.), sendo pouco visivel a banda da série pABA por estar

praticamente sobreposta a uma outra banda de fluorescéncia em torno de 316 nm.
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Figura 4.2.12 Espectro de fluorescéncia da HSA na auséncia (a) e na presenga de quantidades crescentes
(b — h) do composto HM5 (1), HM10 (11) e HLM15 (I11) a 25 °C (pH 7,2, Aexc. = 295 nm). Curva em
preto pontilhada representa a fluorescéncia do composto no comprimento de onda de excitagdo. Em

destaque, reta obtida pela equagdo de Stern-Volmer.

Em todos os casos, a supressdo da emissdo de fluorescéncia do Trp-214 e um
deslocamento hipsocromico foram observados apds a adi¢do das aliquotas dos compostos, o
que indica a intera¢do dos compostos com a albumina e a alteragdo do microambiente em torno
do Trp-214, tornando-o mais hidrofobico.

Os valores das constantes de interacdo Ksy entre os acidos e a HSA foram da ordem de
grandeza de 10* L mol?, indicando que estes compostos apresentam uma forca de ligacdo
moderada com a proteina (Tabela 4.2.14). Os valores calculados para a constante Kgq, referentes
a eficiéncia de supressdo ou acessibilidade ao agente supressor foram maiores do que a
constante de velocidade de supressdo limite por difusdo controlada (2,0 x 10 L mol™?). Isto
sugere que as interagdes entre estes compostos e a albumina ocorrem principalmente por meio

do mecanismo estatico.
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Tabela 4.2.14 Valores da constante de supressdo de Stern-Volmer (Kg), constante de supressdo
bimolecular (kg), constante de ligagdo (K») e nimero de sitios de ligagdo por proteina (1) associados a
interacdo composto-HSA (tampao Tris-HCI, pH 7,2, dexc =295 nm, T = 37 °C)

Compostos (x 1c|)<4svlv|-1) (x 10lzk MLs?) R (x 1(l)éb|v|-1) i R®
Série 0ABA:
HM1 6,41 6,41 0,9984 24,95 0910  0,9998
HM2 4,67 4,67 0,9993 25,92 0,944  0,9999
HM3 4,59 4,59 0,9995 75,60 1,048 0,999
HM4 6,30 6,30 0,9775 2,88 0,705  0,9947
HMS5 7,73 7,73 0,9861 4,31 0,726  0,9976
Séric MABA:
HM6 6,49 6,49 0,9717 1,22 0622  0,9970
HM?7 6,67 6,67 0,9917 5,57 0,790  0,9990
HMS 9,30 9,30 0,9868 7,31 0,732 0,9984
HMO 6,42 6,42 0,9778 0,47 0531  0,9925
HM10 8,43 8,43 0,9875 0,36 0478  0,9980
Série pABA:
HM11 3,70 3,70 0,9997 30,16 0980  0,9996
HM12 3,08 3,08 0,9878 3,45 0,790  0,9967
HM13 5,02 5,02 0,9926 6,62 0807  0,9989
HM14 1,10 1,10 0,9966 1,95 0837  0,9998
HM15 3,14 3,14 0,9854 0,18 0550 0,966

R? = coeficiente de correlagdo para os valores de Ksy; RP = coeficiente de correlagdo para os valores de Kb.

A partir da analise dos valores de Ky na Tabela 4.2.14 pode-se inferir que a série 0OABA
apresentou, em sua maioria, valores de K, 10 vezes maior que os observados para as séries
MABA e pABA. As excecdes observadas foram os compostos HM11 e HM14 da série pABA
que apresentaram valores de Ky na mesma ordem de grandeza dos compostos que apresentam
variagdes estruturais similares na fragao R-fenilsulfonil da série )oABA (HM1 e HM4).

Observou-se que, exceto na série pABA, 0s compostos que apresentam o grupo NO--
na posigao para (HM3 e HM8) apresentaram maior valor de Ky, sugerindo que a interagao dos
compostos com a regido do Trp-241 ¢ otimizada pelo direcionamento destes grupos. A andlise
do resultado anémalo do composto HM11 dentro da sua série encontra-se fora do escopo deste
trabalho.

Os valores de n proximos de 1 indicam que a maioria dos compostos se ligam a HSA
por uma razao molar de 1:1 (composto-HSA), exceto HM9, HM10 e HM15 que apresentaram

razdo molar de 0,5:1 (compostos-HSA).
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4.3 Complexo organometalico de Sn(IV) com HM11

4.3.] Sinteses

O complexo de estanho(1V) foi obtido pela adi¢do de 1,0 mmol do composto HM11 e
1,0 mmol de NaHCO3z em 15 mL de etanol com uma quantidade equimolar do BusSnCl,
adicionado gota-a-gota. A mistura reacional foi agitada e a aquecida a 50 °C por 4 horas. O
material insolavel foi filtrado e o material filtrado foi evaporado sob pressao reduzida, gerando
um o6leo amarelado. O dleo foi solubilizado em 2,0 mL de etanol e, em seguida, foram
adicionados 50 mL de agua destilada. O sdlido formado em solugdo foi filtrado, lavado com

agua destilada (3 x 10 mL) secado a vacuo (Esquema 4.3.1).

Bu;SnCl, NaHCO3,

Y

EtOH

Esquema 4.3.1 Esquema de sintese do complexo triorganoestanico BusSnM11.

4.3.2 Analises

A analise elementar de CHN corrobora a propor¢dao dos elementos na forma

monomérica no estado soélido para o complexo (Tabela 4.3.1).

Tabela 4.3.1 Dados de temperatura de fusdo e analise elementar

Analise elementar*®
%C %H %N
BusSnM11 81,7 -83,8 48,66 (49,12) 5,74 (5,94) 4,67 (4,58)
* = Valores calculados de CHN entre paréntesis.

Composto Temperatura de fusao (°C)

O complexo apresentou solubilidade em DMSO, acetonitrila, etanol e metanol, sendo
insoluvel em agua, hexano, cloroférmio e éter. A estabilidade do complexo em DMSO ou
DMSO em Tris-HCI [1% DMSO (v/v), pH 7,2] foi monitorada por espectroscopia UV-vis, que

confirmou a estabilidade do composto por até 72 horas apos a inser¢do deste as solugdes.
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4.3.3 Espectroscopia na regido do infravermelho

As bandas atribuidas ao grupo sulfonil no espectro do HM11 em 1362 cm™ e 1162
cm? referente aos respectivos modos vas(SO2) e vs(SOz) apresentaram um pegueno
deslocamento para 1374 cm™ e 1177 cm™?, respectivamente, apos a complexagdo (Tabela 4.3.2).
A banda referente ao modo v(N—H) em 3152 cm™ no ligante foi observada deslocada para 3300

cm™* no complexo.

Tabela 4.3.2 Atribuigdo das principais bandas de absor¢io na regido do infravermelho (v/cm™, partilha de KBr)

Atribui¢des V(C:O) VAs(C02) VAs(C02) VAs(NOQ) VAs(SOZ) Vs(NOz) Vs(SOz) V(SHO)
HM11 1698 2o 2o 1534 1362 1336 1162 =23
BusSnM11 --- 1636 1346 1536 1374 1174 467
Av =290

O modo de coordenagdo ao redor do atomo de estanho pelo carboxilato pode ser
proposta pelos valores das bandas de estiramento assimétrico vas(COz) e simétrico vs(CO2). O
valor da diferenga entre os estiramentos Av [Av = va5(COO) - vs(COO)] ¢ utilizado para
classificar o modo de coordenacio do carboxilato em trés grupos: i) Av < 200 cm™, grupo
carboxilato ligado em modo bidentado; ii) 200 cm™ < Av < 350 cm™, presenga de uma
coordenacio anisobidentada, e iii) Av > 350 cm™, grupo carboxilato ligado na forma
monodentada, podendo apresentar interagdes intra- ou intermoleculares fracas [8, 9]. No
espectro do complexo, o valor de Av = 290 cm™ estd em concordancia com a coordenagio
bidentada, indicando um numero de coordenagdo do centro metalico igual a cinco.

O modo de vibragdo de estiramento assimétrico do grupo nitro, presente em 1534 cm
em HMI11, ndo apresentou significativa variacdo de sua posicao apos a complexagdo (1536
cm? em BuzSnM11). O modo vs(NO2) observada no ligante livre em 1336 cm™ ficou

sobreposto no espectro do complexo.

4.3.4 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear

O espectro de RMN de *H do HM11 apresenta um sinal largo em 12,85 ppm atribuido
a0 hidrogénio do grupo acido carboxilico, 0 qual ndo foi observado no espectro do complexo,
indicando a desprotonagao do ligante (Figura 4.3.1, Tabela 4.3.3). O sinal do NH em 11,24 ppm

no espectro do ligante livre nao apresentou variagao significativa apos coordenagao (dc 11,07).
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Os sinais dos hidrogénios aromaticos em BusSnM11 encontraram-se na faixa similar a do

ligante livre, porém apresentando pequenas variacdes em seus deslocamentos quimicos.

Contudo, a sobreposi¢ao dos sinais H3/H7, H11 e H12 inviabilizou a determinacao especifica

dos deslocamentos quimicos destes hidrogénios.
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Figura 4.3.1 Espectros parciais de RMN de 'H do HM11 (em vermelho) e BusSnM11 (em preto)
(DMSO-ds).

As curvas de integracio no espectro de RMN *H do complexo foram consistentes com
trés grupos butil como coligantes. Além disso, os sinais dos hidrogénios nos grupos butil
apresentaram-se com multiplicidade de sinais caracteristicos como Ho. em 1,11 ppm como um

tripleto, HB como um quinteto em 1,58 ppm, Hy em 1,29 ppm como um sexteto e H6 como um

tripleto em 0,83 ppm.
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Tabela 4.3.3 Atribui¢Ges, deslocamento quimico (ppm), multiplicidade e constante de acoplamento (J /

Hz) dos sinais de RMN de H, ®*C{*H} e DEPT 135 do HM11 e do BuzSnM11 (DMSO-ds)

Atribui¢des H HM11 BusSnM11
COOH 12,85 (s, 1H) -
NH 11,24 (s, 1H) 11,07 (s, 1H)
H3/H7 7,95 7,79 (m, 4H)*HiLH2 7,87 — 7,74 (m, 4H)*HiH2
H4/H6 7,24 (d, 3Jrn = 8,6, 2H) 7,16 (d, 3Jrn = 8,2, 2H)
H10 8,14 — 7,97 (m, 2H)*13 8,04 — 7,97 (m, 2H) ™13
Ho - 111 [t, 2yt = 8,1, 6H, 23(119Sn 1H) = 30,5]
HB - 1,58 (quint, 3y = 7,7, 6H)
Hs - 0,83 [t, 2Jni = 7,3, OH, 2J(1295n,1H) = 31,8]
Hy --- 1,29 (sext, *Ju.n = 7,3, 6H)
Atribuigdes °C HM11 BusSnM11
C1 166,7 168,8
Cc2 126,3 130,5 {1}7C3¢T
c3/cT 130,8 {1}
C4/C6 1187 {1} 1188 {1}
C5 140,9 139,7
C8 131,1 1314
C9 147,9 147,9
C10 124,9 {1} 1247 (1)
c11 135,0 {1} 1347 {1
C12 132,8 {1} 1326 {1}
C13 130,0 {1} 129.9 {1}
Ca - 18,6 [LJ(191175n, 13C) = 237,8/227 5] {1}
CcB - 27,7 [2J(9Sn, *C) = 13,9]
Co --- 13,6
Cy - 26,4 [FJ(*°Sn,2%C) = 36,8] {1}

Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; m = multipleto; quint = quinteto; sext = sexteto; { } = DEPT
135.

O sinal correspondente ao carbono C1, referente ao acido carboxilico, foi observado em
oc 166,7 no HM11 (Figura 4.3.4) e em Jc 168,8 para o carboxilato no complexo. Este
deslocamento do sinal do carbono C1 para campo baixo no espectro de RMN de *C{*H} do
complexo foi devido a transferéncia de densidade eletronica do ligante para o atomo de estanho
[10], o que corrobora com a coordenagdo do grupo ao Sn(IV).

A atribui¢do do sinal do carbono C2 junto aos carbonos C3/C7 foi realizada pelo
experimento de HMBC, em que o acoplamento 2Jc.4 dos hidrogénios H3/H7 com a regido onde

os sinais dos carbonos C3/C7 se encontram corroboraram a sobreposi¢ao dos sinais.
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Figura 4.3.2 Espectros parciais de RMN de *C{*H} do HM11 (em vermelho) e BusSnM11 (em preto)
(DMSO-ds).

N
H 6 12

A estimativa do angulo de ligagdo C—Sn—C (0) pode ser determinada pela Equagdo 4.3.1
e Equagdo 4.3.2, de acordo com os valores das constantes de acoplamento 2J(*1°Sn,'H) e

1J(119117gn 13C), as quais sdo obtidas a partir dos satélites existentes nos espectros, conforme
observado nas Figuras 4.3.1 e 4.3.2 do complexo [11].
0 =(0,0161)? 12J(*°Sn-1H)1? — 1,32 12J(**°Sn-tH) + 1334 Equacdo 4.3.1

LI(H9SN-13C)1 = (10,7 £ 0,5) (0) — (778 + 64) Equagdo 4.3.2

Compostos tetracoordenados apresentam valores de J inferiores a 400 Hz e 2J inferiores
a 60 Hz (0 < 120 °). Para os compostos pentacoordenados, 1J deve estar na faixa de 450 a 670
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Hz e 2J entre 65 a 80 Hz (115 °< 0 < 130 °), enquanto compostos hexacoordenados apresentam,
geralmente, valores superiores a 670 Hz e 83 Hz para 1J e 2J, respectivamente (6 > 135 °) [12].

Os valores de 1J e 2J obtidos para o composto BuzSnM11 (Tabela 4.3.3) e os valores de
0 calculados de 108,1 ° (Equagao 4.3.1) e 96,7 ° (Equacao 4.3.2) indicam uma geometria
tetraédrica distorcida (NC = 4) em solugdo para o complexo.

O valor do deslocamento quimico do nticleo metélico no espectro de RMN de 1°Sn{*H}
(0sn) € extremamente dependente do numero de coordenacdo do estanho ¢ da natureza dos
grupos coordenados ao metal. Uma pequena varia¢do de densidade eletronica sobre o centro
metalico gera uma grande variacdo no deslocamento quimico, podendo indicar possiveis
produtos secundarios de reagdo ou coordenacdo do solvente ao complexo [13, 8]. Os dsn para
campo magnético efetivo menor geralmente ocorre devido ao aumento do numero de
coordenagdo do estanho, uma vez que o atomo de estanho se torna mais protegido.

Para dsn maiores que -150 ppm encontram-se 0s complexos tetracoordenados, valores
de -150 a -250 ppm estdo relacionados aos complexos pentacoordenados e de -300 a -550 ppm
envolvem os complexos hexacoordenados [14]. Desta forma, 0 dsn do composto BusSnM11
encontra-se na faixa associada a compostos tetracoordenados (NC = 4) (Figura 4.3.5).

14.4

16.8
—20.1
—232
—25.7

0sn

6 4 2 0 2 -6 -10 -14 -18 -22 -26 -30 -34 -38 -42 -46

Figura 4.3.3 Espectro parcial de RMN de *°Sn{*H} do composto Bu;SnM11 em DMSO-ds.

A divergéncia no nimero de coordenacdo observado no estado solido (N =5) e em
solugdo (NC = 4) pode estar relacionada a interagdo fraca entre um dos atomos de oxigénio do
grupo carboxilato no estado solido, sendo desfeita em solugdo. Assim, pdde-Se propor que as

estruturas em ambos os estados se encontram como apresentados na Figura 4.3.4.
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Figura 4.3.4 Propostas de arranjo espacial em estado solido (1) e em solugéo (11).

4.3.5 Analise estrutural por difra¢do de raios X por monocristal e por po

Monocristais adequados para difracao de raios X foram obtidos pela evaporagado lenta a
temperatura ambiente de solugao etandlica do complexo BusSnM11. O complexo cristalizou-
se no grupo espacial C2/c, com uma molécula por unidade assimétrica (Figura 4.3.5, Tabela

4.3.4).

Figura 4.3.5 Representacao ORTEP com elipsoides em 50 % de probabilidade da unidade assimétrica

do complexo BusSnM11 (atomos de hidrogénio foram removidos da figura para melhor clareza).

Diferentemente das demais caracterizagdes em estado solido, apresentadas nas
subsecdes anteriores, em que foi sugerido que no estado sélido o complexo se encontra como
um mondmero ligado aos dtomos de oxigénio do grupo carboxilato de apenas um tnico ligante,
na estrutura cristalina este composto apresentou-se como um polimero de coordenagdo com o
estanho(IV) como centro metalico coordenado aos trés grupos butil e a dois oxigénios de duas
moléculas do ligante HM11 desprotonados com distancias de ligagdio Sn—O e Sn—C ndo-

equivalentes (Figura 4.3.6, Tabela 4.3.5).

96



Tabela 4.3.4 Dados relacionados a coleta, resolugdo e refinamento do BusSnM11

Composto BusSnM11
Formula empirica Cs0H72N10125,5n;
Massa molar (g mol™?) 1222,61
Temperatura (K) 120

L (A) 0,71073

Sistema cristalino, grupo espacial Monoclinico, C2/c
al bl c (A) 28,7151(5)/ 10,2118(18)/ 19,0198(3)
B(° 100,131(18)

V (A%) 5490,3(10)

z 4

Peac. (Mg m®) 1,479

w (mm?) 1,05

F(000) 2512

(sin0/M)max (A1) 0,700

Faixa de indices de Miller
Tamanho do cristal (mm)

-39<h<39/-13<k<13/26<1<26
0,54 x 0,18 x 0,04

Reflexdes coletadas 46463
Reflexdes independentes 7078
Rint 0,0324
Completeza (6 = 26.32°) 99,88 %
Parametros refinados 316
Nobs (26) 7078
S 1,055
R(F); Rw (F?) [I>2a(I)] 0,022; 0,051
R(F); Rw (F?) 0,027; 0,054
Apmax; Apmin (€ A7) 0,610; -0,523
o == = Ia
C24 c23 - ° / /
\\174,22(4) S —~ B b
c22 e 1 cu I~ = —~ .~ ~
c25 . \‘u\_‘//b » e _ Vs ’ \Q\M/
e el >l =
(M (1)

Figure 4.3.6 A geometria bipiramide trigonal distorcida da visdo do plano ab (I) do complexo e a
propagagdo em zig zag ao longo da dire¢do [0 1 0], mostrando a cadeia polimérica do BusSnM11 (11)
(os atomos de hidrogénio em () e 0s substituintes alquila em (I1) foram omitidos por motivos de clareza

das figuras).
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Tabela 4.3.5 Comprimentos de ligagdo (A) e angulos (°) selecionados

Ligagio (A) HMILH,0 BusSnM11 Angulo (°) HM11.H,0  BusSnM11
0o1-C1 1.319(2) 1.242(2) N1-S1-C8 105.01(8)  108.20(8)
02-C1 1.209(2) 1.281(2) C8-S1-N1-C5 -69.61(18)  60.88(15)
S1-03 1.425(1) 1.433(1) C8-C9-N2-05 35.4(2) -59.3(3)
S1-04 1428 (1)  1.423(1) C8-C9-N2-06 -146.88(18) 120.6(2)
05—N2 1.2138(18)  1.220(2) O1-Sn1-02 174.22(4)
06—N2 1.2229(19)  1.227(3) Cl14-Snl-C18 117.82(7)
Snl-01 2.4635(11) C14 —Snl-C22 126.34(7)
Snl-02 2.1559(11) C18-Snl-C22 113.95(7)
Snl-C14 2.1387(17) Cl14-Snl-01 83.27(5)
Snl-C18 2.1490(16) C14 —Snl- 02 97.29(6)
Snl-C22 2.1444(16) C18-Snl-01 83.38(5)
C18 - Snl - 02 91.30(6)
C22-Sn1-01 89.58(5)
C22-Snl-02 94.67(5)

O centro metalico Sn(IV) encontrou-se em uma geometria bipiramide trigonal
ligeiramente distorcida, com a posigdo axial composta pelos dois atomos de oxigénio, com
angulos O1-Sn-02 a 174.22(4) °, e posigdes equatoriais ocupadas pelos substituintes butil com
a soma dos angulos C—Sn—C de 358.14 ° (Figura 4.3.6-a).

A estrutura da cadeia polimérica unidimensional foi formada através da ligacdo da
unidade carboxilato a dois centros de estanho (Figura 4.3.6-b) com distancias Sn—-O
significativamente diferentes (d [Sn1-O1 =2,4635 (11) A]e d [Sn—-02 =2,1559 (11) A]), onde
0 centro metalico apresentou-se deslocado do plano equatorial de 0,170 A em dire¢do ao
oxigénio O2.

O hidrogénio HIN do grupo NH no complexo apresentou uma ligagdo de hidrogénio
bifurcada com dois atomos de oxigénio, uma intramolecular N1-HIN---O5 e outra
intermolecular N1-H1IN---O3' (Tabela 4.3.6). Estas intera¢des resultaram em uma rotagio
proxima a 130 © na ligagao simples N1-S1 do grupo sulfonil quando comparados o HM11 e o
BusSnM11 (Figura 4.3.7).
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Figura 4.3.7 Rotagéo do grupo R-sulfonil em relacao a ligagao N—S no MH11 (em amarelo) e BusSnM11

(em verde).

Tabela 4.3.6 Distancias (A) e angulos (°) de ligagdes de hidrogénio para o composto BusSnM11

Composto D—H---A D—H H-A DA D—H---A
N1—HIN---O5 0,85 2,53 2,973(3) 113

BusSnM11  N1—HIN---O3 0,85 2,07 2,904(2) 166
C4—H4---04" 095 250  3,154(4) 126

Operadores de simetria: (i) -x, -y, -z; (ii) -X,1-y,-z.

Os atomos de oxigénio do SO realizam ligagdes de hidrogénio intermoleculares com a
amina (N1-H1N---03') e com o anel aromatico (C4-H4---04"), formando os respectivos anéis
R2%(8) e R2%(12). A unidade “amina-sulfonil-fenil” resulta numa cadeia infinita paralela a
direcdo [0 1 0] (Figura 4.3.8-a). Uma camada 2-D paralela ao plano (1 0 1) foi formada por trés
interagdes fracas, uma envolvendo a porgdo do anel 2-nitrobenzenosulfonamido (C11-H11--x,
C16—H16A--'m), outra formando um empilhamento x -+ 7 stacking entre estes anéis adjacentes
e mais uma pela por¢do do anel aminobenzdico (C25-H25---w), além das interacdes da unidade

amina-sulfonil-fenila (Figura 4.3.8-b).
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(b)

Figura 4.3.8 Interagdes intermoleculares e propagagao na estrutura cristalina do BusSnM11.

Para verificar se apenas na estrutura cristalina do cristal era observada a polimerizagao
do complexo ou se no so6lido se encontram as duas estruturas possiveis, foi realizada a analise
por difragao de raios X de p6 (DRXP) do sélido obtido da sintese do complexo. Observa-se na
Figura 4.3.9 que o difratograma obtido pelo experimento de DRXP ¢ diferente do gerado a

partir do programa Mercury® v.3.10.1, em que os picos sio obtidos a partir da estrutura refinada.

) (1)

Sl N

[ T T
5 10 15 20 25 30 33 40 43 50 5 10 15 20 23 30 33 40 45 50
2-theta (°) 2-theta (7}

Figura 4.3.9 Difratogramas de p6 teorico (em vermelho) e experimental (em preto) obtidos para o

HM11(1) e BusSnM11 (11).
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Observou-se uma variagao nos picos do difratograma experimental do complexo quando
comparado ao simulado a partir da estrutura polimérica (Figura 4.3.9-11). Este resultado mostra
que a estrutura do monocristal estudado ¢ diferente da estrutura da amostra policristalina, em
concordancia com o observado por meio das outras técnicas de analise, nas quais a amostra

solida é monomérica.

4.3.6 Superficie de Hirshfeld

A interag@o mais dominante no HM11 sdo as interagdes O--H/H:--O relacionada a dgua
e as interagdes intermoleculares vizinhas que aparecem como pontos especificos no grafico de

impressdes digitais 2D (Figura 4.3.10-a).

C13-H13--02

O1W-H2W--04 O1-H1--01W

N1-H1IN--02

-

C4-H4--02

C7-H7--03

(@) (b)

O1W-H1W---06

N1-HIN--O3

Snl - 02 ligagdo covalente

C4-H4--04
Snl - 02 ligagdo covalente

(©) (d)

Figura 4.3.10 Superficie de Hirshfeld mapeada com dnorm (@ - frente, b - verso) de HM11, com dnorm (C
— lado superior, d — lado inferior) e shape index (e) de BusSnM11.
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A segunda contribui¢@o mais predominante para a superficie total de Hirshfeld de HM11
¢ a partir das interacdes H --- H, onde os pontos de espalhamento se encontram até de =~ di < 1,2
A (raio de van der Waals do atomo de H). Por outro lado, a contribui¢io predominante no
complexo ¢ a interagdo H---H com as interagdes O--H/H---O sendo as segundas intera¢des mais
importantes. Esta inversdao deve resultar do efeito estérico do grupo tributilestanho, que evita a
interacdo oxigénio do carboxilato com as moléculas vizinhas.

As superficies de Hirshfeld mapeadas com dnorm mostram as interagdes intermoleculares
C—-H-0,0-H--OeN-H - O. A interacdo C — H --- m presente na estrutura cristalina de
BusSnM11 pode ser vista com a superficie de Hirshfeld mapeada por shape index (Figura
4.3.10-e), onde o anel aromatico na regido de cor vermelha atua como um sitio receptor. Essa
interacao pode ser vista por um par de "asas" na parte inferior direita e superior esquerda dos
graficos de impressdes digitais (setas laranjas, Figura 4.3.11-11) [15]. Além disso, a superficie
de Hirshfeld mapeada por shape index do complexo apresenta a figura comum da interagdo nt
(ar) -+ m (ar) entre a por¢ao do anel 2-nitrobenzenossulfonamido com a mesma por¢ao na

molécula adjacente.

1.0 1.0}

o6 Todas as interagdes 0

S

O-H/H+O {44.9 %)} e CrHMHSC {125 %) g HeH/HH 240 %) d
1 1 1

(A) 0608 10 12 14 16 1.8 20 22 24 2.6 28 (3 0.6 08 1.0 12 14 16 1.8 20 22 24 26 28 (4 06 08 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 20 22 24 26 28 (4) 06 08 10 1.2 14 16 1.8 20 22 24 26 28

SS(j'-’ SSde 35‘1" :Sdﬁ' (II)

2.0

18 18 18

16| 16| 16|

14 14 14

12 12 12

1.0 1.0/ 1.0

0.8 0.8 0.8
o6/ Todas as interagoes d}'é O--H/H+0O {26.8 %} dw C--H/H-+C {14.4 %} d’M H--H/H-H {53.8 %} d
1]

i i
(A) 06 08 1.0 1.2 1.4 16 18 20 22 24 26 28 (4) 06 08 1.0 1.2 1.4 16 18 20 22 24 26 28 (4 06 08 1.0 1.2 1.4 16 18 20 22 24 26 28 (4) 06 08 1.0 1.2 1.4 1.6 18 20 22 24 26 28

Figure 4.3.11 Graficos de impresséo digital de HM11 (1) e BusSnM11 (I1). Graficos particionados por

intera¢des O--H, C-~-H e H---H apresentando as porcentagens de contribuigao.
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Acido 2-(2-nitrofenilsulfonamido)benzoico (HM1): Rendimento (%): 84. Temperatura de fusio (°C): 204 — 206.
Analise elementar para Ci3H10N2OsS [exp.(calc.), %0]: 48,60(48,45) C, 3,09(3,13) H, 8,59(8,69) N. Infravermelho
(v/icm?, pastilha de KBr): v(NH) 3152, v(CO) 1698, v(SO) 1176. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds, ppm):
11,63 (s, 1H)(NH), 8,23 (d, J = 7,4 Hz, 1H)(H10), 8,07 (d, J = 7,3 Hz, 1H)(H13), 8,01 — 7,81 (m, 3H)(H7/H11/H12),
7,66 — 7,52 (M, 2H)(H4/H5), 7,26 — 7,09 (m, 1H)(H6). RMN de 3C{*H} (100 MHz, DMSO-ds, ppm): dc 169,5 (C1),
147,6 (C9), 138,8 (C3), 135,4 (C11), 134,6 (C12), 133,0 (C5), 131,7 (C7), 130,9 (C13), 130,6 (C8), 125,5 (C6), 123,5
(C10), 117,5 (C4), 116,7 (C2).

12

Acido 2-(3-nitrophenylsulfonamido)benzéico (HM2): Rendimento (%): 80. Temperatura de fusio (°C): 211 —213.
Analise elementar para C13H10N>OsS [exp.(calc.), %]: 48,35(48,45) C, 3,07(3,13) H, 8,74(8,69) N. Infravermelho
(vicm™, pastilha de KBr): v(NH) 3160, v(CO) 1668, v(SO) 1168. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): n 11,19
(s, 1H)(NH), 8,47 (d, J = 7,6 Hz, 2H)(H9/H11), 8,21 (d, J = 7,9 Hz, 1H)(H13), 7,94 — 7,77 (m, 2H)(H7/H12), 7,64 —
7,42 (m,2H) (H4/H5), 7,23 — 7,12 (m, 1H)(H6). RMN de C{*H} (100 MHz, DMSO-ds, ppm): dc 169,2 (C1), 147,9
(C10), 140,3 (C3), 138,5 (C8), 134,4 (C5), 132,7 (C7), 131,5 (C7/C12), 128,0 (C11), 124,3 (C6), 121,6 (C9), 120,0
(C4), 118,6 (C2).

13 5

Acido 2-(4-nitrofenilsulfonamido)benzéico (HM3): Rendimento (%): 81. Temperatura de fusio (°C): 227 — 229.
Analise elementar para C13H10N2OsS [exp.(calc.), %]: 47,89(48,45) C, 3,07(3,13) H, 8,53(8,69) N. Infravermelho
(vicm, pastilha de KBr): v(NH) 3200, v(CO) 1666, v(SO) 1162. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 1 11,30

(s, 1H)(NH), 8,36 (d, 3J = 8,8 Hz, 1H)(H9/H13), 8,06 (d, 3J = 8,7 Hz, 2H)(H10/H12), 7,90 (d, 3J = 7,2 Hz, 1H)(H7),
7,65 — 7,44 (M, 2H)(H4/H5), 7,18 (t, J = 7,1 Hz, 1H)(H6). RMN de C{*H} (100 MHz, DMSO-ds, ppm): dc 169,4
(C1), 150,1 (C11), 144,1 (C8), 138,7 (C3), 134,5 (C5), 131,6 (C7), 128,5 (C10/C12), 124,7 (C9/C13), 124,1 (C6),
119,3 (C4), 117,9 (C2).
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Acido 2-(4-metilfenilsulfonamido)benzoico (HM4): Rendimento (%): 74. Temperatura de fusio (°C): 214 — 216.
Analise elementar para Ci14H1sNO4S [exp.(calc.), %0]: 57,90(57,72) C, 4,45(4,50) H, 4,81(4,81) N. Infravermelho
(vicm?, pastilha de KBr): v(NH) 3200, v(CO) 1674, v(SO) 1160. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 6+ 13,65
(s, 1H)(COOH), 11,14 (s, 1H)(NH), 7,90 (d, J = 7,8 Hz, 1H)(H7), 7,70 (d, 3] = 8,1 Hz, 2H)(H9/H13), 7,58 — 7,47 (m,
2H)(H4/H5), 7,33 (d, ®J = 8,0 Hz, 2H)(H10/H12), 7,19 — 7,04 (m,1H)(H6), 2,30 (s, 3H)(CH3). RMN de *C{*H} (100
MHz, DMSO-ds, ppm): dc 169,8 (C1), 144,1 (C3), 139,9 (C11), 135,7 (C8), 134,5 (C5), 131,5 (C7), 129,9 (C10/C12),
126,9 (C9/C13), 123,2 (C6), 118,3 (C4), 116,5 (C2), 20,9 (CHs).

Acido 2-(4-clorofenilsulfonamido)benzéico (HM5): Rendimento (%): 85. Temperatura de fusdo (°C): 197 — 199.
Analise elementar para C13H10CINO4S [exp.(calc.), %]: 50,58(50,09) C, 3,31(3,23) H, 4,57(4,49) N. Infravermelho
(v/icm?, pastilha de KBr): v(NH) 3182, v(CO) 1672, v(SO) 1160. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg, ppm): dn 13,62
(s, 1H)(COOH), 11,17 (s, 1H)(NH), 7,90 (d, ®J = 7,7 Hz, 1H)(H7), 7,82 (d, %) = 8,5 Hz, 2H)(H9/H13), 7,61 (d, J = 8,5
Hz, 2H)(H10/H12), 7,57 — 7,44 (m, 2H)(H4/H5), 7,20 — 7,06 (m,1H)(H6). RMN de **C{*H} (100 MHz, DMSO-ds,
ppm): oc 169,6 (C1), 139,3 (C3), 138,5 (C11), 137,5 (C8), 134,5 (C5), 131,6 (C7), 129,6 (C10/C12), 128,8 (C9/C13),
123,7 (C6), 118,8 (C4), 117,2 (C2).
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Acido 3-(2-nitrofenilsulfonamido)benzoico (HM6): Rendimento (%6): 77. Temperatura de fusio (°C): 173 — 174.
Analise elementar para C13H10N2OsS [exp.(calc.), %]: 48,39(48,45) C, 3,10(3,13) H, 8,53(8,69) N. Infravermelho
(vicm™, pastilha de KBr): v(NH) 3300, v(CO) 1680, v(SO) 1174. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): J+ 13,13
(s, 1H)(COOH), 10,98 (s, 1H)(NH), 8,04 — 7,92 (m, 2H)(H10/H13), 7,91 — 7,77 (m, 2H)(H11/H12), 7,71 (s, 1H)(H3),
7,66 (d, 3] = 6,8 Hz, 1H)(H7), 7,48 — 7,32 (m, 2H)(H5/H6). RMN de *C{*H} (100 MHz, DMSO-ds, ppm): 5c 166,5
(C1), 147,8 (C9), 137,0 (C4), 134,8 (C11), 132,6 (C12), 131,9 (C8), 131,2 (C4), 129,8 (C7), 129,6 (C13), 125,4 (C2),

124,7 (C10), 124,5 (C5), 121,1 (C3).
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Acido 3-(3-nitrofenilsulfonamido)benzoico (HM7): Rendimento (%6): 80. Temperatura de fusio (°C): 230 — 231.
Analise elementar para C13H10N>OsS [exp.(calc.), %]: 48,19(48,45) C, 3,18(3,13) H, 8,86(8,69) N. Infravermelho
(vicm™, pastilha de KBr): v(NH) 3264, v(CO) 1688, v(SO) 1172. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): n 13,12
(s, 1H)(COOH), 10,85 (s, 1H)(NH), 8,50 (s, 1H)(H9), 8,49 — 8,42 (m, 1H)(H11), 8,20 — 8,09 (m, 1H)(H13), 7,87 (t, J
= 8,0 Hz, 1H)(H12), 7,71 (s, 1H)(H3), 7,69 — 7,61 (m, 1H)(H7), 7,43 — 7,35 (m, 2H)(H5/H6). RMN de 3C{*H} (100
MHz, DMSO-ds, ppm): dc 166,6 (C1), 147,9 (C10), 140,7 (C8), 137,2 (C4), 132,5 (C13), 131,9 (C2), 131,5 (C11),
129,7 (C12), 127,7 (C7), 125,6 (C6), 124,8 (C9), 121,4 (C5), 121,3 (C3).
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Acido 3-(4-nitrofenilsulfonamido)benzoico (HM8): Rendimento (%): 95. Temperatura de fusio (°C): 226 — 227.
Analise elementar para Ci3H10N2OsS [exp.(calc.), %0]: 48,91(48,45) C, 3,13(3,13) H, 8,81(8,69) N. Infravermelho
(v/lcm?, pastilha de KBr): v(NH) 3262, v(CO) 1686, v(SO) 1164. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg, ppm): n 13,07
(s, 1H)(COOH), 10,87 (s, 1H)(NH), 8,37 (d, *J = 8,8 Hz, 2H)(H10/H12), 8,00 (d, 3J = 8.78 Hz, 2H)(H9/H13), 7,71 (s,
1H)(H3), 7,64 (d, ®J = 6,6 Hz,1H)(H7), 7,44 — 7,34 (m, 2H)(H5/H6). RMN de *C{*H} (100 MHz, DMSO-ds, ppm):

dc 166,6 (C1), 149,9 (C11), 144,6 (C8), 137,3 (C4), 131,9 (C2), 129,7 (C6), 128,2 (CI/C13), 125,5 (C7), 124,7

(C10/C12), 124,6 (C5), 121,1 (C3).
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Acido 3-(4-metilfenilsulfonamido)benzoéico (HM9): Rendimento (%): 71. Temperatura de fusio (°C): 155 — 156.
Analise elementar para C1sH13NO.S [exp.(calc.), %]: 58,22(57,72) C, 4,42(4,50) H, 4,76(4,81) N. Infravermelho
(v/icm?, pastilha de KBr): v(NH) 3160, v(CO) 1690, v(SO) 1162. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg, ppm): on 12,96
(s, IH)(COOH), 10,44 (s, 1H)(NH), 7,70 (s, LH)(H3), 7,65 (d, 3J = 8,3 Hz, 2H)(H10/H12), 7,60 — 7,54 (m, 1H)(H7),
7,38 — 7,31 (m, 4H)(H5/H6/H9/H13), 2,30 (s, 3H)(CHs). RMN de B3C{*H} (100 MHz, DMSO-ds, ppm): dc 166,8
(C1), 143,5 (C11), 138,2 (C8), 136,5 (C4), 131,9 (C2), 129,8 (C10/C12), 129,5 (C7), 126,7 (C9/C13), 124,7 (C6),

123,9 (C5), 120,4 (C3), 20,9 (CHs).
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Acido 3-(4-clorofenilsulfonamido)benzoico (HM10): Rendimento (%): 76. Temperatura de fusdo (°C): 237 — 239.
Analise elementar para C13H10CINO.S [exp.(calc.), %]: 50,56(50,09) C, 3,22(3,23) H, 4,38(4,49) N. Infravermelho
(v/icm?, pastilha de KBr): v(NH) 3256, v(CO) 1688, v(SO) 1162. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 61 11,84
(s, IH)(H11), 8,55 (s, 1H)(H13), 8,17 (s, 1H)(H14), 8,11 (s, 1H)(H10), 7,85 — 7,74 (m, 2H)(H3/H5), 7,61 (s, 1H)(H8),
7,58 — 7,50 (m, 3H)(H2/H6 + H1). RMN de BC{*H} (100 MHz, DMSO-ds, ppm): Jc 178,9 (C12), 169,2 (C9),
161,5(C7), 131,2 (C1), 130,8 (C10), 129,5 (C2/C6), 126,7 (C4), 125,6 (C3/C5), 97,9 (C8).
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Acido 4-(2-nitrofenilsulfonamido)benzoico (HM11): Rendimento (%): 89. Temperatura de fusdo (°C): 203 — 204.
Analise elementar para Ci3H10N2OsS [exp.(calc.), %0]: 48,92(48,45) C, 3,12(3,13) H, 8,60(8,69) N. Infravermelho
(vicm™?, pastilha de KBr): v(NH) 3152, v(CO) 1698, v(SO) 1162. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 6w 12,87
(s, 1H)(COOH), 11,26 (s, 1H)(NH), 8,14 — 7,97 (m,2H) (H10/H13), 7,95 — 7,79 (m, 4H) (H3/H7, H11/H12), 7,24 (d,

3] = 8,6 Hz, 2H)(H4/H6). RMN de ®C{*H} (100 MHz, DMSO-ds, ppm): dc 166,1 (C1), 147,9 (C9), 140,9 (C5),
135,0 (C11), 132,8 (C12), 131,1 (C8), 130,8 (C3/C7), 130,0 (C13), 126,3 (C2), 124,9 (C10), 118,7 (C2/CT).
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Acido 4-(3-nitrofenilsulfonamido)benzéico (HM12): Rendimento (%): 91. Temperatura de fusio (°C): 235 — 237.
Analise elementar para C13H10N>OsS [exp.(calc.), %]: 48,93(48,45) C, 3,10(3,13) H, 8,78(8,69) N. Infravermelho
(vicm™, pastilha de KBr): v(NH) 3270, v(CO) 1678, v(SO) 1170. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): n 12,81
(s, 1H)(COOH), 11,07 (s, LH)(NH), 8,54 (s, 1H)(H9), 8,46 (d, 3J = 8,2 Hz, 1H)(H11), 8,21 (d, 3] = 7,9 Hz, 1H)(H13),
7,87 (t, J = 8,1 Hz, 1H)(H12), 7,83 (d, 3J = 8,6 Hz, 2H)(H3/H7), 7,23 (d, 3J = 8,6 Hz, 2H)(H4/H6). RMN de *C{'H}
(100 MHz, DMSO-ds, ppm): dc 166,7 (C1), 148,0 (C10), 141,1 (C8), 140,8 (C5), 132,6 (C13), 131,6 (C11), 130,9
(C3/C7), 127,9 (C12), 126,4 (C2), 121,5 (C9), 119,0 (C4/CB6).
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Acido 4-(4-nitrofenilsulfonamido)benzoéico (HM13): Rendimento (%): 78. Temperatura de fusio (°C): 225 — 226.
Analise elementar para Ci3H10N2OsS [exp.(calc.), %0]: 49,41(48,45) C, 3,07(3,13) H, 8,59(8,69) N. Infravermelho
(vicm™, pastilha de KBr): v(NH) 3258, v(CO) 1680, v(SO) 1164. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 6+ 12,81
(s, 1H)(COOH), 11,12 (s, 1H)(NH), 8,38 (d, 3J = 8,8 Hz, 2H)(H10/H12), 8,06 (d, 3J = 8,8 Hz, 2H)(H9/H13), 7,83 (d,
8] = 8,6 Hz, 2H)(H3/H7), 7,22 (d, %J = 8,6 Hz, 2H)(H4/H6). RMN de *C{*H} (100 MHz, DMSO-ds, ppm): ic 166,6
(C1), 150,0 (C11), 144,6 (C8), 141,2 (C5), 130,9 (C3/C7), 128,3 (C9/C13), 126,3 (C2), 124,8 (C10/C12), 118,8
(C4/C6).

Acido 4-(4-metilfenilsulfonamido)benzoico (HM14): Rendimento (%): 76. Temperatura de fusio (°C): 185 — 187.
Analise elementar para C14H13NO.S [exp.(calc.), %0]: 58,26(57,72) C, 4,62(4,50) H, 4,84(4,81). Infravermelho
(v/icm?, pastilha de KBr): v(NH) 3216, v(CO) 1706, v(SO) 1154. RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg, ppm): on 12,71
(s, LH)(COOH), 10,72 (s, 1H)(NH), 7,79 (d, 3J = 8,7 Hz, 2H)(H3/H7), 7,70 (d, %J = 8,3 Hz, 2H)(H9/H13), 7,36 (d, 3J
= 8,1 Hz, 2H)(H10/H12), 7,18 (d, %J = 8,8 Hz, 2H)(H4/H6), 2,33 (s, 3H)(CHs). RMN de BC{*H} (100 MHz, DMSO-
ds, ppm): Sc 166,7 (C1), 143,6 (C11), 142,0 (C8), 136,4 (C5), 130,7 (C3/C7), 129,8 (C10/C12), 126,7 (C9/C13), 125,5
(C2), 118,0 (C4/C6), 20,9 (CHs).

Acido 4-(4-clorofenilsulfonamido)benzéico (HM15): Rendimento (%): 80. Temperatura de fusiio (°C): 241 — 242.
Analise elementar para C13H10CINO4S [exp.(calc.), %]: 50,05(50,09) C, 3,20(3,23) H, 4,49(4,49) N. Infravermelho
(v/icm?, pastilha de KBr): v(NH) 3258, v(CO) 1680, v(SO) 1162. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): 6+ 12,78
(s, IH)(COQCH), 10,90 (s, 1H)(NH), 7,82 (d, %J = 8,7 Hz, 4H)(H3/H7, H9/H13), 7,64 (d, 3J = 8,6 Hz, 2H)(H10/H12),
7,20 (d, 3J = 8,6 Hz, 2H)(H4/H6). RMN de *C{*H} (100 MHz, DMSO-dg, ppm): Jc 166,7 (C1), 141,6 (C11), 138,1
(C8/C5), 130,8 (C3/C7), 129,6 (C9/C13), 128,6 (C10/C12), 126,0 (C2), 118,5 (C4/C6).

106



Complexo organoestanico

(BusSnM11): Rendimento (%): 37. Temperatura de fusdo (°C): 81,7 — 83,8. Anilise elementar para
CasH3sN206SSn [exp.(calc.), %]: 48,66(49,12) C, 5,74(5,94) H, 4,67(4,58) N. Infravermelho (v/icm™?, pastilha de
KBr): v(NH) 3298, v(CHz, CH3) 2958 — 2852, vas(COO") 1628, vs(COO") 1346, vas(NO) 1538, vs(NO2) 1374, v(SO>)
1174, v(SN) 922, v(SnC) 568, v(SnO) 478. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds, ppm): du 11,07 (br, 1H) (NH), 8,04 —
7,97 (m, 2H) (H10/H13), 7,87 — 7,74 (m, 4H) (H3/H7, H11/H12), 7,16 (d, 3J = 8,2 Hz, 2H) (H4/H6), 1,58 (quint, 3J =
7,7 Hz, 6H) (HB), 1,29 (sext, %J = 7,3 Hz, 6H) (Hy), 1,11 (t, 3J = 8,1 Hz, 6H) (Ha), 0,83 (t, 3J = 7,3 Hz, 9H) (HJ).
RMN de BC{*H} (100 MHz, DMSO-ds, ppm): éc 168,9 (C1), 147,9 (C9), 139,7 (C5), 134,7 (C11), 132,6 (C12),
131,4 (C8), 130,5 (C3/C7/C2), 129,9 (C13), 124,7 (C10), 118,8 (C4/C6), 27,7 (3J = 13,9 Hz) (CB), 26,3 (*J = 36,8 Hz)
(Cy), 19,3 (Ca), 13,6 (C3). RMN de *°Sn (100 MHz, DMSO-ds, ppm): -20,05.
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Capitulo 5 N,R-sulfonilfluorquinolonas ¢ complexos organometalicos

de Sn(1V) com levofloxacina

5.1 Introducdo

Neste capitulo encontram-se relatados a sintese e a discussdo da caracterizagdo de
oito compostos organicos derivados das flurquinolonas norfloxacina (nfx) e ciprofloxacina
(cfx) pela inser¢ao de grupos R-benzonossulfonil. Para melhor discussao e apresentagio dos
compostos, estes serdo divididos em duas séries, sendo agrupados pela fluorquinolona
utilizada como precursor. Sdo estas: série nfx — compostos oNO2-nfx, MNO2-nfx, pNO2-nfx
e pCHas-nfx, e série cfx — compostos oNO,-cfx, mMNO2-cfx, pNO2-cfx e pCHz-cfx. Além
destes compostos, também serdo apresentados dois complexos de estanho(IV) com a
fluorquinolona de quarta geragao levofloxacina (Ifx). As estruturas propostas, bem como os
dados de caracterizag@o, encontram-se no final desse capitulo.

Apesar de parte dos compostos apresentados neste capitulo ja serem encontrados
descritos na literatura, estudo das estruturas cristalograficas e empacotamento cristalino por
difra¢do de raios X por monocristais e superficie de Hirshfeld, e o efeito das variagdes dos
grupos substituintes na interacdo com a HSA e DNA de timo de vitelo (ctDNA) sao inéditos
na literatura, assim como os estudos de atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram-

positiva e Gram-negativa apresentados neste capitulo.
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5.2 N,R-sulfonilfluorgquinolonas

5.2.1 Sintese

As sinteses das N,R-sulfonilfluorquinolonas (SFq) foram realizadas seguindo

procedimento descrito na literatura [1] (Esquema 5.2.1).

o o F
0 F o
\\S _Cl | OH Acetona, Na,CO3 (\N N

—_— >
RN + (\N N 1.7 h, ref. 0 \) !
0 \) I 2.18 h, t.a. \\S/N Ry

H” R RN
Grupos R;: & ©‘2’ @z J@‘?" Grupos R,: CH3CH2-é- %
NO, O,N H5C
NO, nfx cfx
oNO,- mNO,- pNO,- pCH;-

Esquema 5.2.1 Esquema geral de sintese das N,R-sulfonilfluorquinolonas.

A um baldo de reacdo contendo 20 mL de acetona, foram adicionados 2,0 mmol da
norfloxacina (nfx) ou ciprofloxacina (cfx) e 1,1 mmol de Na,COs. A mistura foi deixada sob
agitagdo por 20 minutos. Em seguida, 2,0 mmol do cloreto de sulfonila apropriado em
acetona (10 mL) foi adicionado gota-a-gota. A mistura reacional foi mantida sob agitagdo e
refluxo por 7 horas. Posteriormente, a mistura foi deixada em agitacdo a temperatura
ambiente. A sintese foi acompanhada por placas de cromatografia de camada delgada
(etanol:acetona, 1:2). Apos o total consumo do cloreto de sulfonila, o solido foi filtrado em
funil de placa de vidro sinterizado G3, lavado com agua destilada (2 x 20 mL), etanol (2 x

15 mL) e acetona (3 x 15 mL), e colocado em dessecador a pressdo reduzida.

5.2.2 Andalise

Na Tabela 5.2.1 estdo apresentados os valores de temperatura de fusdo e analise
elementar dos compostos sintetizados.

Todas as N,R-sulfonilfluorquinolonas sao sélidos de cor branca, exceto pNO2-nfx e
pPNO2-cfx que apresentaram coloragdo levemente alaranjada. Os valores obtidos na analise

elementar de CHN s3o coerentes com as estruturas propostas para as SFq.
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Tabela 5.2.1 Dados de temperatura de fusdo e analise elementar de CHN das SFq

Composto Rendimento Temperatura de fusdo Andlise elementar (%)*
(%) (°O) C H N

ONO-nfx 08 286 — 287 51,73 (52,38) 4,35 (4,20) 11,03 (11,11)
mNO,-nfx 97 > 300 51,35 (52,38) 4,47 (4,20) 10,09 (11,11)
PNO,-nfx 97 275 - 276 52,93 (52,38) 3,98 (4,20) 10,71 (11,11)
pCHa-nfx 08 > 300 56,70 (58,34) 4,98 (511) 8,64 (8,87)
ONOZ-cfx 95 265 — 266 53,69 (53,48) 4,12 (4,10) 11,01 (10,85)
MNO-cfx 97 285 — 286 53,80 (53,48) 4,27 (4,10) 10,59 (10,85)
DNO-cfx 03 273-273 53,53 (53,48) 4,21 (4,10) 10,87 (10,85)
PCHs-cfx 03 289 — 290 59,40 (59,37) 4,90 (4,98) 8,49 (8,65)

* = Valores calculados de CHN entre paréntesis.

5.2.3 Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho

Os espectros das fluorquinolonas na regido do infravermelho apresentam duas bandas
caracteristicas. Uma atribuida ao estiramento da ligacdo dupla C=0O do grupo acido
carboxilico, na regido entre 1706 e 1730 cm, e outra relativa ao estiramento da carbonila
cetonica entre 1610 e 1641 cm™ [2].

Nos espectros da norfloxacina e ciprofloxacina, as bandas atribuidas ao estiramento
da liga¢@o dupla C=0 do grupo carboxilico encontra-se, respectivamente, em 1730 e 1722
cm?. Pela observagdo da banda entre 1734 e 1704 cm™ nos espectros das novas
fluorquinolonas sugere-se a ndo desprotonag¢ao destes compostos e a auséncia da forma
zwitteridnica comumente observada no estado s6lido das fluorquinolonas (Figura 5.2.1).

A presenca da banda de intensidade média na regido de 948-958 cm™ atribuida ao
estiramento da ligagdo S—N corroboram a obteng¢ao dos produtos esperados [3]. Bandas
associadas aos estiramentos assimétrico e simétrico do grupo SO> foram observadas, como
esperado para as SFq, nas faixas de 1350 a 1358 cm™ e 1165 a 1176 cm™, respectivamente.
As SFq que apresentam grupo nitro exibem duas bandas atribuidas aos estiramentos
assimétrico e simétrico desses grupos em torno, respectivamente, de 1535 cm™ e 1264 cm
(Tabela 5.2.2).
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Figura 5.2.1 (a) Espectro na regidao do infravermelho dos compostos nfx e ONO2-nfx; (b) espectro

parcial na regido do infravermelho na faixa de 1850 a 400 cm™ (pastilha de KBr).

Tabela 5.2.2 Atribuigdes das bandas mais importantes no espectro de absor¢do na regido do

infravermelho das SFq e norfloxacina (em cm, pastilha KBr)

Composto D(CZO)Q l)(CZO)é vas(NO2) vs (NOy) vas (SO) vs(SO) o(S-N)
nfx 1730 1618

ONOz-nfx 1718 1628 1546 1264 1356 1170 952(m)

MNO2-nfx 1724 1628 1534 1266 1354, 1174F  954(m)

pPNO,-nfx 1704 1622 1526 1264 1352 1168  958m)

pCHs-nfx 1711 1628 1350@m)  1165m)  949(m)
cfx 1722 1617

O0NO2-cfx 1716 1628 1548 1264 1352my  1172m  954(m)

MNO,-cfx 1734 1630 1530 1262 1358¢F  1176(m)  952(m)

PNO2-cfx 1730 1628 1530 1262 1354  1170m)  954(m)

pCH;-cfx 1731 1629 1351m  1168m  948(m)

Intensidades das bandas: (F) = forte, (m) = médio; {= banda associada ao estiramento da carboxila;
&= banda associada ao estiramento da carbonila
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5.2.4 Espectroscopia de ressondncia magnética nuclear

A insercdo do grupo R-sulfonil as fluorquinolonas nfx e cfx melhoraram a
solubilidade destes compostos em solventes organicos. Contudo, 0s compostos da série cfx
(0NO2-, mNO2-, pNO»-cfx e pCHs-cfx) ainda apresentaram baixa solubilidade em solventes
deuterados, inviabilizando a obten¢do da maioria dos sinais nos espectros de RMN e
impossibilitando a determinagdo e atribuigdo da maioria dos sinais de hidrogénio ¢ de
carbono.

Assim, nesta se¢do, serd apresentada a discussdo dos espectros de RMN de H,
13C{'H} e DEPT 135 da série nfx (0NO2-, MNO2-, pNO2-nfx e pCHs-nfx), cujos compostos
apresentaram boa solubilidade em DMSO-ds e pdde-se atribuir os sinais de hidrogénio e
carbono a partir dos experimentos de RMN, em sua maioria.

A substitui¢do do hidrogénio pelo grupo R-sulfonil no nitrogénio N 14 provocou um
deslocamento para campo baixo dos sinais dos hidrogénios do anel da piperazina (H12/H16
e H13/H15) das SFq quando comparados aos respectivos sinais da norfloxacina (Figura
5.2.2, Tabela 5.2.3). Presume-se que estes deslocamentos se devam ao efeito retirador de
densidade eletronica do grupo SOz € a deslocalizacdo de elétrons existente apds a adi¢do do
grupo sulfonil ao nitrogénio N14 (Figura 5.2.3), 0 que causaria uma maior desblindagem dos

hidrogénios do grupo piperazinil, deslocando-os para maiores valores de on.
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Figura 5.2.2 Espectros parciais de RMN de *H dos compostos pCHs-nfx (verde) e nfx (marrom) (400 MHz, DMSO-ds).
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(a)

Figura 5.2.3 Formas candnicas do grupo sulfonilpiperazinil.

A acentuada melhora na solubilidade para a maioria dos compostos da série nfx fez

com que fossem observados o acoplamento carbono-flaor para os carbonos do anel
aromatico da quinolona ¢ do carbono C12 da piperazina. Os carbonos C12/C16 apresentaram
um deslocamento quimico para campo alto apés a inser¢do do grupo R-sulfonil, enquanto os

carbonos C13/C15 nio apresentaram variagdo (Figura 5.2.4, Tabela 5.2.4).
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Figura 5.2.4 Espectro parcial de RMN de B*C{*H} da nfx (marrom), do composto pNO,-nfx (verde)

e DEPT 135 do pNO.-nfx (azul) (DMSO-ds, 100 MHz).

As atribuicdes totais dos sinais de hidrogénio e carbono foram realizadas pelas

HMQC (HSQC) e HMBC.

andlises dos espectros de RMN de 'H, BC{1H} e DEPT 135, e pela observagio de

correlacdes homonucleares 3Ju-1 € heteronucleares ?3Jy.c nos mapas de contornos COSY,
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Tabela 5.2.3 Atribui¢des, multiplicidade, deslocamento quimico (ppm) e constante de acoplamento (J / Hz) dos sinais dos espectros de RMN H das R-
sulfonilnorfloxacina (400 ou 200 MHz, DMSO-ds)

Atribuigdes *H nfx 0NO2-nfx mMNO2-nfx PNO2-nfx pCHs-nfx
H(COOH) n.o. 15,24 (sl,1H) 15,05 (sl, 1H) 15,16 (s,1H) 15,17 (sl, 1H)

H8 8,92 (s, 1H) 8,95 (s,1H) 8,70 (s, 1H) 8,90 (s, 1H) 8,88 (s, 1H)
H6 7,88 (d, %Jnr = 13,5, 1H) 7,98 — 7,87 (m, 3H) 14 HE’ 7,85 (d, 3Jnr = 12,9, 1H) 7,84 (d, 3nr = 13,0, 1H) 7,85 (d, 3Jn-r = 13,1, 1H)
H3 7,13 (d, “Jne =7,3, LH) 7,24 (d, e =7,2, 1H) 7,12 (d, e =7,2, 1H) 7,17 (d, “Ju£ = 6,9, 1H) 7,16 (d, “ne = 7,1, 1H)
H18 4,57 (9, 3Inn = 7,1, 2H) 4,59 (q, 3Jnn = 7,1, 2H) 4,45 (9, 3Jnn = 7,0, 2H) 4,55 (d, 3Jn+ = 6,8, 2H) 4,54 (9, 3Jnn = 6,7, 2H)

H12/H16 3,27 - 3,16 (m, 5H)*H14 3,43 (sl, 8H)*13HIS 3,36(sl)* 3,41 (shy¥ 3,42 —3,35 (m, 4H)

H13/H15 2,97 — 2,79 (m, 4H) 3,22(sl)* 3,21 (sl)¥ 3,10 — 3,04 (m, 4H)
H19 1,41 (t, *Jun = 7,1, 3H) 1,41 (t, *Jnn = 6,9, 3H) 1,36 (t, *Jn-+ = 6,8, 3H) 1,38 (t, *Jn-n = 6,7, 3H) 1,37 (t, *Jnn = 7,0, 3H)
H2’ --- --- 8,43 (s,1H) 8,06 (d, 3Jn-n = 8,5, 2H)™H¢" 7,68 (d, 3Jnn = 8,3, 2H)™HE
H3’ --- 8,12 — 7,99 (m, 2H)"> 7,66 (sl, 1H) 8,45 (d, ®Jn-n = 8,5, 2H)*™S" 7,48 (d, *Jn+ = 8,0, 2H) ™Y
H4’ --- 8,58 (sl, 1H)
H5’ --- 8,25 (sl, 2H)*H® --- ---
H7’ 2,41 (s, 3H)

6
F 5

12

-

R/ \\O 15

13 A1 7
N2 4°N
()\\ 141\(\)16 ; 18'\19

CH,

O O

1017 0H
l,

3

ONOZ- I”Noz'

7

PNO,- pCH;-

Grupos R

6' - 6’ -
O OR
27
2 90 2
4 NO, 4% ONTY, HyC Y™,

NO,

n.o. = sinal ndo observado no espectro; sl = simpleto largo; ¥ = sinal sobreposto ou proximo ao da agua no DMSO-ds
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Tabela 5.2.4 Atribui¢des, multiplicidade, deslocamento quimico (ppm) e constante de acoplamento (J / Hz) dos sinais dos espectros de RMN *3C e DEPT 135

das R-sulfonilnorfloxacina (100 ou 50 MHz, DMSO-dg)

Atribuigdes °C nfx oNO-nfx mNO-nfx pPNO,-nfx pCHs-nfx

c1 153,2 (d, Ye.r = 221,1H2) 152,8 (d, Ye.r = 249,3Hz) no 152,7 (d, Ye.r = 249,3) 152,7 (d, Y.k = 249,4)

C2 146,1 144,7 (d, 2Jc.r = 10,3 Hz) no 144,6 (d, 2Jcr = 10,4) 144,6 (d, 2Jcr = 10,2)

Cc3 105,5 (d, 3Jcr =32 Hz) {1} 106,7 (d, 3Jcr = 2,6 Hz) {1} no 106,6 (d, 3Jcr =2,7) {1} 106,5 (d, 3Jcr =2,7) {1}

C4 137,2 137,0 no 137,0 136,9

C5 119,4(d, 3Jcr = 8,3) 119,8 (d, 3Jcr = 7,6) no 119,8 (d, 3Jc.r = 7,6) no

C6 no 111,2 (d, 2Jcr = 22,7) {1} no 111,2 (d, 2Jcr=22,9) {1} 111,2(d, 2Jcr =22,7) {1}

cs 148,4 {1} 148,6 {1} no 148,5 {1} 148,3 {1}

C9 107,0 107,1 no 107,2 no

c10 176,1 176,1 (d, “Jc.r = 1,5) no 176,1 (d, Yok = 2,3) 175,9 (d, Yk = 2,4)
C12/16 50,8 (d, “Jc.r =4,0) {|} 49,2 (d, e =4,0) {|} 48,8 (d, Jcr=44) {1}  48,8(d, Ucr=42) {|} 48,8 (d, “Ucr=4,5) {1}
C13/15 454 (]} 454 (]} 45,6 {|} 455 {|} 45,6 {|}

C17 166,2 166,0 no 165,9 166,0

C18 49,0 {|} 49,0 {|} 48,2 (|} 49,0 (|} 48,9 (|}

C19 14,3 {1} 14,3 {1} 14,3 {1} 14,3 {1} 14,3 {1}

cr --- 129,0 no 140,6 131,7

c2 --- 147,9 122,2 {1} 124,7 {1}7C 127,6 {1}7C¢

c3 --- 1243 {1} 148,2 129,1 {1}¢5 129,9 {1}¢5

4 - 135,0 {1} 128,0 {1} 150,2 143,9

cs’ --- 132,4 {1} 131,6 {1}

ce’ --- 130,4 {1} 131,9 {1}

c7 21,0 {1}

O O
F; 6 5 Grupos R
6’ 6’

13 i 78
N 2>4"N
O\\SI:‘@M ’ 18 k i

R” H ¥ CH,

5

4

ALY
CE,
' NO,

3

oNO,-

6Y
5 1,'?2/ 50 1 50
2 ' 7! '
4':3, O,NTNT 2 HiC g 2

NO,

mNO,- PpNO,-

1

pCH;-

{ }= DEPT 135; no = sinais ndo observados
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5.2.5 Andlise estrutural por difracdo de raios X por monocristal e da superficie de

Hirshfeld

Monocristais adequados para analise por difracdo de raios X dos compostos pNO--
nfx e oNOz-cfx foram obtidos por evaporagdo lenta a temperatura ambiente de solugdo
etanol:DMSO-ds (9:1 v/v) e acetona:DMSO-ds (13:1 v/v), respectivamente. As estruturas
resolvidas e a numeragao utilizada na identificacdo dos 4&tomos sdo apresentadas na Figura

5.2.5.

(@)

(b)

Figura 5.2.5 Representagdo ORTEP das unidades assimétricas dos compostos pNO-nfx (a) e oNO--
cfx (b). Elipsoides de vibragdo térmica com 50 % de probabilidade. Componente de desordem foi

removido para melhor clareza em b.

O composto pNO.-nfx cristalizou-se no grupo espacial C2/c, apresentando oito
unidades assimétricas por cela unitaria (Z = 8), enquanto que oNO.-cfx cristalizou no grupo
espacial P1, com duas unidades assimétricas por cela unitaria (Z = 2). Os resumos das coletas

de dados e dos refinamentos estdo dispostos na Tabela 5.2.5.
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Tabela 5.2.5 Dados relacionados a coleta, resolugdo e refinamento dos compostos

Compostos PNO,-nfx ONO-cfx
Férmula empirica C22H21FN4O7S C23H21FN4O7S
Massa molar (g mol?) 504,49 516,50
Temperatura (K) 120(6) 294(2)

A (A) 0,71073 0,71073

Sistema cristalino, grupo
espacial

a (A)/ b (A) ¢ (&) i;iggggég)/ 9,4897(3)/ 155,324118:25/)10’9107(4)/

a®)/BE vy (©®) 90/ 101,470(4)/ 90 giigégg/ LA

V (A% 4435,8(3) 1130,93(8)

Z 8 2

Peatc. (Mg M) 1,511 1,517

w (mm?) 0,21 0,21

F(000) 2096 536

(sen®/A)max (A1) 0,694 0,697
-37<h<37 -10<h<10

Faixa de indices de Miller -13<k<13 -15<k<15
-24<1<23 -19<1<19

Tamanho do cristal (mm) 0,29 x 0,27 x 0,10 0,38 x 0,21 x 0,07

Reflexdes coletadas 21648 32111

Reflexdes independentes 5527 5854

Rint 0,032 0,027

Completeza (0 = 26.32°) 99,99 % 99,96 %

Nobs (26)/ Npar 5527/ 317 5854/ 339

S 1,032 1,046

R(F); Rw (F?) [1>20a(I)] 0,038; 0,095 0,047; 0,126

R(F); Rw (F?) 0,051; 0,104 0,057; 0,133

Apmax; Apmin (€ A7) 0,380; -0,440 0,400; -0,430

Monoclinico, C2/c

Triclinico, P1

Ambos 0s compostos apresentaram, nas estruturas cristalinas, uma ligagdo de
hidrogénio intramolecular fraca entre o hidrogénio HI1A da piperazina e o atomo de fluor
F1 (C11-HI11A-F1) com distancias d[C11--F1] = 2,8951(16) e 2,863(2) A, e angulo
(£C11-H11A-F1) de 120,8 ° e 127,0 ° nas respectivas estruturas cristalinas pNO2-nfx e
ONO>-cfx. Estudos tedricos indicam que esta ligagdo de hidrogénio intramolecular C—H:---F
fornece uma estabilidade adicional a molécula [4, 5]. Os valores das distancias de ligagdo
d[C1-F1] apresentaram pequenas variagdes em consequéncia da interagdo do F1 com H11A

ndo ser equivalente nas duas estruturas. A menor interagdo em PNO2-nfx ¢ justificada pela
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maior rotagdo da piperazina em torno da ligacao simples C2—N2 apresentando um angulo de
torgdo cerca de 13 graus maior que o observado em oNO.-cfx (Tabela 5.2.6).
Os valores das distancias de ligagdo d[C10-O1], d[C10-O2] e d[C7-O3]

apresentaram-se similares aos de fluorquinolonas neutras [6].

Tabela 5.2.6 Distancias de ligagio (A) e angulos (°) selecionados dos compostos pNO,-nfx e oNO,-

cfx
Ligacdo (A)
pPNO2-nfx oNO,-cfx PNO,-nfx ONO,-cfx
F1-C1 1,6901(14) 1,6830(11) S1-N3 1,6251(12) 1,5974(16)
01-C10  1,3193(17) 1,317(2) S1-C15 1,7715(15) 1,7749(16)
02-C10  1,2201(18) 1,207(2)
03-C7 1,2610(16) 1,2565(17) Angulo (°)
N3-S1 1,6251(12) 1,5974(16) PNO2-nfx 0NO2-cfx
S1-04 1,4338(12) 1,4133(17) N3-S1-C15 109,38(7) 106,60(8)

S1-05  1,4245(12)  1,4257(18) Cl11-N2-C2-C1  -6354(17)  -51,0(2)

A fragdo fluorquinolona das moléculas sdao quase planares em vista que 0S anéis
conjugados e a ligagdo de hidrogénio intramolecular entre os grupos carboxilico e
carbonilico (O1-H1---O3) formam um sistema altamente conjugado, apresentando desvio
atdmico maximo de 0,0727(9) A em pNO2-nfx e 0,0740(11) A em oNO2-cfx em relagdo ao
plano da fragdo quinolona. A quebra de planaridade nas moléculas ocorre pela conformagao
cadeira do anel piperazina [N2/C11/C12/N3/C13/C14], pelo caracteristico arranjo espacial
tetraédrico do grupo sulfonil [S1/0O4/05] e pelo grupo etila [C21/C22] ou ciclopropila
[C21/C22/C23] ligado ao nitrogénio N1, como observado na Figura 5.2.6.

Figura 5.2.6 Sobreposi¢édo das estruturas cristalinas pPNO2-nfx (em verde) e oNO-cfx (em amarelo).

Na Figura 5.2.7-1a e lla ¢ possivel observar a varia¢ao da posi¢ao associada ao par
de elétrons nao-ligante do nitrogénio N3 (setas pretas). Esta variagdo tem rela¢do direta com

estabilizacdo da rede cristalina devido as interagdes intermoleculares entre o grupo sulfonil
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e as moléculas vizinhas. A molécula pNO>-nfx apresenta ligagdes classicas do tipo C—H:--O,
formando um anel R2%(8) e outro R;%(12) com um centro de inversio como elemento de
simetria no centro dos anéis. Por sua vez, na molécula ONOz-cfX, os oxigénios O4 e O5
(Tabela 5.2.7) auxiliam a estabiliza¢do da estrutura cristalina por realizarem ligagdo de
hidrogénio com duas moléculas vizinhas, formando uma cadeia C2%(8) na dire¢do [1 0 0] e

uma interagdo n—7* com o anel aromatico da fragao fluorquinolona de uma delas [7].

(1-a) (1-b) -—Sib; /

'4

2 o4 ‘H11B 05>‘s1

S1.£05 g "
Ci1y <
4 S H14A Il
J \’___'/ N e |
- 7N - <. -

Figura 5.2.7 Interagdo intermolecular dos compostos pPNO2-nfx e 0NO»-cfx (atomos de hidrogénio

foram removidos de (I-a) e (11-a) para melhor clareza das estruturas).

Figura 5.2.8 Propagac¢do na diregdo [1 -1 0] e [0 0 1] do composto pNO,-nfx.
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Tabela 5.2.7 ParAmetros para as ligagdes de hidrogénio (A, °) presentes nas fluorquinolonas

Composto Distancia (A) Angulo (°)
O1-H1---03 0,82 1,76 2,5259(15) 155
C11-H11A---F1 0,97 2,28 2,8951(16) 121
C6-H6---O3! 0,93 2,49 3,3048(18) 146
C9-H9---02 0,93 2,44 3,3338(18) 162
PNO2-nfx
C11-H11B---O5" 0,97 2,55 3,4525(18) 155
C12-H12B-+- 07" 0,97 256 3,488(2) 160
C14-HI4A---O4i 0,97 2,41 3,3240(18) 156
C21-H21B---0O1Y 0,97 2,50 3,1976(18) 128
O1—H1-03 0,82 1,74 2,5029(18) 154
C11-H11A---F1 0,97 2,17 2,863(2) 127
C6-H6---03v 0,93 2,38 3,2504(19) 155
ONO»-cfx C11-H11B:--O5Vi 0,97 2,58 3,282(3) 129
C13-HI3A---O1Vvi 0,97 2,57 3,408(2) 144
C18-H18---01¥ 0,93 2,58 3,273(3) 131
C19-H19---02* 0,93 2,33 3,257(3) 175

Operadores de simetria: pNOz-nfx: (i) -x+1/2, -y+1/2,-z+1; (ii) -X+1,-y,-z+1; (iii) -x+1/2,-y+1/2,-z; (iV) -X,-Y,-Z; (V) X,-Y,

z-1/2; oNOgz-cfx: (vi) -x-1, -y+1,-z; (vi) -X, -y+1, -z+1; (viii) X, -y+1,-z; (ix) x+1, y-1, z+1; (X) X, y-1, z+1.

Como o composto oNO»-cfx apresentou desordem no oxigénio O7 do grupo nitro, a

superficie de Hirshfeld deste composto ndo foi analisada. Logo, apenas a superficie de

Hirshfeld do composto pNO2-nfx sera apresentada e seus resultados discutidos neste trabalho

(Figura 5.2.9).

Nas superficies de Hirshfeld do composto, mapeada com a fungdo dnorm podem ser

observadas areas vermelhas correspondentes as ligagdes de hidrogénio fortes formadas entre

moléculas vizinhas (C14-H14A---O4 e C11-H11B---O5), responsaveis pela formagdo dos

anéis R,%(8) e outro R2%(12), além das ligagdes de hidrogénio intermoleculares relativas a
propagacao no plano (0 1 0) (C6-H6---O3, C12-H12A---O7 e C21-H21B---O1).
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(I) c14-H14A-O4i

C9-HY--02i

C11-H11B--O5ii
(1
C6-H6-03i

N

C12-H12A--O7V

C21-H21B--01"
dnorm

Figura 5.2.9 Superficie de Hirshfeld do pNO.-nfx mapeado com dnorm , de € di (I-frente, 11-verso).

As principais € mais intensas interagdes intermoleculares sdo as ligagdes de
hidrogénio classicas. Os grupos SO2 e COOH apresentam as interagdes mais fortes com as
moléculas vizinhas, seguidos pelo grupo nitro. Assim, as interagcdes de hidrogénio
intermoleculares apresentam uma porcentagem total de 90,2 % referente as interacdes
H--O/O-H (44,1 %), H---C/C--H (19,2 %), H-*H (19,6 %), H---F/F---H (4,7 %) e H-*N/N---H
(2,6 %) (Figura 5.2.10).

% Allinteractions d; Mo {44.1%) d T [19.2%} ]
(,{) BEOS 1O 1214 16 1L.8202224 2628 (""\} GOOEIN1I214 1018202224202 (,i) GOOEINLI214 1018202224202
28 e | | ! 28 de | | ! 238 de

2.6 2.6 ; 2.6]

24 24 24

2.2 2.2 22

2.0 2.0 2.0

[ [ 1.8

1.6/ 1.6/ 1.6)

LA Z 14 14
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“TH (vens Cd rwmoary (T dl “Paees 4
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Figura 5.2.10 Grafico de impressdo digital e impressao digital particionada do composto pNO.-nfx.
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5.2.6 Estudo da atividade antimicrobiana

Com o intuito de avaliar a agdo das SFQ como agentes antimicrobianos, foram
realizados os estudos da atividade das duas séries das novas SFq, exceto pCHz-nfx e pCHs-
cfx, e dos cloretos de sulfonila precursores frente as cepas dos micro-organismos S.
Typhimurium (ATCC 14028), C. Freundii (ATCC 8090), E. carotovora (ATCC 0101) e S.
Sanguinis (ATCC 49456), conforme procedimento descrito no Capitulo 2 (Se¢do 2.3.1).

As SFq apresentaram uma atividade na ordem de 10 a 10% vezes melhor que o
farmaco controle (norfloxacina) frente aos microrganismos testados (Tabela 5.2.8). Dentre
as séries nfx e cfx, 0S compostos com grupo nitro na posigdo para apresentaram melhor
atividade biologica seguidos em ordem decrescente pelos compostos orto e meta

substituintes.

Tabela 5.2.8 Valores de 1Cs da atividade antimicrobiana das SFq e nfx

Microorganismos [ICso + s (umol L*)]

Compostos — — —
S. Typhimurium C. Freundii E. carotovora S. Sanguinis

oNO,-nfx 4,5+0,5 2,5+0,1 43+0,7 44+0,3
MNO,-nfx 49+0,6 2,9+0,2 42 +0,6 44 +0,6
PNO2-nfx 1,5+0,3 0,78 = 0,09 1,604 1,6 04
ONO,-cfx 0,3+0,3 0,3+0,1 0,5+0,2 0,3+0,2
mNO,-cfx 1,2+£0,3 0,7+0,1 1,1+0,2 1,2+0,2
pPNO2-cfx 0,03+0,17 0,06 = 0,09 0,1+0,2 0,3+0,3

norfloxacina 36+£5 21+2 30£2 38+£3

Uma possivel justificativa para a melhor atividade das SFq em relagdo a norfloxacina
¢ 0 aumento da solubilidade destes compostos no meio, o que pdde ter acarretado em uma
melhor penetragdo destes compostos na membrana celular dos microrganismos e, assim,
resultando na melhor atividade antibacteriana. Outra possibilidade é a do grupo substituinte
na posicao para se encontrar mais acessivel para interacao com residuos de aminoacido nos

alvos especificos das fluorquinolonas.
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5.2.7 Estudo da interagdo das SFq com albumina sérica humana (HSA)

Os resultados obtidos na titulagdo da HSA com as SFq foram analisados de acordo
com a equagao de Stern-Volmer (Capitulo 2 — Equagdo 2.2), da qual foram obtidos os valores
das constantes de supressdo de Stern-Volmer (Ks), da supressio bimolecular (kg), da
constante de ligacdo (K), o niimero de sitios de ligagdo (n) e valores dos parametros
termodindmicos dos experimentos (Tabela 5.2.9).

As SFq interagem com a HSA com valores de constantes de supressdo da ordem de
104, indicando que sdo moderados supressores da fluorescéncia dos residuos de triptofano
da HSA. O valor calculado para as constantes de supressao bimolecular, kq, para a interagao
entre HSA-SFq foi da ordem de 10%2, indicando que o processo de interagdo ndo ¢ Ginico. A
diminuigdo da intensidade de fluorescéncia da HSA pela presenca das SFq é um parametro
visual que indica a ocorréncia da interagdo. ESSa varia¢do de intensidade ¢ atribuida as

mudangas conformacionais dos microambientes proteicos proximos ao residuo de Trp-214

da HSA (Figura 5.2.11).
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Figura 5.2.11 Espectros de fluorescéncia a 293 K (A), 297 K (B) e 303 K (C) da HSA (JHSA] =2,0
umol L) na auséncia () e presenga (b — k) de quantidades crescentes do composto oNO,-nfx. Inset:
reta de Stern-Volmer, valores de K € R2 (D) Grafico de log[(Fo-F)/F] versus log[oNO2-nfx].
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A diminuigdo do valor de Ksy com 0 aumento da temperatura (Tabela 5.2.9) para as
SFq indica que a interag@o entre estes compostos ¢ a HSA ocorre predominantemente pelo
mecanismo estatico de interacdo. Neste processo, ha a formacdo de um complexo ndo
fluorescente que, apds absorver a luz irradiada, retorna ao estado padrdo sem a emissdo de
foéton e o complexo formado (composto-HSA) se torna menos estavel com a elevagdo da
temperatura [8].

Os compostos que apresentam substituintes pNO2- e pCHz- apresentaram interagao
por ligagdo de hidrogénio ou for¢as de van der Waals com a HSA (AH < 0 e AS < 0),
comportamento diferente dos outros compostos que apresentaram intera¢ao hidrofoébica com
a HSA (AH > 0 e AS > 0). Esta diferenca na interagdo pode estar associada aos grupos NO2
e CHs na posigdo para do anel aromatico, o que permitiria a estes grupos uma interagao com
regido(0es) na proteina ndo acessiveis aos substituintes nas posigoes orto e meta. Além disso,
0s dados das energias livres indicam que a interagdo de todos os compostos com a HSA ¢

espontanea.
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Tabela 5.2.9 Constante de supressdo de Stern-Volmer (Ks), constante de supressdo bimolecular (kq), constante de ligagao (K), nimero de sitios de ligagdo

(n) e valores dos pardmetros termodindmicos associados a interagdo compostos-HSA em diferentes temperaturas, em tampao fosfato (pH 7.2, dexc = 295 nm)

Key ke i K i AH AS AG
Compostos  Temperatura (K)  qpapgey  (qgzmisyy R0 qormyy M R amol)  @molKY) (ki mol?)
293 471 4,71 09919 0826 0,861 0,9937 9,55
ONO,-nfx 298 4,29 4,29 09925 120 0897 09975 4387 181,81 10,11
303 2.71 2.71 09950 325 101  0,9946 1137
293 4,97 4,97 09981 143 00903 0,9970 1145
MNOz-nfx 208 471 471 09979 191 0933 09974 7844 300,99 1152
303 4,45 4,45 09977 1671 110 0,9978 13,16
293 6,52 6.52 09905 140 00911 0,9936 12,54
PNO-nfx 298 5,39 5,39 09967 211 0927 09970  -3158 150,41 11320
303 4,14 4,14 09965 375 0956 0,996l 14,05
293 11,87 11,87 09981 536 0937 0,9990 1141
PCHa-nfx 298 11,40 11,40 09978 332 0902 09990  -27.45 54,83 1128
303 8,40 8,40 09973 0981 0831 0,9970 110,29
Key Ky i K i AH AS AG
Compostos  Temperatra (K) — qpupgey  (qgzmisyy R0 qormyy M R gamol)  @moliKY) (ki mol?)
293 9,52 9,52 09954 101 0822 09957 1255
ONO-cfx 298 6.8 6,98 09907 125 0703 09978 3250 137,20 112,99
303 4,39 4,39 09963 162 0898 0,9970 1347
293 6.1 6.21 09901 0576 0810 0,9992 9,17
MNO-cfx 208 5.74 5.74 09913 0607 0821 09996 34,69 149,00 9,38
303 5.65 5,65 09968 171 0905 0,9994 110,67
293 5,00 5,00 09881 125 0764 0,9956 8,27
PNO-cfx 298 4,96 4,96 09950 106 0878 09991  -44,81 181,96 9,98
303 4,86 4,86 09919 0990 0871 0,9962 110,07
293 10,77 11,87 09991 432 0989 0,9993 12,01
PCHa-cfx 208 10,24 11,40 09987 359 0941 09989  -31.25 68,45 1166
303 755 755 09993 0995 0756 0,9977 29,92

R? Coeficiente de correlagdo para os valores de Kq; R? Coeficiente de correlagio para os valores de K.
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5.3 Complexos organometdlicos de Sn(IV) com levofloxacina

5.3.1 Sinteses

A um baldo de reagdo contendo 10 mL de metanol, foram adicionados 2,0 mmol da
levofloxacina (Ifx) ¢ 2,2 mmol do apropriado sal de estanho(IV) dissubstituido. A mistura
foi deixada em agitagao magnética por 6 horas e sob refluxo. Em seguida, a mistura foi
deixada em agitacdo magnética a temperatura ambiente por 24 horas. O so6lido branco foi
filtrado em funil de placa de vidro sinterizado G3, lavado com etanol gelado (2 x 15 mL) e
éter etilico (2 x 15 mL) (Esquema 5.3.1).

Os célculos de rendimento percentual foram feitos em fun¢do da massa adicionada

da levofloxacina.

O O
F
| O \eon
e
stnC12 + (\N N W stnclz(lfx)
24h t.a.
N O
H}c’ \) \/kCH3
Ifx
a (2, /4 [23
Grupos R:  H;C~ H,C /T\é‘
o

Esquema 5.3.1 Esquema geral de sintese dos complexos.

5.3.2 Analises

Os complexos obtidos sdo s6lidos de cor branca. Os estudos de estabilidade foram
realizados por espectroscopia na regido do UV-vis, tanto em solugdo 5 % DMSO em tampao
fosfato (pH 7,4), quanto em solugdo de DMSO. Nao se observou variagdo nos espectros
durante as leituras. Assim, os compostos sdo estaveis por pelo menos 48 horas, em ambas as
condicoes.

A determinagdo da pureza dos complexos pela andlise da faixa de fusdo ndo foi

possivel, pois os complexos Se decompuseram antes da fusdo. As formulas minimas para os

complexos [SnCl2(CHs)2(I1fx)] (Snl) e [SnCl2(CsHo)2(1fx)].3H20 (Sn2), em que Ifx
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representa a molécula de levofloxacina neutra no grupo carboxila, foram propostas pelos
valores obtidos de CHN e analise termogravimétrica.

Para avaliar se 0s cloretos presentes estariam ligados ao centro metalico ou seriam
contraions foi realizado o experimento de condutividade molar em solu¢do de DMF, em que
os complexos se encontravam na concentragdo de 1,0 x 10° mol L. Os valores obtidos
indicam a formagao de espécies neutras em solucdo [9], indicando que os grupos cloreto
encontram-se ligados ao Sn(IV). Na Tabela 5.3.1 estao apresentados a temperatura de
decomposicdo, os valores de condutividade molar e os dados de andlise elementar para os

complexos Snl e Sn2.

Tabela 5.3.1 Temperatura de decomposigio, condutividade molar e analise elementar dos compostos
de Sn(IV) com levofloxacina

Composto _TemPperatura de decomposigio Am Analise elementar (%)
p ©C) (S cm? mol?) C H N
4327 | 497 | 737
sn1 193 3 (43,71) | (5,07) | (7,28)
43,53 6,14 6,08
Sn2-3H;0 250 ! (43,42) | (6.17) | (5.84)

* = Valores esperados entre paréntesis

5.3.3 Espectroscopia na regido do infravermelho

No espectro da levofloxacina livre (Ifx), as bandas atribuidas ao estiramento da
ligagio C=0O da carboxila e carbonila sio observadas em 1725 cm? e 1621 cm?,
respectivamente [2]. Nos espectros dos complexos, ocorre um pequeno deslocamento destes
respectivos modos de vibragio para 1708 — 1710 cm™e 1622 — 1624 cm™ (Tabela 5.3.2). De
acordo com a literatura, estes deslocamentos sugerem que 0S atomos de oxigénio da

carboxila e carbonila ndo participam da ligagdo com o ion metalico [2, 10, 11].

Tabela 5.3.2 Atribui¢do das principais bandas de absor¢do na regido do infravermelho da Ifx e dos

complexos de estanho (v/cm, partilha de KBr)

Composto v(C=0)" (C=0)* v(C-F)
Ifx 1725 1621 1292(m)
Snl 1710 1622 1292m)
Sn2 1708 1624 1298m)

& = banda associada ao estiramento C=0 da carboxila; ® = banda associada ao estiramento C=0 da
carbonila ceténica; intensidades das bandas: (F) = forte, (m) = média.
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Caso a complexacao ocorresse com a desprotonagdo do acido carboxilico ndo haveria
no espectro estas bandas, e sim duas novas bandas, uma proxima a 1630 cm™ atribuida ao
modo de estiramento assimétrico do grupo carboxilato vass(COO") e outra na regido de 1400
cm? correspondente ao modo de estiramento simétrico deste grupo vs(COO") [2]. Como

exemplo, sdo apresentados os espectros da Ifx e do complexo Sn1l na regido do infravermelho

(Figura 5.3.1).
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Figura 5.3.1 Espectro na regido do infravermelho da Ifx (em vermelho) e do complexo Snl (em
preto) na faixa de 4000 a 400 cm* (em pastilhas de KBr).

5.3.4 Espectroscopia de ressondancia magnética nuclear

Os sinais nos espectros de RMN *H dos hidrogénios dos complexos Snl e Sn2 sdo
similares aos da levofloxacina, exceto para os hidrogénios da piperazina (H14 a H17). No
complexo Snl os valores observados para a variagdo do deslocamento quimico dos sinais
dos hidrogénios H14/H17 e H15/16 (Adn1an7 € Admisne), em relagdo a Ifx livre, foram de
0,38 ppm e 0,92 ppm, respectivamente, enquanto que no complexo Sn2 esses valores foram
de 0,29 ppm e 0,83 ppm, respectivamente (Figura 5.3.2).

Os sinais dos hidrogénios do grupo metila ligado ao nitrogénio da piperazina também
apresentam significativo deslocamento quimico para campo baixo, sendo observado AdHis
de 0,72 ppm para o complexo Snl e de 0,62 ppm para Sn2. Estas variagdes dos
deslocamentos quimicos para os hidrogénios da piperazina sugerem a coordenacdo dos

centros metalicos ao nitrogénio do anel (Tabela 5.3.3).
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Figura 5.3.2 Espectro parcial do RMN de H da Ifx (a) e do composto Sn1 (b) (MeOD-ds, 400 MHz).

Tabela 5.3.3 Atribuicdes, multiplicidade, deslocamento quimico (ppm) e constante de acoplamento

dos sinais nos espectros de RMN de H da levofloxacina (Ifx) e dos complexos Snl e Sn2 (MeOD-

ds, 200 MHz)
Atribui¢des 'H Ifx Snl Sn2
H7 8,92 (s, 1H) 9,02 (s, 1H) 8,92 (s, 1H)
7,47 7,76 7,63
H6 (d, 3Je = 12,3, 1H) (d, 3Je=12,0Hz, 1H)  (d, 3Jnr = 11,9 Hz, 1H)
. 4,45 4,64 4,55
H1la (dd, 0= 114,20, 1H)  (d, 20un=11,4 Hz, 1H)  (d, 2pn = 11,8 Hz, 1H)
* 4,29 4,50 4,41
H11b @ 20hn = 11,6:1H)  (d, 20 =114 Hz, 1H)  (d, 2wt = 11,2 Hz, 1H)
H14/H17 3,36 3,28 (M, 4H) 3,75 3,64 (m, 4H) 3,61 (sl, 4H)
H12 ¢ ¢ 3
H15/H16 2,60 — 2,50 (M, 4H) 3,51 - 3,43 (m,4H) 3,38 (sl,4H)
H18 2,29 (s, 3H) 3,01 (s, 3H) 2,91 (s, 3H)
H13 1,46 1,49
(d, 3 =6,8, 3H) (d, 3Jun = 6,7 Hz, 3H) 5
i 1,01
(a—29) o ' _ +H13
" (t, 20w = 749 Hz, 3H) 203055 (M. 21H)
O O
1 F 10 "OH R R Grupos R
15//\ 2
N 7 Sn
3 a a
ﬁzc/N;)n O\%&H3 cl cl HiC—e H,;C g e

Snl

&= Sobreposto pelo sinal do MeOD-da; ¢= Sobreposto pelos sinais do coligante; *= Possivel inversao

de sinais.
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O menor deslocamento quimico tanto dos hidrogénios da piperazina quanto do grupo
metila verificado para o complexo Sn2 pode estar associado com a maior contribui¢do da
doagdo de densidade eletronica dos grupos butila para o centro metalico, em relagao aos
grupos metila do composto Snl. Isso originaria um menor efeito retirador de densidade
eletronica do centro metalico sobre o nitrogénio da piperazina, consequentemente,
acarretando em uma menor desblindagem dos hidrogénios H14 — H17 naquele complexo.

Como observado para os hidrogénios da piperazina, no RMN de 'H, os sinais nos
espectros de RMN de ¥*C{*H} em Jc 47,6 — 49,1, oc 54,1 — 55,6 e em oc 44,2 — 39,0
atribuidos aos respectivos carbonos da piperazina C14/C17, C15/C16 e ao carbono C18 do
grupo metila, nos complexos Snl e Sn2, também apresentaram deslocamento quimico
significativo quando comparados aos valores dos respectivos carbonos na Ifx (Tabela 5.3.4),
corroborando a hipotese da coordenagdo ao centro metalico ocorrer por meio do atomo de

nitrogénio da piperazina.

Tabela 5.3.4 Principais atribuigdes, deslocamento quimico (ppm) e constante de acoplamento dos
sinais dos nos espectros de RMN de **C da levofloxacina (Ifx) e dos complexos Snl e Sn2 (MeOD-
ds, 50 MHz)

Atribui¢des H Ifx Snl Sn2
C9 176,6 176,3 176,1
C10 169,8 167,7 169,5
Cc7 147,2 {1} 147,3 {1} 148,9 {1}
C2 133,9 136,9 132,2
(d,20cr=146Hz)  (d, 2Jcr=11,1Hz)  (d,2cr = 14,7 Hz)
C15/C16 56,7 {|} 54,1 (]} 55,6 {|}
C14/C17 50,1/50,0 {|} 47,4/47,6 1]} 49,1/49,0 {|}
c18 46,5 {1} 39,0 {1} 44,2 {1}
O O
i} N F 21 S 9 |8 10 OH R\ /R Grupos R
//\N Y 4N /Sn\ w
I'EC/N?HH O\%ésfh cl cl HiCe- H3g g ‘ °
u Snl Sn2
{ }=DEPT 135

O modo de coordenagdo dos metais ao grupo piperazinil das fluorquinolonas € pouco
relatado na literatura [12]. Além disso, pelo fato do Sn(IV) ser um acido de Lewis mais duro
esperava-se que a coordenagdo ocorresse pelos adtomos de oxigénio da carboxilato e

carbonila, pois o oxigénio ¢ uma base de Lewis mais dura que o nitrogénio.
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A obtengdo dos sinais dos carbonos C14/C17 s6 foi possivel apos a realizagdo do
DEPT 135, devido aos sinais associados a esses carbonos estarem encobertos pelos sinais do
MeOD no espectro de RMN BC{*H} (Figura 5.3.3).

ppm
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Figura 5.3.3 Espectro parcial de RMN de **C{*H} e DEPT 135 do composto Sn2 (MeOD-ds, 50
MHz).

O valor do deslocamento quimico do nucleo metalico no espectro de RMN de
1195n{*H} (Fsn) é extremamente dependente do numero de coordenacdo do estanho e da
natureza dos grupos coordenados ao metal; uma pequena variacdo de densidade eletronica
sobre o centro metalico gera uma grande variagdo no deslocamento quimico, podendo
indicar possiveis produtos secundarios de reagdo ou coordenag@o do solvente ao complexo
[13, 14]. Os Jsn para campo magnético efetivo menor geralmente ocorre devido ao aumento
do niimero de coordenagao do estanho; logo, o atomo de estanho torna-se mais protegido.
Na Tabela 5.3.5 encontram-se os valores dos ds, dos complexos sintetizados neste trabalho,

além do valor descrito na literatura para os sais de estanho precursores.

Tabela 5.3.5 Valores do deslocamento quimico (ppm) nos espectros de RMN de °Sn{*H} dos
complexos Snl e Sn2, em MeOD-d4

Composto 6 {*9Sn} Composto 6 {*9Sn}
Mezsn(CDz 140,004 (5] Snl -171,4555
BUzSﬂ(C|)2 126,34 (5] Sn2 -171,465

{ } = namero de coordenacdo para os complexos de estanho(IV). [ | = referéncia
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Para dsn maiores que -150 ppm compreendem os complexos tetracoordenados,
valores de -150 a -250 ppm estdo relacionados aos complexos pentacoordenados e de -300
a -550 ppm envolvem os complexos hexacoordenados [16]. Desta forma, os dsn dos

compostos Snl e Sn2 encontram-se na faixa associada aos compostos pentacoordenados.

5.3.5 Espectroscopia Mossbauer de 11%Sn

O desvio isomérico (0) € um parametro proporcional a densidade eletronica ao redor
do centro metalico, que fornece informagdes sobre o carater S da hibridizagdo, o nimero de
coordenacao (NC) e o nimero de oxidagdo do centro metalico do composto.

Para compostos que apresentam o metal Sn(IV) espera-se que o valor do & esteja na
faixa de -0,50 a 2,7 mm s* em relagdo a referéncia (SnO2) [15]. Os valores do & dos
compostos Snl e Sn2 encontram-se nessa faixa, confirmando o estado de oxidagao do centro
metalico (Tabela 5.3.6).

Observou-se que os valores do 6 dos complexos foram menores que dos sais
precursores, em decorréncia da expansao do numero de coordenacao do estanho na
complexagdo. Esta diminui¢ao do deslocamento isomérico € uma forte evidéncia da reducao
do carater S no orbital hibrido do centro metalico devido ao aumento do seu numero de
coordenacdo [17]. Seguindo a teoria da ligagdo de valéncia (TLV), isso se explica pela
redugao relativa do caréter s da hibridizagao do ion Sn(IV) de 25% (sp?, tetracoordenagio),
20 % (dsp®, pentacoordenagio) até 17% (d?sp?, hexacoordenacio), fazendo com que o valor

do deslocamento isomérico seja menor.

Tabela 5.3.6 Parametros Mossbauer para os compostos Snl e Sn2 e seus sais de Sn(IV) precursores

Namerode & (mms?®) A(mms?)  Area (%)

Compostos dubletos coordenagio (+ 0,05) (+ 0.05) 1) Referéncia
Snl 1) 5 1,36 4,03 100

Me,SnCl; 4 1,66 3,56 [18]
Sn2 ) 5 1,40 3,20 100

Bu.SnCl; 4 1,75 3,50 [19]

Na Figura 5.3.4 ¢ apresentado o espectro Mossbauer de 11°Sn dos complexos, em que
podem ser observados dupletos bem resolvidos com 100 % de area, sugerindo a presenga de

apenas um centro metalico.
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Figura 5.3.4 Espectro Mdssbauer °Sn do complexo Sn1 (a) e Sn2 (b) a temperatura de 80 K.

O desdobramento quadrupolar (A) estd associado a simetria da densidade eletronica
do centro metalico. O seu valor geralmente permite a discriminagdo entre as possiveis
geometrias do Sn(IV), sendo 1,7 — 2,2 mm s (cis-octaédrica), 2,1 — 2,5 mm s (tetraédrico),
3,0 — 4,0 mm s (bipiramide trigonal) e 3,0 — 4,5 mm s (trans-octaédrica) [20]. Seguindo a
faixa dos desdobramentos quadrupolar e os valores de RMN de 1°Sn{*H} dos compostos
pode-se sugerir que os complexos apresentam geometria bipiramidal trigonal.

Portanto, a combinagdo de todos os dados de caracteriza¢do apresentados fez com

que fossem sugeridas, para 0s complexos, as estruturas apresentadas na Figura 5.3.5.
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H3C—Sn‘\\\\ SIHWCH3
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1 H,C

Figura 5.3.5 Estrutura proposta para os complexos Snl (1) e Sn2 (11).

5.3.6 Estudo da atividade antimicrobiana

A literatura reporta que tanto as fluorquinolonas quanto compostos de Sn(1V)
apresentam grande atividade antimicrobiana [21]. Assim, para averiguar se a complexagdo
da levofloxacina com os sais de dimetil e dibutilestanho(IV) provoca um efeito sinergistico
na atividade antimicrobiana, a concentragao inibitoria minima (MIC) da Ifx e dos complexos
Snl e Sn2 foi determinada frente as cepas dos microrganismos Escherechia coli (ATCC
25922), Salmonela enteritides (ATCC 14028) e Candida albicans (ATCC 18804). Na
Tabela 5.3.7 sdo apresentados os valores de MIC para a levofloxacina livre, os sais de

estanho(IV) precursores e 0os complexos Snl e Sn2.
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Observou-se que todos os compostos apresentaram significante taxa de inibi¢do do
crescimento das bactérias Gram-negativa E. coli e S. enteritidis. Nestes casos, 0s compostos
Snl e Sn2 foram mais ativos que a Ifx, apresentando atividade antimicrobiana similar ou
superior aos farmacos controle. Porém, os valores de MIC dos complexos foram préximos
aos obtidos para os sais de estanho.

As atividades frente ao fungo C. albicans tanto da Ifx quanto dos complexos foram

inferiores aos sais de estanho e aos controles nistatina e miconazol.

Tabela 5.3.7 Valores de MIC da levofloxacina, dos complexos Snl e Sn2, e seus sais de Sn(IV)

precursores
) ) MIC (umol L?)
Microorganismos X X
Ifx ~ (CH3)2SnCl;  Snl  (C4Hg)2SnCl,  Sn2  Amp. Nist.  Micon.
E. coli 20,6 13,5 11,5 11,6 157 437 --- ---
S. enteritidis 64,9 28,9 26,8 35,0 286 335 --- ---
C. albicans > 855 120,0 > 625 193,0 5120 --- 229 327

Amp. = ampicillina; Nist. = nistatina; Micon. = miconazol.

5.3.7 Estudo de interagdo dos compostos com albumina sérica humana (HSA)

Para os estudos de interacdo dos complexos de Sn(IV) e da Ifx com a HSA foi
realizado o experimento de titulagdo espectrofluorométrica em que analisou-se as intera¢des
dos compostos na regido proxima ao residuo de triptofano 214 (Trp-214) na HSA.

Como exemplificado na Figura 5.3.6-a, a adi¢ao de aliquotas de solugdo do Sn2
gerou uma diminui¢@o da intensidade maxima de fluorescéncia em 340 nm. Os valores da
constante de interacdo (Ks) encontram-se na faixa de 2,73 a 7,17 x 10* L mol™* (Tabela
5.3.8), indicando uma interagdo moderada entre os complexos Snl e Sn2 e a HSA.

O mecanismo de supressao da fluorescéncia, os parametros termodinamicos AG, AH
e AS foram obtidos na repeti¢ao dos experimentos nas temperaturas de 20, 25 e 35 °C (Tabela
5.3.8). Foram obtidos graficos do tipo Fo/F em fung@o da concentracdo do agente supressor,
empregando-se como referéncia a intensidade de fluorescéncia em 340 nm. A constante de

supressao de fluorescéncia ¢ determinada como o coeficiente angular da reta.
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Figura 5.3.6 (a) Espectro de fluorescéncia do composto Sn2 a 20 °C (Aexc = 295 NmM, Aem = 340 NM);
(b) Representagdo grafica das relagdes de Stern—Volmer para a supressdo de fluorescéncia da HSA

por Sn2 em diferentes temperaturas, em tampao fosfato (pH 7,4).

Tabela 5.3.8 VValores da constante de Stern-Volmer (Ksy), dos parametros termodinamicos associados

com a interagdo composto-HSA para diferentes temperaturas

- Koy X 10° AH AS AG
Composto  Temperatura (°C) (| ol molt)  (ImoltKY)  (kd molY)
20 3.72 111
sn1 25 273 11,0 75,6 116
35 4,66 119
20 717 118
sn2 25 6.03 10,0 6,4 119
35 457 119

O aumento do valor de Ksy com 0 aumento da temperatura para o complexo Snil,
indica que o mecanismo predominante de interag@o entre este complexo e a HSA ¢ dinamico.
Ja para o composto Sn2 observou-se um comportamento inverso, indicando um mecanismo
estatico de interag@o [8].

Os dados dos parametros termodinamicos indicam que a interagdo dos complexos
com a HSA ¢ espontanea. Contudo, as forgas intermoleculares envolvidas sdo distintas, onde
a inser¢ao do composto Sn1 na proteina ¢ determinada por interagdes hidrofobicas, enquanto

que para 0 composto Sn2 ¢ determinada por atragdes eletrostaticas.
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5.3.8 Estudo de interagdo dos compostos com DNA de timo de vitelo (ctDNA)

O estudo de interacdo tem como objetivo verificar qual o tipo de interagdo dos
compostos com ctDNA, sendo mensurada por meio da titulagdo espectrofotométrica,
monitorando-se a banda espectral na faixa do ultravioleta-visivel [22].

A titulagdo do ctDNA a solucdo da Ifx e as solugdes dos complexos Snl (Figura
5.3.7) e Sn2 acarretou, em todos os experimentos, num efeito hipocromico da intensidade
inicial da absorvancia nos espectros. Este  efeito hipocromico pode ter ocorrido pela
intera¢do entre o cromoforo aromatico (anéis da fragdo quinolona da levofloxacina) dos
complexos e os pares de bases do DNA, coerentes com o modo de ligagdo de intercalagdo
[23].

0,24 - s

0,16

2 4 [ ] 10
[cDNA] x 10° mal L

Absorvancia (u.a.)

0,08

T T T T T
280 320 360
Winm

Figura 5.3.7 Espectro de absorg¢ao eletronica do complexo Snl na auséncia e presenga de quantidade
crescente de ctDNA e grafico de [ctDNA](ga-€F) X [cCtDNA] (inset) (solugdo tampdo fosfato, pH 7,4,

a temperatura de 25 °C).

Os valores da constante de ligagdo (Kb) calculados para a interagdo dos compostos
Snl e Sn2 com ctDNA (Tabela 5.3.9) foram da mesma ordem de intercaladores classicos
comumente utilizados [24], o que corrobora a ideia de que a interagdo complexos-CtDNA
ocorre por intercalagao.

Em geral, o brometo de etidio (EB) ¢ utilizado como sonda fluorescente de detec¢ao
de interacdo com DNA, pois emite intensa fluorescéncia quando intercalado entre os pares
de bases do DNA. Visto que os valores de K, dos compostos encontram-se na mesma ordem
de grandeza que intercaladores classicos, estudo de intercalagdo competitiva dos compostos

com o sistema EB-ctDNA foi realizado.
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Tabela 5.3.9 Valores da constante de ligagdo (Ky), da constante de Stern-Volmer (Ks) e de ligagdo

aparente (Kapp) da Ifx e dos complexos Snl e Sn2

Ky X 10° Koo X 10° Kapp X 10°

Composto (L mol) R (L mol?) (L mol)
Ifx 056 09899 6,23 6,0
sni 967  0,9960 6,21 6,2
sn2 957 09798 6,14 6,1

A ligagdo competitiva da 1fx ¢ dos complexos Snl e Sn2 ao ctDNA foi capaz de
promover a saida do brometo de etidio, ocasionando a diminuic¢do da intensidade da emissao
da fluorescéncia, o que tornou possivel determinar a constante de ligacao aparente (Kapp) da
interagdo composto-ctDNA (Capitulo 2 — Equacdo 2.12) (Tabela 5.3.9).

Os valores de Kapp dos complexos encontram-se na mesma ordem de grandeza da
levofloxacina livre. Isso corrobora a hipotese de que a intercalagdo dos compostos ao CtDNA
esta relacionada a fracdo plana da estrutura da IfX, ja que a complexagdo nao afetou esta

regido da estrutura da levofloxacina.

5.4 Referéncias

[1] A.A.M. Abdel-Aziz, Y.A. Asiri, M.H.M. Al-Agamy, European Journal of Medicinal Chemistry,
46 (2011) 5487 — 5497.

[2] V.L. Dorofeev, Pharmaceutical Chemistry Journal, 38 (2004) 693-697.

[3] L.C.A. Barbosa, Espectroscopia no infravermelho na caracterizagdo de compostos orgéanicos, 1?
ed. Editora UFV, 2007.

[4] M. Karanam, A. R. Choudhury, Crystal Growth & Design, 13 (2013) 1626—1637.

[5] S. Blokhina, A. Sharapova, M. Ol’khovich, G. Perlovich, J. Chem. Thermodynamics 105 (2017)
37-43.

[6] J.J. Qian, J.M. Gu, J. Shen, X.R. Huc, S.X. Wua, Acta Crystallographica Section E, E67 (2011)
02773-02774.

[7] S.K. Singh, A. Das, Phys. Chem. Chem. Phys., 17 (2015) 9596-9612.

[8] J.R. Lakowicz. Principles of Fluorescence Spectroscopy, 3rd ed., Springer, New York, 2006.

[9] J.W. Geary, Coordination Chemistry Reviews, 7 (1971) 81.

[10] D.A. Martins, S.R.W. Louro, M.N.C. Soeiro, P.B. Silva, D.G.J. Batista, L. R. Teixeira, L.R.
Gouvea, BioMetals, 25 (2012) 1.

[11] L.M.M. Vieira, M.V. Almeida, H.A. Abreu, H.A. Duarte, R.M. Grazul, A.P.S. Fontes, Inorganic
Chimica Acta, 369 (2009) 2060.

138



[12] V. Uivarosi, Molecules, 18 (2013) 11153.

[13] A.Garza-Ortiz, C.Camacho-Camacho, T. Sainz-Espuies, I. Rojas-Oviedo, L.R. Gutiérez-Lucas,
A.G. Carrillo, M.A.V. Ramirez, Bioinorganic Chemistry and Applications, 2013 (2013),
502713.

[14] L.C. Diasa, G.M. de Lima, J.A. Takahashi, J.D. Ardisson, Applied Organometallic Chemistry,
29 (2015) 305.

[15] I. Omae, Organotin Chemistry, Amsterdam, New Yrk: Elsevier, 1989, p. 355.

[16] D.C. Menezes, F.T. Vieira, G.M. de Lima, A.O. Porto, M.E. Cortés, J.D. Ardisson, T.E.
Albrecht-Schmitt, European Journal of Medicinal Chemistry, 40 (2005) 1277.

[17] Dani 2012

[18] T.P. Lockhart, W.F. Manders, E.M. Holt, Journal of American Chemistry Society, 108 (1986)
6611.

[19] M. Nath, S. Pokharia, G. Eng, X. Q.Song, A. Kumar, Spectrochimica Acta Part A — Molecular
and Biomolecular Spectroscopy, 63 (2006) 66.

[20] M.1. Khan, M.K. Baloch, M. Ashfaq, S. Gul, Journal of Brazilian Chemistry Society, 20 (2009),
341.

[21] M. Gielen, Journal of Brazilian Chemistry Society, 14 (2003) 870.

[22] P. Zivec, F. Perdih, I. Turel, G.Giester, G. Psomas, Journal of inorganic biochemistry, 117
(2012) 35.

[23] COX et al., 2009; SKYRIANOU et al., 2009

[24] M.N. Pantel, P.A. Parmar, D.S. Gandhi, Bioinorganic & Medicinal Chemistry, 18 (2010) 1227.

139



Serie nfx

Acido 1-etil-6-fluor-7-(4-((2-nitrofenil)sulfonila)piperazin-1-il)-4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilico (0NO2-nfx)

Rendimento (%6): 98. Massa Molar (g mol™): 504,49. Temperatura de fusio (°C): 286 - 287. Analise
elementar para C»H.:FN1O-S [exp.(calc.), %]: 51,73(52,38) C, 4,35(4,20) H, 11,03(11,11) N. Infravermelho
(vicm™, pastilha de KBr): 3424, 3092, 29781, 29181, 28627, 1718(r), 1628 r), 1546(), 14505, 1374 ), 1356,
1264, 1214m), 1170, 1132(m), 952(m), 850, 780, 748(m), 580m), 382¢. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds,
J/Hz, ppm): éu 15,24 (sl,IH)(H®%H), 8,95 (s,1H)(H8), 8,12 — 7,99 (m, 2H)(H3’/H5’), 7,98 — 7,87 (m,
3H)(H6/H4°/H6"), 7,24 (d, *In-r = 7,2, 1H)(H3), 4,59 (q, *Inn = 7,1, 2H)(H18), 3,43 (sl, 8H)(H12 — H16), 1,41 (t,
3Jun = 6,9 Hz, 3H). RMN de *C{*H} (100 MHz, DMSO-ds, J/Hz, ppm): éc 176,1 (d, “Jcr = 1,5)(C10), 166,0
(C17), 152,8 (d, YJcr= 249,3)(C1), 148,6 (C8), 147,9 (C2°), 144,7 (d, Zcr = 10,3) (C2), 137,0(C4), 135,0 (C4"),
132,4(C5%), 130,4(C6°), 129,0 (C17), 124,3(C3"), 119,8 (d, *Jc.r = 7,6)(C5), 111,2 (d, e = 22,7)(C6), 107,1(C9),
106,7 (d, 3Jcr = 2,6) (C3), 49,2 (d, “Jc-r = 4,0)(C12/C16), 49,0(C18), 45,4(C13/C15), 14,3 (C19).

Acido 1-etil-6-fluor-7-(4-((3-nitrofenil)sulfonila)piperazin-1-il)-4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilico (MNO2-nfx)

Rendimento (%0): 97. Massa Molar (g mol™?): 504,49. Temperatura de fusdo (°C): > 300. Analise
elementar para C»H,:FN.O-S [exp.(calc.), %]: 51,35(52,38) C, 4,47(4,20) H, 10,09(11,11) N. Infravermelho
(viem?, pastilha de KBr): 3430, 30921, 3064r, 2928r, 28761, 2856(1), 17245, 1628F), 1534, 1470, 1354,
1266(F), 1174, 1132(m), 954, 904, 764, 714, 672, 582(m. RMN de *H (200 MHz, DMSO-ds, J/Hz, ppm):
dn 15,05 (br, 1H)(HC°M), 8,70(s, 1H)(H8), 8,58(sl, 1H)(H4"), 8,43(s, 1H)(H2), 8,25(sl, 1H)(H5’/H6"), 7,66(sl,
1H)(H3"), 7,85 (d, 3Jn-r = 12,9)(H6), 7,12 (d, “Jur = 7,2, IH)(H3), 4,45 (q, *Ju-n = 7,0, 2H)(H18), 3,36 (sl,
4H)(H12/H16), 3,22 (sl, 4H)(H13/H15), 1,36 (t, *Jun = 6,9, 3H). RMN de BC{*H} (50 MHz, DMSO-ds, J/Hz,
ppm): dc 148,2(C3’), 131,9(C6%), 131,6(C5’), 128,0(C4°), 122,2(C2°), 48,8 (d, “Jcr = 4,4)(C12/C16),
45,6(C13/C15), 48,2(C18), 14,3(C19).

Acido 1-etil-6-fluor-7-(4-((4-nitrofenil)sulfonila)piperazin-1-il)-4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilico (pPNO2-nfx)

Rendimento (%0): 97. Massa Molar (g mol™): 504,49. Temperatura de fusdo (°C): 275 - 276. Analise
elementar para CxH2:FN+O-S [exp.(calc.), %]: 52,93(52,38) C, 3,98(4,20) H, 10,71(11,11) N. Infravermelho
(vicm?, pastilha de KBr): 3414y, 3102(m), 3066(m), 3034(m), 2980(m), 2918(m), 2864(m), 1704, 1622, 1526,
1480), 1382, 1352(), 1264(F), 1168(F), 1126(m), 958(F), 856(m), 748(F), 704 (m), 600m), 576(m), 466(m), 392(m). RMN
de *H (400 MHz, DMSO-ds, J/Hz, ppm): du 15,16 (br, 1H)(H®°®H), 8,90(s, 1H)(H8), 8,45 (d, ®Ju+x = 8,5,
2H)(H3’/H5), 8,06 (d, 3Ju.n = 8,5, 1H)(H2’/H6’), 7,84 (d,3Ju.r = 13,0, 1H)(H6), 7,17(d, “Ju-r = 6,9, 1H)(H3), 4,55
(d,33n-n = 6,8, 2H)(H18), 3,41(sl,)(H12/H16), 3,21(sl)(H13/H15), 1,38 (t, *Ju.n = 6,7, 3H)(H19). RMN de *C{*H}
(100 MHz, DMSO-dg, J/Hz, ppm): dc 176,1 (d, “Jcr = 2,3)(C10), 165,9(C17), 152,7 (d, YJc.r = 249,3)(C1),
150,2(C4%), 148,5(C8), 144,6 (d, 2Jcr = 10,4)(C2), 140,6(C1°), 137,0(C4), 129,1(C3°/C5’), 124,7(C2°/C6°), 119,8
(d, ¥Jcr = 7,6)(C5), 111,2 (d, 2Jc-r = 22,9)(C6), 107,2(C9), 106,6 (d, 3Jcr = 2,7)(C3), 49,0(C18), 48,8 (d, “Jcr =
4,2)(C12/C16), 45,5(C13/C15), 14,3(C19).

Acido 1-etil-6-fluor-7-(4-((4-toluil)sulfonila)piperazin-1-il)-4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilico (pCHs-nfx)

Rendimento (%0): 98. Massa Molar (g mol?): 473,52. Temperatura de fusido (°C): > 300. Anilise
elementar para CxH24FNsOsS [exp.(calc.), %]: 56,70(58,34) C, 4,98(5,11) H, 8,64(8,87) N. Infravermelho
(vicm?, pastilha de KBr): 3057, 2914, 2890, 28551, 1711(), 1628, 1475@), 1452 (), 1350(m), 1166(m), 949(m),
811, 725, 581(m), 548m). RMN de H (400 MHz, DMSO-ds, J/Hz, ppm): éx 15,17(br, 1H)(H°°"), 8,88(s,
1H)(H8), 7,85 (d,*Jw.r = 13,1, 1H)(H6), 7,68 (d, *Ju.n = 8,3, 4H)(H3’/H5"), 7,48 (d, *Jun = 8,0, IH)(H2’/H6"),
7,16 (d, “Jue = 7,1, 1H)(H3), 4,54 (d,*Jnn = 6,7, 2H)(H18), 3,42 — 3,35(m, 4H)(H12/H16), 3,10 — 3,04 (m,
4H)(H13/H15), 2,41 (s, 3H)(H7"), 1,37(t, 3Jnn = 7,0, 3H)(H19). RMN de 3C{*H} (100 MHz, DMSO-ds, J/Hz,
ppm): dc 175,9 (d, “Jc-r = 2,4)(C10), 166,0(C17), 152,7 (d, *Jcr = 249,4)(C1), 148,3(C8), 144,6 (d, 2Jcr =
10,2)(C2), 143,9(C4’), 136,9(C4), 131,7(C1°), 129,9(C3°/C5"), 127,6(C2°/C6”), 111,2 (d, 2Jcr = 22,7)(C6), 106,5
(d, 3Jcr = 2,7)(C3), 48,9(C18), 48,8 (d, “Jc.r = 4,5)(C12/C16), 45,6(C13/C15), 21,0(C7’), 14,3(C19).
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Serie cfx

Acido 1-ciclopropil-6-fluor-7-(4-((2-nitrofenil)sulfonila)piperazin-1-il)-4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilico (0NO2-cfx)

Rendimento (%): 95. Massa Molar (g mol?): 516,50. Temperatura de fusio (°C): 265 - 266. Analise
elementar para CasH21FN4O-S [exp.(calc.), %]: 53,69(53,48) C,4,12(4,10) H, 11,01(10,85) N. Infravermelho
(vicm™, pastilna de KBr): 3070, 2920, 2898, 28581, 1716, 1628, 1548(m), 1494, 1450, 1376(m),
1351(m), 1168m), 1135(m), 948(m), 750m), 575¢nH. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds, J/Hz, ppm): 6y 15,13
(sl,1H)(H®°°"), 8,67 (s,1H)(H8), 8,07 (d, 3Jun = 7,1, 1H)(H5"), 8,04 (d, *Jn-n = 7,1, 1H)(H2"), 7,98 — 7,93 (m,
1H)(H3”), 7,92 (d, 3Jn.r = 13,0, 1H)(H6), 7,90 (t, 3In.+ = 7,1, 1H)(H4")7,60 (d, “In-r = 7,4 Hz, 1H)(H3).
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Acido 1-ciclopropil-6-fluor-7-(4-((3-nitrofenil)sulfonila)piperazin-1-il)-4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilico (MNO2-cfx)

Rendimento (%): 97. Massa Molar (g mol™): 516,50. Temperatura de fusdo (°C): 285 - 286. Analise
elementar para CzsH2:FN1O-S [exp.(calc.), %]: 53,80(53,48) C, 4,27(4,10) H, 10,59(10,85) N. Infravermelho
(vicm™, pastilha de KBr): 3448, 31065, 29525, 2840, 1734¢), 1630, 1530(), 1470, 1358, 1262, 1176,
1134(m), 952, 716, 678, 582(m). RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds, J/Hz, ppm): du 15,09 (br, 1H)(HC°°M),
8,64(s, 1H)(H8), 8,56(d 3Jn.n = 8,4, 1H)(H4"), 8,43 (s, IH)(H2"), 8,24 (d, *Jnn = 7,8, IH)(H6), 7,98 (t, *Jnn =
7,9, 1H)(H5"), 7,86 (d, 3Jn-r = 13,0, 1H)(H6), 7,56 (d, “Ju.r = 7,0, 1H)(H3).
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Acido 1-ciclopropil-6-fluor-7-(4-((4-nitrofenil)sulfonila)piperazin-1-il)-4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilico (pNO2-cfx)

Rendimento (%0): 93. Massa Molar (g mol?): 516,50. Temperatura de fusdo (°C): 273. Anailise
elementar para CxsH2:FN4O-S [exp.(calc.), %]: 53,53(53,48) C, 4,21(4,10) H, 10,87(10,85) N. Infravermelho
(vicm™?, pastilha de KBr): 3442, 3104, 29381, 28607, 1940, 1730, 1628 ), 1530), 1470, 1378, 1354,
1260, 12165, 1170, 1124(m), 954(m), 750, 602(, 5781. RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds, J/Hz, ppm): J4
8,65 (s,1H)(H8), 8,47 (d, 3Ju.n = 8,7, 2H)(H3’/H5"), 8,07 (d, 3Ju.n = 8,7, 2H)(H2’/H6), 7,89 (d, 3Ju-r = 13,2,
1H)(H6), 7,57 (d, “Ju.r = 7,3, 1H)(H3).
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Acido 1-ciclopropil-6-fluor-7-(4-((4-toluil)sulfonila)piperazin-1-il)-4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilico (0CHs-cfx)

Rendimento (%0): 93. Massa Molar (g mol™): 485,53. Temperatura de fusdo (°C): 289 - 290. Analise
elementar para CxH24FNsOsS [exp.(calc.), %]: 59,40(59,37) C, 4,90(4,98) H, 8,49(8,65) N. Infravermelho
(vicm?, pastilha de KBr): 3050, 2918, 2893, 2861, 1731, 1629, 1475, 1452, 1350(m), 1263,
1166(m), 949(m), 811, 725, 581(m), 548(m). RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds, J/Hz, ppm): on 8,62(s, 1H)(H8),
7,87 (d, *Jwe = 11,5)(H6), 7,69 (d, 3Jnn = 7,2, 2H)(H3°/H5”), 7,49 (d, 3Jn-n = 7,1, 2H)(H2°/H2").
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Complexos organoestdanico com levofloxacina

Complexo Sn1:

Rendimento (%): 57. Massa Molar (g mol?): 581,05. Temperatura de fusdo (°C): 193 (dec.). Anilise
elementar para CzH2sCIl.FN304Sn [exp.(calc.), %6]: 41,27(41,34) C, 4,97(4,51) H, 7,37(7,23) N. Infravermelho
(vicm™, pastilha de KBr): 3424, 3040m), 2920(m), 2852(m), 2714(m), 1710, 1622, 1528, 1474, 1400,
1260m), 1128, 1052(m), 978(m), 8721, 804(m), 568, 496(5. RMN de H (400 MHz, DMSO-ds, J/Hz, ppm): n
9,02 (s, 1H)(H7), 7,76 (d, 3Jur = 12,0 Hz, 1H)(H6), 4,64 (d, 2Jun = 11,4, 1H)(H11a*), 4,50 (d, 2n-n = 11,4,
1H)(H11b%*), 3,75 — 3,64 (m, 4H)(H14/H17), 3,51 — 3,43 (m, 4H)(H15/H16), 3,01 (s, 3H)(H18), 1,49 (d, 3Ju.n =
6,7, 3H)(H13),1,01 (t, 2Ju.n = 74,9, 3H)(H1’). RMN de BC{*H} (100 MHz, MeQOD, J/Hz, ppm): éc 176,3 (C9),
167,7 (C10), 156,3 (d, YJc.r = 248,0)(C1) 147,3 (C7), 140,9 (d, 3Jcr = 6,4)(C3), 136,9 (d, 2Jcr = 11,1)(C2), 130,5
(C4), 124,9 (C8), 103,9 (d, ZJc-r = 24,9)(C6), 68,4 (C11), 56,1 (C12), 54,1 (C15/C16), 47,4/47,6(C14/C17), 39,0
(C18), 16,9 (C13), 10,4 (Co).

Complexo Sn2:

Rendimento (%): 61. Massa Molar (g mol?): 719,26. Temperatura de fusio (°C): 250 (dec.). Anilise
elementar para CxsH44CI.FN3:O7Sn [exp.(calc.), %6]: 43,53(43,42) C, 6,14(6,17) H, 6,00(5,84) N. Infravermelho
(vicm?, pastilha de KBr): 3418m), 3042(m), 2958(m), 2926(m), 2860(m), 2726(m), 1708, 1624, 1550(), 1530,
1482 ), 1406(m), 1298(m), 1254(m), 1206, 1052(m), 978(m), 878(m), 804(m), 7061, 680¢n, 590, 532(1), 492%. RMN
de 'H (400 MHz, DMSO-dg, J/Hz, ppm): 6+ 8,92 (s, 1H)(H7), 7,63 (d, 3Jur = 11,9 Hz, 1H)(H6), 4,55 (d, 2Jn-n =
11,8, 1H)(H11a*), 4,41 (d, 2Jun = 11,2, 1H)(H11b*), 3,61 (sl, 4H)(H14/H17), 3,38 (sl, 4H)(H15/H16), 2,91 (sl,
3H)(H18), 2,03 — 0,55 (m, 21H)(H1’ — H4’/H13). RMN de 3C{*H} (100 MHz, MeOD, ppm): éc 176,1 (C9),
169,5 (C10), 157,8 (d, YJcr = 247,4)(C1), 148,9 (C7), 142,4 (d, *Jcr = 6,4), 132,2 (d, 3Jcr = 14,7) (C2), 126,4
(C4),123,4 (d, *Jc-r = 11,6) (C5), 110,4 (C8), 105,4 (d, 2Jc-r = 24,6) (C6), 70,0 (C11), 57,6 (C12), 55,6 (C15/C16),
49,1/49,0 (C14/C17), 44,2 (C18), 32,0 (Ca), 28,6 (CB), 27,3 (Cy),18,5 (C13), 14,1 (CJ).
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Capitulo 6 Conclusao

Neste trabalho foram apresentadas variagdes estruturais das classes de compostos
tiossemicarbazonas, fluorquinolonas e acido R-aminobenzodico, as quais possuem recorrente
relevancia descrita na literatura. Estas varia¢des estruturais foram realizadas com a inser¢ao
de grupos que ja apresentam aplicagdo relatada: R-sulfonila e isoxazol. As analises das
estruturas cristalograficas, superficie de Hirshfeld, da atividade antimicrobiana e da
interagdo com HSA e DNA foram realizadas neste trabalho. A discussdo da caracterizagdo
e atividade dos novos compostos apresentados nesta tese encontra-se em capitulos
distribuidos pela classe dos compostos precursores.

No primeiro capitulo de discussao de resultados (Capitulo 3) foram apresentadas sete
novas tiossemicarbazonas (HL1 — HL7) com a inser¢do do grupo isoxazol. O estudo de
estabilidade confirmou que os compostos se apresentaram estaveis em solugdo de DMSO e
DMSO/tampao fosfato. A caracterizagdo em so6lido ¢ em solugdo confirmaram a
conformacdo EZ para todas as sete tiossemicarbazonas.

As analises de difrag@o de raios X por monocristal confirmou as estruturas preditas.
A variacao dos grupos R nas estruturas afetaram as interacdes intermoleculares, em que para
0s compostos HL3, HL6 e HL7 pode-se observar um significativo aumento das porcentagens
das interagdes 7w stacking entre os anéis aromatico e do isoxazol.

Os valores das constantes de supressdo (Ksv) entre as tiossemicarbazonas e a HSA
foram da ordem de grandeza de 10* L mol™, indicando uma forca de ligacio moderada com
a proteina e um mecanismo de interagdo mMisto por meios dindmico e estatico.

O estudo da interacao das tiossemicarbazonas com ctDNA mostrou que a inser¢ao
de grupos alquila ou arila ao esqueleto tiossemicarbazona desfavoreceu a interagdo com
ctDNA. O estudo com o sistema EB-ctDNA mostrou que 0s compostos apresentam uma
constante de ligacao aparente (Kapp) com valores 10 vezes superior ao de farmacos ja
comercializados, indicando que o mecanismo de interagdo com o DNA foi por intercalagao.

A baixa solubilidade das tiossemicarbazonas nos meios de cultura utilizados no teste
biologico impossibilitou a determinacdo dos valores de MIC frente as bactérias e fungos

testados.
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Neste capitulo ainda foi apresentada a obtencao inesperada do composto N?,N°-bis(2-
nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol-2,5-diamina (HLS8), a partir da reagdo seguindo a metodologia
one-pot para a obtencao do composto HL7.

Este composto apresentou-se quase plano devido a duas ligagdes de hidrogénio
intramoleculares fortes, formando dois anéis S11(6), N2—H2:--O1 e N5-H5---03, e de outras
duas ligacdes de hidrogénio intramoleculares, C3—-H3---N3 e C14-H14---N4, que, em
conjunto, provavelmente inviabilizaram as rotagdes livres das ligagdes simples N2—-C7 e
N5-C8. Além disso, o HL8 apresentou-se como um sistema molecular conjugado, e as
interagdes 7--w Stacking entre moléculas adjacentes estabilizaram a estrutura cristalina.

No Capitulo 4, foram apresentados quinze compostos obtidos pela inser¢ao do grupo
R-benzenossulfonil com o0s 4cidos R-aminobenzdicos. A caracterizagdo por
termogravimetria e analise elementar de CHN indicaram que os compostos HM8 e HM11
apresentaram molécula de agua de hidratacao na propor¢ao 1:1 (composto:agua).

As analises cristalograficas apresentam caracteristicas intrinsecas as séries, onde as
ligagdes de hidrogénio intramoleculares afetam diretamente a conformagdo e a interagdo
intermolecular dos compostos. As estruturas da série OABA apresentaram ligagdes de
hidrogénio intramoleculares N1-H1IN--O2 e C4-H4--O4 que reduziram a liberdade de
rotagdo nas ligagdes simples, C3-N1 e S1-N1 fazendo com que as estruturas da série se
encontrassem em conformagdo similar. Os compostos da série pPABA ndo apresentaram
interagdes intramoleculares suficientemente fortes para manté-los em uma conformagao
similar entre si, acarretando em uma rotagao livre dos grupos R-benzenossulfonil em torno
da ligacdo N1-C5.

As andlises da superficie de Hirshfeld e dos graficos de impressao digital mostraram
que a variagdo dos grupos R no anel aromatico da fragdo sulfonamida afetaram diretamente
a porcentagem das interagdes intermoleculares e ao empacotamento cristalino dos
compostos.

A interagdo dos acidos com a HSA acarretou em uma supressdo da emissdo de
fluorescéncia do Trp-214 e um deslocamento hipsocromico indicando uma mudanga no
microambiente em torno do Trp-214, tornando-o mais hidrofobico. A forga de ligagado entre
0s compostos com a HSA foi dada como moderada pelos valores da constante de interagdo
Ksv, além de inferir que o mecanismo estatico foi predominante na interagao.

De forma geral, os compostos da série 0ABA apresentaram maior interacdo com a

albumina seguido pelas séries MABA e pABA. As excegdes observadas foram os compostos
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HM11 e HM 14 da série pABA que apresentaram valores de K, na mesma ordem de grandeza
dos compostos com grupo R similar ao da série 0OABA (HM1 e HM4).

Neste capitulo também foi apresentada a sintese ¢ caracterizag¢do estrutural de um
complexo organoestanico com o ligante HM11. Os dados de caracterizagao para o complexo
indicaram a obtencdo de um monOmero com razdo 1:1 (metal:ligante) com 0 grupo
carboxilato como sitio de coordenagdo ao centro metalico. Observou-se uma variagdo no
numero de coordenagdo observado no estado solido (NC = 5) e em solugdo (NC = 4), a qual
justificou-se pela interagdo fraca entre um dos atomos de oxigénio do carboxilato no estado
solido, sendo desfeita em solugao.

Além da variagdo de geometria do centro metéalico no estado sélido e em solugdo, a
cristalizacdo do complexo acarretou na formacdo de uma estrutura polimérica pela ligagao
do centro metdlico com um dos dtomos de oxigénio do carboxilato de uma molécula vizinha.
A estrutura cristalina deste composto apresentou-se com o0 centro metalico coordenado a trés
grupos butil e a dois ligantes desprotonados do HM11 com distancias de ligagdo Sn—O e Sn—
C ndo-equivalentes. O centro metalico Sn(IV) encontrou-Se em uma geometria bipiramide
trigonal ligeiramente distorcida.

Pela observagdo da superficie de Hirshfeld e graficos de impressao digital pode-se
inferir que no HM11 as interagdes O---H/H---O sdo as mais presentes, Seguidas pela interagdo
H--H. Contudo, no complexo, as interagdes H--H apresentam maior contribuigdo. Esta
inversao justifica-se pelo efeito estérico do grupo tributilestanho acarretando na redugao da
interagao O---H/H---O.

No ultimo capitulo de discussdo (Capitulo 5) se encontram o0ito novas
fluorquinolonas obtidas pela inser¢do do grupo R-benzenossulfonil a norfloxacina e
ciprofloxacina.

A inser¢do do grupo sulfonil melhorou a solubilidade destas fluorquinolonas de 2*
geracdo em solventes organicos. A caracterizacdo dos compostos mostrou que estes Se
encontram na forma neutra. Isso justifica-se pelo impedimento estérico da insergdo do grupo
sulfonil ao nitrogénio da piperazina, inviabilizando a forma zwitterionica, comumente
observado nas fluorquinolonas.

Difragdo de raios X por monocristais dos compostos PNO2-nfx e 0oNO2-cfx
confirmaram as estruturas com a carboxila em estado sélido e a formagao de ligagdes
intramoleculares O1-H1---03, formando um anel S:}(6), e C12-H12---F1 comumente

observadas nas estruturas cristalograficas de fluorquinolonas. As analises da superficie de
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Hirshfeld para pNO2-nfx corroboram a importancia das interagdes H--O/O--H entre
moléculas adjacentes deste composto para 0 empacotamento cristalino.

A avaliagdo da atividade antibacteriana das novas fluorquinolonas foram realizadas
frente as bactérias S. Typhimurium, Citrobacter freundii, E. carotovora, S. Sanguinis. Os
resultados mostram que as sulfonilfluorquinolonas SFq apresentaram uma atividade na
ordem de 10 a 10° vezes melhor que o fiarmaco controle (norfloxacina) frente aos
microrganismos testados, em que os compostos com grupo nitro na posigdo para
apresentaram melhor atividade biologica.

O estudo da interag@o dos compostos com a HSA indicou que as SFq sdo supressores
moderados da fluorescéncia do Trp-214 e o mecanismo de interacdo SFq-HSA ¢
predominantemente estatico. Além disso, a posicao do grupo R afetou o tipo de intera¢do
com a HSA, tendo os compostos que apresentam substituintes pNO2- e pCH3- uma interagao
por ligagdo de hidrogénio ou forgas de van der Waals, enquanto os demais compostos
possuem interagdo hidrofobica.

Neste capitulo também foram relatadas as sinteses e caracterizacdo de dois
complexos organoestdnico com a levofloxacina, Snl e Sn2. A caracterizacdo destes
complexos sugeriram a coordenagdo incomum do Sn(IV) ao nitrogénio da piperazina. OS
dados de caracterizagdo indicaram a relagdo 1:1 (metal:ligante) nos complexos e de dois
atomos de cloro coordenados ao metal.

Os valores de MIC para a atividade antimicrobiana dos complexos foram proximos
aos obtidos para os sais de estanho frente as bactérias E. coli e S. enteritidis. A atividade
tanto da Ifx quanto dos complexos frente ao fungo C. albicans foram inferiores aos sais de
estanho e aos controles nistatina e miconazol.

Os mecanismos de interagao dos complexos com a HSA apresentaram-se distintos,
sendo que para 0 complexo Snl o mecanismo predominante de interagdo foi 0 dinamico, e
para 0 Sn2, um mecanismo estatico de interagdo. As forcas intermoleculares envolvidas nos
complexos também foram distintas, onde a inser¢do do composto Snl na proteina foi
determinada por interacdes hidrofobicas, enquanto que para o composto Sn2, por atragdes
eletrostaticas.

A andlise dos valores das constantes de interacdo dos complexos com ctDNA
indicaram que estes interagem por intercalagdo com o ctDNA. Por fim, a ligagdo competitiva
da levofloxacina e dos complexos ao ctDNA foi capaz de promover a saida do brometo de

etidio, constatando que os compostos estudados interagem com o ctDNA via intercalagao.
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Por fim, neste trabalho de tese propos-Se apresentar novas estruturas, a partir de
grupos ou farmacos que ja apresentam atividade biologica relatada na literatura e analisar
como as moléculas interagem entre si N0 empacotamento cristalino, pelas analises das
intera¢des intramoleculares e intermoleculares que se encontram presentes. Além disso,
buscou-se a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos novos compostos, bem como a
investigacdo destes compostos com biomoléculas, tais como HSA ¢ DNA. E em uma
perspectiva futura da possibilidade de utilizar estes compostos para a complexagdo com

outros metais bioativos e avaliar o efeito sinergistico frente a alvos bioldgicos especificos.
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Six new 3,5-isoxazole thiosemicarbazone derivatives (ITCs) (HL1 — HL6) were synthesized and charac-
terized using microanalysis, spectroscopic methods and for HL2, HL3, HL5 and HL6a by a single crystal X-
ray diffraction. The combined analyses, utilizing NMR and X-ray techniques, showed that the compounds
presented an E conformation both in solution and solid state. The intermolecular N3—H3N---S1
hydrogen bonds, between the thiosemicarbazone groups, resulted in rings for all crystals. For HL2 and

Keywords: HL5, one medium strength (N4—H4N- - -S1) and one weak (C8—H8- - -N1) intermolecular hydrogen bond
ITSt?i)ZZ(r)Leicarbazone was also observed. HL3 presented a m(ar)- m(ar) stacking interaction and HL6a was stabilized by three
Schiff base hydrogen bonds involving DMSO oxygen. The interconnections in the crystal structures were analyzed
DNA using Hirshfeld surfaces. The interaction studies, using fluorescence and absorbance spectroscopy,
Albumin showed that the ITCs interacted with DNA and human serum albumin (HSA).

Hirshfeld surface

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Isoxazole is an important class of a five-member unsaturated
heterocyclic compound which contains an oxygen and nitrogen
heteroatom at the respective 1,2-ring positions within the 1,2-azole
family (Fig. 1a). Isoxazole 's aromatic system, together with the
fraction connection between the nitrogen and the oxygen, are
important characteristics of this class of compounds making this
group very common in organic syntheses [1]. Isoxazole manifests a
broad spectrum of biological activity which is mainly antibacterial,
antifungal, anti-inflammatory and analgesic [2,3]. The literature
reports a wide range of pharmacological applications, including
antitumor, antituberculosis, antidiabetic, antileishmanicidal and
antiviral [4—6]. It was reported that isoxazole derived compounds
manifest a robust activity against A-549 and Colo-205 cancer cell
lines, and that they are the basis for drugs already commercialized,
such as leflunomide (antirheumatic), valdecoxib (COX-2 inhibitor)
and zonisamide (an anticonvulsant) [7]. As an example, ibotenic

* Corresponding author.
E-mail address: Iregina@qui.ufmg.br (L.R. Teixeira).

http://dx.doi.org/10.1016/j.molstruc.2017.08.062
0022-2860/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

acid (Fig. 1b), a naturally occurring isoxazole derived from the
mushroom Amanita muscarica, exhibits a potent neurotoxin effect
and acts as an ionotropic and metabotropic glutamate receptor
subtype.

Thiosemicarbazones (TSCs) and their metal complexes have
been intensively studied because of their wide applications and
pharmacological profile which range from antibacterial to anti-
tumor, antiviral and antifungal activities, among others [8—10]. In
particular, thiosemicarbazone's antitumor activity has been the
most studied for this class of compounds. This property is
attributed to the ability to inhibit the enzyme ribonucleoside
diphosphate reductase (RDR), which is involved in the biosyn-
thesis of deoxyribonucleic acid (DNA) [11]. Research on thio-
semicarbazone structure has shown that in solid state the
C—N—NH—CS—N backbone is usually almost planar, with the S
atom trans to the azomethine N (E configuration) [12]. The TSCs
present an extensively delocalized system and the C—S distance is
close to the usual distances observed for the thioureas [12,13]. The
investigation of the structure-activity relationship, in thio-
semicarbazone derivatives, has revealed that the RDR inhibition
activity is associated to the iron coordination via a heterocyclic
tridentate ligating system (N—N-—S) [14]. The improvement in
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Fig. 1. Isoxazole (a) and ibotenic acid (b).

biological activity has been associated with the insertion of a
bulky group on the terminal nitrogen (N(13) in Scheme 1) [15,16].
Thus, the structural study is of extreme importance in the thio-
semicarbazones' biological activity.

As part of our ongoing interest in the syntheses of bioactive
compounds [17—20] and to evaluate a possible synergistic iso-
xazol and thiosemicarbazone effect on the biological activities, we
synthesized novel N-R-substituted isoxazolethiosemicarbazones
(ITCs) by the N-R-thiosemicarbazide and 5-(4-R-phenyl)iso-
xazole-3-carboxaldehyde. Following the activity of thio-
semicarbazone with DNA and being the nucleic acid that is the
primary intracellular target of antitumor drugs, we studied the
ITCs' interaction with calf thymus DNA (ctDNA). Moreover, the
exploration of small molecules, binding to DNA, has importance in
the rational design of new anticancer pharmaceuticals [21,22].
Small molecules can interact with DNA via electrostatic interac-
tion, groove binding or intercalation between the base pairs [23].
The most effective mode, among the three, is intercalative bind-
ing. Therefore, we also analyzed the ITCs' ability to displace
ethidium bromide (EB) from the calf thymus DNA-ethidium bro-
mide system (ctDNA-EB). An important role in binding, transport,
and the delivery of several exogenous and endogenous com-
pounds in human plasma is associated with human serum albu-
min (HSA) [24—26]. It is the most abundant protein in plasma and
is used as an important model protein in relation to the interac-
tion between compounds and serum albumins. Therefore, the
reactivity of the ITCs with protein HSA is useful in the design and
synthesis of new drug candidates.

In this paper, we report the synthesis, spectroscopy, X-ray
structure and Hirshfeld surface analyses of six new ITCs. Moreover,
the interaction the ITCs had with HSA and ctDNA was investigated

2. Experimental
2.1. Materials and spectroscopic measurements

Thiosemicarbazide, 4-methyl-3-thiosemicarbazide, 4-phenyl-
thiosemicarbazide, 5-phenylisoxazole-3-carboxaldehyde, 5-(4-
chlorophenyl)isoxazole-3-carboxaldehyde, human serum albumin
(HSA), phosphate buffer, Tris-HCl buffer, ethidium bromide (EB)
and deoxyribonucleic acid sodium salt from calf thymus (ctDNA)
were purchased from Sigma-Aldrich. The organic solvents were
purchased from Vetec. All reagents were used without further
purification. The melting point (Mp) was achieved using an
MQAPF-302 apparatus and was reported without correction. The
infrared (IR) spectra were recorded on a Perkin Elmer FTIR GX
spectrometer using KBr pellets. Microanalyses of C, H and N were
obtained on a Perkin Elmer 2400 series ii. The 'H (400 MHz) and '3C
{'H} (100 HMz) NMR spectra were recorded on a Bruker Avance
DRX-400 spectrometer in hexadeuterodimethyl sulfoxide (DMSO-
dg) with TMS as an internal standard. Ultraviolet—visible (UV—vis)
spectra were performed on a Hewlett Packard 8451-A a spectro-
photometer. The analyzers were inserted into a 1.00 cm quartz cell
with Varian-Agilent, Cary Eclipse spectrophotometer steady-state
fluorescence measurement modes.

2.2. Syntheses

The adequate 5-R-isoxazole-3-carboxaldehyde (1.00 mmol) was
dissolved in absolute ethanol and a concentrated H,SO4 catalytic
amount was added. Subsequently, 1.00 mmol of the desired thio-
semicarbazide was added. The solution was maintained under
stirring and reflux for 2 h. The solid was filtered and washed with
ethanol and, subsequently, diethyl ether and dried in vacuum. The
syntheses of the compounds HL1 — HL6 were performed according
to Scheme 1. Good quality HL2, HL3, HL5 and HL6 single crystals
were obtained from the slow evaporation of the ethanol/DMSO (9:1
v/v) solution at room temperature.

2-((5-phenylisoxazol-3-yl)methylene)hydrazinecarbothioa-
mide (HL1): Yield (%): 75. Mp (°C): 200 (dec.). Anal. calcd. for
[C11H10N40S] (%): C, 53.64; H, 4.09; N, 22.75. Found: C, 53.73; H,
4.02; N, 22.28. IR (selected bands) (KBr, cm™!): v(N—H) 3268/3168,
¥(C=N) 1550, V(C=N)* 1442. 'H NMR (400 MHz, DMSO- dg,
ppm): 11.84 (s, 1H)(H11), 8.55 (s, 1H)(H13), 8.17 (s, 1H)(H14), 8.11

using UV—vis absorption and fluorescence spectroscopy
techniques. (s, 1TH)(H10), 7.85—7.74 (m, 2H)(H3/H5), 7.61 (s, 1H)(H8), 7.58—7.50
(m, 3H)(H2/H6 + H1). 13C NMR (100 MHz, DMSO- dg, ppm): 178.9
R4
S
0 EtOH, H*
= + HZN\ /R2 — e
/ H H 2 h, ref.
O—n H
HL1 HL2 HL3 HL4 HL& HL6
Ri  H—$— H—g— H—$— Cl—3— cl—— Cl——
18 19 18 19
R: H—$- Fac—8— 17 Mo M3 fe—3- 17@
16 15 16 15

Scheme 1. Syntheses of the thiosemicarbazones HL1 — HL6 and NMR numbering.
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(C12), 169.2 (C9), 161.5(C7), 131.2 (C1), 130.8 (C10), 129.5 (C2/C6),
126.7 (C4), 125.6 (C3/C5), 97.9 (C8).
N-methyl-2-((5-phenylisoxazol-3-yl)methylene)hydrazine-
carbothioamide (HL2): Yield (%): 85. Mp (°C): 212 (dec.). Anal.
calcd. for [C12H12N40S] (%): C, 55.37; H, 4.65; N, 21.52. Found: C,
55.16; H, 4.63; N, 21.36. IR (selected bands) (KBr, cm~'): v(N—H)
3302/3188, v(C=N) 1546, v(C=N)"*°* 1444. 'H NMR (400 MHz,
DMSO- dg, ppm): 11.91 (s, 1H)(H11), 8.67 (d, 3] = 4.5 Hz, 1H)(H13),
8.12 (s, 1H)(H10), 7.84 (dd, ] = 7.5 Hz; 2.0 Hz, 2H)(H3/H5), 7.59—7.54
(m, 3H)(H2/H6 + H1), 7.52 (s, TH)(H8), 3.06 (d, 3] = 4.5 Hz,
3H)(H14). 13C NMR (100 MHz, DMSO- dg, ppm): 178.2 (C12), 169.1
(C9), 161.3 (C7), 130.7 (C1), 130.5 (C10), 129.4 (C2/C6), 126.5 (C4),
125.6 (C3/C5), 97.7 (C8), 30.9 (C14).
N-phenyl-2-((5-phenylisoxazol-3-yl)methylene)hydrazine-
carbothioamide (HL3): Yield (%): 76. Mp (°C): 231 (dec.). Anal.
calcd. for [C17H14N40S] (%): C, 63.33; H, 4.38; N, 17.38. Found: C,
62.95; H, 4.32; N, 17.17. IR (selected bands) (KBr, cm™1): v(N—H)
3295/3164, v(C=N) 1560, v(C=N)* 1434. 'H NMR (400 MHz,
DMSO- dg, ppm): 12.27 (s, TH)(H11), 10.22 (s, 1H)(H13), 8.25 (s,
1H)(H10), 7.90—7.80 (m, 2H)(H15/H19), 7.72 (s, 1H)(H8), 7.61—-7.51
(m, 5H)(H3—H6 + H1), 7.42 (t, 3] = 7.7 Hz, 2H)(H16/H18), 7.31-7.21
(m, TH)(H17). 13C NMR (100 MHz, DMSO- dg, ppm): 176.7 (C12),
169.1 (C9), 161.2 (C7), 138.8 (C14), 131.6 (C1), 130.7 (C10), 129.4
(C2/Ce6), 128.3 (C16/C18), 126.6 (C4), 126.3 (C15/C19), 125.9 (C17),
125.6 (C3/C5), 98.2 (C8).
2-((5-(4-chlorophenyl)isoxazol-3-yl)methylene)hydrazine-
carbothioamide (HL4): Yield (%): 77. Mp (°C): 216 (dec.). Anal. calcd.
for [C11H9CIN4OS] (%): C, 47.06; H, 3.23; N, 19.96. Found: C, 46.89; H,
3.37; N, 19.74. IR (selected bands) (KBr, cm™): v(N—H) 3280/3170,
V(C=N) 1540, v(C=N)** 1444. '"H NMR (400 MHz, DMSO- dg,
ppm): 11.86 (s, 1H)(H11), 8.59 (s, 1H)(H13), 8.14 (s, 1H)(H14), 8.10 (s,
1H)(H10), 7.80 (d, 3] = 8.6 Hz, 2H)(H3/H5), 7.64 (s, 1H)(H8), 7.60 (d,
3] = 8.6 Hz, 2H)(H2/H6). 13C NMR (100 MHz, DMSO- dg, ppm): 178.8
(C12), 167.9 (C9), 161.5 (C7), 135.3 (C1), 130.8 (C10), 129.6 (C2/C6),
127.3 (C4), 125.4 (C3/C5, 98.4 (C8).
N-methyl-2-((5-(4-chlorophenyl)isoxazol-3-yl)methylene)
hydrazinecarbothioamide (HL5): Yield (%): 92. Mp (°C): 230 (dec.).
Anal. calcd. for [C13H11CIN4OS] (%): C, 48.90; H, 3.76; N, 19.01.
Found: C, 48.65; H, 3.77; N, 18.91. IR (selected bands) (KBr, cm™ )
V(N—H) 3294/3146, v(C=N) 1558, v(C=N)** 1450. 'H NMR
(400 MHz, DMSO- dg, ppm): 11.91 (s, 1H)(H11), 8.64 (d, 3] = 4.5 Hz,
1H)(H13), 8.10 (s, 1TH)(H10), 7.82 (d, 3] = 8.6 Hz, 2H)(H3/H5), 7.62 (d,
3] = 8.6 Hz, 2H)(H2/H6), 7.52 (s, TH)(H8), 3.06 (d, 3] = 4.5 Hz,
3H)(H14). 3C NMR (100 MHz, DMSO- dg, ppm): 178.2 (C12), 167.9
(€9),161.4(C7),135.4(C1),130.4 (C10),129.5 (C2/C6),127.3 (C3/C5),
125.4 (C4), 98.2 (C8), 30.9 (C14).
N-phenyl-2-((5-(4-chlorophenyl)isoxazol-3-yl)methylene)
hydrazinecarbothioamide (HL6): Yield: 89. Mp (°C): 231 (dec.).
Anal. calcd. for [C17H13CIN4OS] (%): C, 57.22; H, 3.67; N, 15.70.
Found: C, 57.36; H, 3.66; N, 15.79. IR (selected bands) (KBr, cm™!):
¥(N—H) 3168/3132, v(C=N) 1542, v(C=N)°* 1446. 'H NMR
(400 MHz, DMSO- dg, ppm): 12.26 (s, TH)(H11), 10.19 (s, TH)(H13),
8.23 (s, 1H)(H10), 7.85 (d, 3] = 8.5 Hz, 2H)(H3/H5), 7.74 (s, 1H)(H10),
7.64 (d, 3] = 8.5 Hz, 2H)(H2/H6), 7.57 (d, ] = 7.7 Hz, 2H)(H15/H19),
7.42 (d, 3] = 7.6 Hz, 2H)(H16/H18), 7.26 (d, 3] = 7.2 Hz, TH)(H17). 13C
NMR (100 MHz, DMSO- dg, ppm): 176.7 (C12),168,0 (C9),161.3 (C7),
138,7 (C14), 135.4 (C1), 131.4 (C10), 129.6 (C2/C6), 128.3 (C16/C18),
127.4 (C3/C5), 126.2 (C15/C19), 125.9 (C17), 125.4 (C4), 98.6 (C8).

2.3. X-ray diffraction analysis

Single crystal X-ray diffraction measurements for HL2, HL3, HL5
and HL6a were performed on an Agilent—Gemini diffractometer

equipped with a CCD area detector using MoKo. (0.71073 A) radia-
tion. The CrysAlisPro software package [27] was used for data
collection and data reduction. The structure was solved by direct
methods using SHELXS-97 [28] and refined by full-matrix least
squares on F? using SHELXL-2014 [29]. All non-hydrogen atoms
were successfully refined using anisotropic displacement parame-
ters. Molecular graphics were generated by Mercury 3.8 [30]. The
thiosemicarbazone hydrogen atoms were geometrically fixed tak-
ing into consideration the parental atom hybridization. Data
collection and refinement results are given in Table 1. CCDC-
1490825 (HL2), CCDC-1532481 (HL3), CCDC-1495045 (HL5) and
CCDC-1532480 (HL6a) contain the supplementary crystallographic
data for this paper. 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, Cam-
bridge CB2 1EZ, UK; fax: +44 1223 336033).

2.4. Hirshfeld analysis

Hirshfeld surfaces [31] and the associated 2D-fingerprint plots
[32] were generated for the whole series of crystal structures - HL2,
HL3, HL5 and HL6a by means of CrystalExplorer 3.1.17 [33]. 3D
dnorm Surfaces were mapped over a fixed colour scale of —0.246 au
(red) - 1.301 A au (blue) and the shape index was mapped in the
colour range of —1.0 au (concave) - 1.0 au (convex) A. The 2D
fingerprint plots were exhibited by using the translated 0.4—3.0 A
range which included the reciprocal contacts.

2.5. Albumin binding studies

A stock solution of HSA was prepared by dissolving the desired
amount of HSA in an 8.3 mmol L~! phosphate buffer at pH 7.2
(Na* = 83 mmol L~ ). The HSA concentration was determined by
UV—vis spectroscopy using the molar absorption coefficient
35,700 mol~! L cm™! at 278 nm. UV—vis measurements were car-
ried out in such a way that the HSA concentration was kept con-
stant at 2.0 pmol L~! [34]. The ITC solutions were first prepared
using DMSO as a co-solvent, and then diluted with a phosphate
buffer (pH 7.2), so that the final DMSO concentration never
exceeded 1.0% v/v ([ITCs] = 10.0 pmol L~'). The fluorescence
emission spectra were measured using an excitation wavelength of
295 nm, emission wavelength range of 305—560 nm and with the
excitation and emission slits set at 10 nm. All fluorescence spectra
were measured after 5 min of incubation. The HSA solution UV—vis
absorption spectra, in the absence and presence of various ITC
amounts, were recorded at 298 K and the changes in the HSA ab-
sorption were recorded after each addition. The UV—vis absorbance
at excitation wavelength was always less than 0.2, in order to avoid
inner filter effects [35,36].

2.6. ctDNA binding studies

The stock solution of ctDNA was prepared in a 5.2 mmol L' Tris-
HCI buffer at pH 7.2 (Na* = 52 mmol L) using deionized water
and stored at 277 K. The reported molar extinction coefficient (¢) of
6600 L mol~! cm™! at Apmgx = 260 nm was used to determine the
ctDNA concentration [37] and the solution purity was confirmed by
a UV absorbance comparative at 260 and 280 nm (Ago/A2s80 = 1.83),
indicating that the DNA was sufficiently free of protein contami-
nation [38]. The ctDNA concentration of the working solution was
kept constant at 100 pmol L™, The ITC solutions were first prepared
in DMSO as a co-solvent and then diluted with a Tris-HCl buffer (pH
7.2) thus creating a working solution ([ITCs] = 100 umol L~1). The
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Table 1
Crystal data and details of the diffraction experiments for compounds HL2, HL3, HL5 and HL6a.

Compound HL2 HL3 HL5 HL6a
Empirical formula C12H12N4045, C17H14N4041S4 C12H11Cl1N4O1S4 C19H19C11N405S,
Formula weight (g mol~!) 260.32 322.38 294.76 217.48
Temperature (K) 200(14) 293 293 120
A (A) 0.71073 0.71073 0.71073 0.71073
Space group C2fc P24/c C2fc P-1
a(A) 14.2822(7) 11.7925(2) 14.0639(6) 9.1453(5)
b (A) 8.7346(4) 8.6149(1) 8.3892(3) 10.1895(7)
c(A) 20.4742(10) 15.7839(1) 24.8711(11) 11.4164(7)
o (°) 90 90 90 105.338(6)
B(°) 99.162(5) 106.778(3) 111.501(5) 91.634(5)
Y () 90 90 90 101.356(5)
V (A3) 2521.6(2) 1535.24(5) 2730.21(2) 1002.21(11)
Z 8 4 8 2
Peale- (Mg m—3) 137 1.39 1.43 2.36
w (mm1) 0.250 0220 0.430 0.420
F(000) 1088 672.0 1216 736.0
(sinf/N)max (A1) 0.693 0.691 0.693 0.694
Data collection interval —-19<h<19 —-16<h<16 —-18<h<19 —-17<h<16

-11<k<12 -11<k<11 -10<k<10 -9<k<8

-27<1<26 -21<1<21 -34<1<34 -26<1<30
Crystal size (mm) 0.40 x 0.27 x 0.05 0.33 x 0.26 x 0.08 0.10 x 0.05 x 0.03 0.26 x 0.11 x 0.06
Measured reflections 20599 39188 20988 17074
Independent reflections 3241 4044 3513 5095
Rint 0.0305 0.0341 0.0301 0.038
Completeness (6 = 26.32°) 99.93% 99.93% 99.93% 99.93%
Nobs (26), Npar 3241/164 4044/0/208 3513/173 5095/0/255
S 1.032 1.058 1.049 1.040
R(F); Ry (F?) [1 > 20(1)] 0.0357; 0.0863 0.038; 0.084 0.035; 0.084 0.038; 0.097
R(F); Ry (F?) 0.0489; 0.0938 0.032; 0.081 0.045; 0.092 0.045; 0.108
ApPmax; Apmin (€ A3) 0.240; -0.214 0.347; —0.189 0.217; -0.318 0.32; —0.38
CCDC number 1490825 1532481 1495045 1532480

spectra were recorded in the 200—600 nm range and all the
absorbance spectra were measured after 10 min of incubation. For
the ctDNA-EB studies, a solution containing 10 pmol L~! of ctDNA
and 15 pmol L~! of ethidium bromide (EB) in a Tris-HCl buffer (pH
7.2) were prepared and protected from light. The ITC solutions were
prepared as described above and achieved the following working
solution ([ITCs] = 70 umol L~1). The fluorescence emission spectra
were measured after 6 min of incubation, using an excitation
wavelength of 545 nm at 298 K, emission wavelength range of
560—800 nm and with the excitation and emission slits set at
10 nm.

3. Results and discussion

The prepared isoxazolethiosemicarbazones HL1 — HL6 were
characterized by elemental analysis, IR, 'H and '*C NMR spectros-
copies. The compounds were insoluble in water, ethyl acetate,
hexane, diethyl ether and ethanol. They were, however, slightly
soluble in N,N-dimethylformamide and acetonitrile, and soluble in
dimethyl sulfoxide (DMSO). The solids were stable under room
conditions and the solution stability in the DMSO, DMSO/phos-
phate buffer (pH 7.2) and DMSO/Tris-HCl buffer (pH 7.2) (1% DMSO)
were monitored by Uv—vis spectroscopy, which confirmed their
stability for at least 48 h.

3.1. Spectral characterization

In the ITCs' spectra, the bands in the 3302—3146 cm~! range
were assigned to the v(N—H) stretch. In the 5-R-isoxazole-3-
carbaldehyde precursors, infrared spectra, the v(C=0) vibrational
mode was observed within the 1720—1700 cm™! range. These
bands were absent in the ITCs' spectra suggesting the formation of
thiosemicarbazones and this was also supported by the appearance

of new absorption bands within the 1560—1540 cm~! range,

assigned to the v(C=N) vibrational mode [39]. It was not possible to
assertively assign the v(C=S) band due to the presence of several
bands within the 820—780 cm~! infrared region. The thio-
semicarbazones 'H NMR spectra presented just one N(3)—H
hydrogen signal in the dy 11.84—11.27 ppm range, suggesting the
presence of one isomeric form in the DMSO solution. The H11
hydrogen irradiation signal in the NOE experiment resulted in an
increase in the H10 signal, confirming that the thiosemicarbazones
adopted, in solution, the E configuration relative to the C(10)=N
bond. The HL1 and HL4 'H NMR spectra presented independent
signals for the H(13) and H(14) protons, indicating that the C(12)
—N(13) bond had a partial double bonding character [40]. The C(1)
signal showed a shift to a lower field of around 4 ppm due to the
chlorine in para position on the phenyl ring (HL4 — HL6) when
compared to the compounds containing hydrogen in the same
position (HL1 — HL3). This is associated with chlorine electroneg-
ativity which removes electron density from the carbon, leaving it
more disembodied. The thiosemicarbazones' hydrogen and carbon
total assignments were performed from the combined data yielded
by the 'H, 13C and DEPT 135 NMR spectra.

3.2. Crystal structures

The HL2 (C2/c), HL3 (P21/c) and HL5 (C2/c) compounds crys-
tallized in monoclinic space groups. In contrast to the other three
molecules, HL6a crystallized in the triclinic space group P-1. The
asymmetric unities of the HL2, HL3 and HL5 unit cells were formed
by one thiosemicarbazone molecule. The asymmetric unit of the
less symmetric HL6a crystal showed one DMSO molecule in addi-
tion to the thiosemicarbazone (Fig. 2). The thiosemicarbazone
skeletons [C2/N2/N3/C1/S1/N4] of the four molecules adopted EZ
conformations in the solid state and the bond distances (Table 2)
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suggested the electron delocalization in the thiosemicarbazone
skeleton. High planarity and the bond distances of the isoxazole
ring were associated with the aromatic character of this group. The
R2 groups' variation (methyl: HL2, HL5 or phenyl: HL3, HL6a) did
not affect significantly the N4—C1 or C1-S1 bond distances.
Moreover, the N4—C1 bond showed a double character, as observed
from the bond distances of all compounds (Table 2).

The angles between the mean least square planes A [through
atoms C6/C7/C8/C9/C10/C11, phenyl], B [through atoms O1/N1/C3/
C4/C5, isoxazole] and C [thiosemicarbazone skeleton], show that
the HL2 and HL5 molecules are planar (Fig. 3a, Table 3). The HL3
and HL6 planarity is broken by the phenyl groups bonded to N(4). It
is also interesting to note that ring A of compound HL3 is not
coplanar to rings B and C of this compound as well: the angle be-
tween rings A and B of HL3 is equal to 13.97(8)° (Fig. 3b). Intra-
molecular N4—H4N---N2 hydrogen bonds are observed in the four
structures with d[N4---N2] varying from 2.6273(16) to 2.6343(16)
A. This supports the E conformational isomer stability, which was
suggested in the NMR experiments (Spectral characterization
section).

The N3—H3N---S1 hydrogen bonds between adjacent mole-
cules resulting R3(8) are observed in the four structures (Fig. 4). The
two C-centered compounds (HL2 and HL5) show additionally one
medium strength (N4—H4N---S1) and one weak (C8—HS8---N1)
hydrogen bond (Fig. 4, Table 4). These hydrogen bonds and the
aromatic carbon - sulphur w-7 interactions (d[C(ar)-S1] ~ 3.5 A)
[41] stabilize the HL2 and HL5 crystal structures, forming a 2D-
layer parallel to the (1 1 0) planes. The HL3 crystal stability is
associated with the ring and the m-7 stacking interaction of the
phenyl rings forming a 1D-layer in the [0 O 1] crystallographic di-
rection (Fig. S2). The HL6a crystal is stabilized by the above
described ring. In addition, this crystal is stabilized by three

Table 2
Selected bond distances (A) and angles (°) for HL2, HL3, HL5 and HL6a.
HL2 HL3 HL5 HL6a
S1-C1 1.6901 (14)  1.6830(11)  1.6938 (14)  1.682(2)
N3—C1 13558 (17) 13603 (14)  13577(16)  1.361(3)
N4—C1 13218 (18)  1.3379(14)  13185(18)  1.331(3)
N2—C2 12757 (17)  1.2821(14)  12777(16) 1274 (3)
N3—N2 13735(16)  13674(12) 13709 (16)  1.365(2)
01-C5 13648 (16) 13573 (13)  13659(16)  1.355(3)
01-N1 1.3985(16) 13974 (12)  13990(15)  1.415(2)
N1-C3 13154(17)  13164(14)  13170(16)  1.319(3)
C3-C4 1413 (2) 14136 (15)  14134(19) 1417 (3)
C5—C4 13535(19) 13568 (15)  1.3522(18)  1.351(3)
C3-N1-01 105.09 (11)  105.35 (9) 105.14(11)  104.39 (17)
C5—C4—C3 10449 (12) 10433 (10)  10430(11)  103.8(2)
C4—C5-01 109.09 (12)  109.35(10)  109.44(12)  110.29 (19)
C5-01—N1 109.11(10)  109.02 (8) 108.84 (9) 108.75 (15)
N1-C3—C4 11222 (12) 11193 (10)  11229(12)  112.81(19)
N2—C2—C3 11962 (13) 12070 (10)  119.75(12)  1212(2)
C2—N2—-N3 115.73 (12) 114.90 (9) 11546 (12) 11843 (19)
C1-N3-N2 119.71(11)  120.84 (9) 119.97 (11)  118.69 (18)
C1-N4—C12  12397(12) 12821 (9) 12377 (12)  125.47 (18)
N4—C1-S1 12437 (10)  126.54 (8) 124.82 (10)  125.37 (17)
N3—C1-51 119.10(10)  118.38 (8) 118.52(10)  118.88 (16)

hydrogen bonds involving the DMSO oxygen: one moderate N4 —
H4N---0111 hydrogen bond and two weak C16—H16---0111 in-
teractions (Fig. 4d), forming a 1D-layer in the [1 1 1] direction. The
compound propagation figures can be verified in the supplemen-
tary material (Fig. S2). It is important to highlight the different
behavior between HL3's crystal structure and the other com-
pounds: the absence of hydrogen bonds, in addition to
N4—HA4N- - -N2, seems to be related to the rotation of ring A in this
molecule, which promotes a ©-7 interaction with the substituent

Fig. 2. Asymmetric unities of compounds HL2, HL3, HL5 and HL6a (displacement ellipsoids are drawn at the 50% probability level).
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(b)

Fig. 3. (a) ORTEP view of HL2 with an aromatic atom-number scheme showing the
mean least square planes A (phenyl — in pink), B (isoxazol — in orange) and C (thio-
semicarbazone skeleton — in light green). (b) ORTEP illustration of HL3 with an aro-
matic atom-number scheme (the H atoms have been omitted for clarity). Displacement
ellipsoids are drawn at the 50% probability level. (For interpretation of the references
to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

phenyl (group R2) of a neighbor molecule. In fact, HL3 is the only
crystal with m(ar)- m(ar) interactions among the structures herein
studied.

3.3. Hirshfeld surfaces

In order to examine the HL2, HL3, HL5 and HL6a interactions,
within the crystal structures, the Hirshfeld surface analysis [31] and
the 2D fingerprint plots [38] were obtained using CrystalExplorer
3.1.17 [37]. Hirshfeld surfaces were mapped with the dporm function.
Some red areas could be observed. One of these red regions (that
characterize the strong contacts) referred to the classical in-
teractions involving thiosemicarbazone's hydrogen amide and thiol
groups (N—H---S) (Fig. 5a, Fig. S3). These interactions were

Table 3
Angles between the mean least square planes A, B and C.
Compounds
HL2 HL3 HL5 HL6a
< [AB] (°) 3.53(12) 13.97 (8) 5.57 (10) 8.87 (8)
< [B,C] (°) 3.39(10) 5.60 (7) 142 (11) 2.00 (8)
< [AC](°) 6.92 (10) 19.57 (6) 4,78 (14) 8.45 (6)

demonstrated by two spikes for the H---S/S---H contacts to the
adjacent molecules in the HL5 and HL2 fingerprint plot (Fig. 5b,
Fig. S3). Another small red spot was present in the HL5 and HL2
plots due to the interactions between the isoxazol nitrogen ring and
the phenyl hydrogen ring (C—H---N) of adjacent molecules. These
contacts, in the corresponding fingerprint plots, were demon-
strated by two additional spikes for the H---N/N---H contacts, with
de + d; in the range between 2.3 A and 2.6 A.

The contribution of the C---C interaction to the HL3 fingerprint
map (6.2%) and HL6a (5.2%) were greater than this contribution
for the other compounds: HL5 (1.8%) and HL2 (1.9%) (Fig. S3). The
presence of additional R2-substituent phenyl groups in HL3 and
HL6a (in comparison to HL2 and HL5) clearly increased the
contribution of C---C interactions for these compounds. Mainly for
the HL3 crystal structure (6.2%), for which the m(ar)-m(ar) stacking
interactions, described above, (section crystal structures) was
related to the higher angle between planes A and B (Table 3)
(Fig. 6).

3.4. Human serum albumin binding studies

The HSA quenching process occurs due to a variety of molecular
interactions viz. molecular relocations, excited state reactions,
ground state complex development, energy transfer and collision
[36,42]. With the aim of determining the binding ability and the
fluorescence quenching mechanism between the HSA and the ITCs
synthesized, the quenching plot was obtained and the well-
established Stern-Volmer equation [19], (Eq. (1)), was adjusted by
monitoring the fluorescence quenching of HSA [for the tryptophan
residue (Trp-214)] at 298 K:

Fo/F =1 + Kg [Q] =1 + kq 70 [Q] (1)

where F and F, are respectively the fluorescence intensity of HSA in
the presence and absence of the compounds, K, is the Stern-
Volmer quenching constant, kq is the bimolecular quenching rate
constant,ty is the lifetime in the quencher absence and [Q] is the
concentration of the ITCs.

The steady-state quenching of the Trp-214 intrinsic fluorescence
intensity, on the gradual increase in the thiosemicarbazones' con-
centration, ascertains changes in tryptophan's local environment.
This is a result of the ITC binding near the tryptophan residue.
Moreover, blue shifts indicate that the microenvironment around
tryptophan becomes a hydrophobic on the addition of ITCs to the
HSA. The Stern-Volmer quenching constant was obtained by the
slope of the diagram (Fp/F) — 1 versus compound concentration
(Fig. 7).

The interaction constant (Kgy) values between HSA and the ITCs
were in the order of 104 L mol~! indicating a moderate interaction
with HSA for all the studied compounds. Table 5 lists the bimo-
lecular quenching rate constant (kq) values obtained and its values
were in the order of 10> L mol~! s~ L. The calculated values for the
constant, relating to the suppression efficiency or accessibility to
the suppressive agent, were higher than the quenching rate con-
stant for the diffusion controlled limit (2.0 x 10" L mol~! s 1)
suggesting that fluorescence quenching of the serum albumin, by
the ITCs, did not occur exclusively through a dynamic process, the
static mechanism being also involved in the suppression of the Trp-
214 fluorescence [21,43].

Furthermore, binding constant (K) and the number of bound
complexes to compounds-HSA (1) were calculated in this experi-
ment using the following equation:

In[(Fo/F) — 1] = InK + 7 In[Q] 2)
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Fig. 4. The intermolecular interaction of HL2 (a), HL3 (b) HL5 (c) and HL6a (d) compounds.

where, Fy and F are the fluorescence intensity of HSA in the absence
and presence of ITCs, respectively, and [Q] is the quencher con-
centration. The values of K and n were calculated by the intercepts
and slopes, respectively, of the corresponding linear fitting plot of
In[(Fo/F) —1] versus In[Q].

The results showed that there was a moderate binding force
between thiosemicarbazones and HSA, and a binding site could be
formed. The correlation coefficients were higher than 0.98, indi-
cating that the interactions were in strong agreement with the site
binding model underlying Eq. (2). The n values were approximately
equal to 1 (Table 5), suggesting the existence of a single binding site
in HSA for these compounds.

3.5. DNA binding studies

The interaction of the ITCs with ctDNA was studied using

UV—vis spectroscopy with the purpose of investigating the ITCs'
binding modes to ctDNA. The binding constant (Kp) values were
obtained by monitoring absorbance changes in the compounds'
spectra at 300 nm, with increasing concentrations of ctDNA, in
accordance with Eq. (3) [44]:

[DNA]/(eq — &) = [DNA]/(ep — &f) + 1/[Kp (ep — )] 3)

where [DNA] is the DNA concentration in base pairs, &, ¢ and ¢
correspond to the apparent, free, and fully bound complex ab-
sorption coefficients, respectively. K, value was calculated by the
slope ratio to the y-intercept in plot [DNA]/(ef — q) versus [DNA].
During photometric titration, the compounds' fluorescence
exhibited a hypochromic effect suggesting that the ITC-ctDNA
interaction can occur by intercalation or electrostatic interaction
[45] (Fig. 8). The Kp values calculated for the interaction of
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Table 4
The hydrogen bonding parameters (A, °) for HL2, HL3, HL5 and HL6a.

Compound Distance (A)
D—H---A D—H H---A D---A

HL2 N4—H4N --- N2 0.86 224 2.6273 (16)
N3—H3N --- S1! 0.86 2,63 3.4748 (13)
N4—H4N --- S1f 0.86 2.87 2.6273 (16)
C8—H8 --- N1l 0.93 2.57 3.424 (2)

HL3 N4—H4N --- N2 0.86 225 2.6289 (13)
N3—H3N --- S1V 0.86 2.68 3.4726 (11)

HL5 N4—H4N --- N2 0.86 225 2.6343 (16)
N3—H3N --- S1¥ 0.86 2.60 3.4480 (14)
N4—H4N --- 1Y 0.86 225 2.6345 (17)
C8—H8 --- N1Vii 0.93 448 3.314 (2)

HL6a N4—H4N --- N2 0.86 2.19 2593 (3)
N3—H3N -.- 51Vil 0.86 245 3.289 (2)
N4—H4N --- 0111% 0.86 228 3.020 (3)
C4—H4A---0111% 0.93 242 3324 (3)
C16—H16 --- 0111% 0.93 252 3413 (4)

Symmetry operators: (i) -x,y, %4 -z; (ii) % - X, %4 +y, % - z; (ili) b + X, %5 + Y, Z; (iV) - X,

-V, -z (V) 1-X,y, Vo -z, (Vi) Vo - X, Vo + Y, Vo - Z; (ViD) -4 + X, Yo + Y, Z; (viil) -X, 1-y, -z;
(ix) 1-x, 1-y, 1-z; (X) X, 1 + y, z.
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thiosemicarbazone with ctDNA were in the
0.89-5.39 x 10’ L mol~! range, indicating that the interaction
occurred with a higher intensity than the classical intercalation,
wherein HL1 showed the highest Ky, value (Table 6) [20,46].

Molecules containing hydrogen in the para position (HL1 — HL3)
showed a higher interaction with ctDNA in comparison to mole-
cules containing p-Cl substituents (HL4 — HL6). The N-group's
variation in N(13) (Scheme 1) showed an interesting variation, in
which, the aromatic and methyl group insertion decreased the ITCs'
interaction with ctDNA in both series. It suggests that the interac-
tion with ctDNA is preferably without a substitute in the N-thio-
semicarbazone skeleton.

Following the results obtained in the interaction with ctDNA the
competitive binding studies with the system ctDNA-ethidium
bromide (ctDNA-EB) was carried out, in order to evaluate the ITCs
abilities to displace ethidium bromide (EB) intercalated to ctDNA.
The Kg, values were calculated by the ratio of the slope to the
intercept in a plot of Fy/F versus ITC concentration (Eq. (1)). The
decrease in the fluorescence of the ctDNA-EB system after succes-
sive ITC aliquot additions was observed, suggesting EB

2.8de 2.8
2.6 2.6
2.4 2.4 =
22 2.2
2.0 2.0 £,
1.8 1.8 4
1.6 ¥ i 1.6 :
1.4 1.4
1.2 1.2
1.0 1.0
0.8 8
0.6 .6 .6
All interactions dil |S.H {13.4%} dil | N.H {86%)} di

(A) 06081.01214161.82022242.6238

(A) 060810121416182022242628

(‘&) 060810121416182022242628

Fig. 5. (a) The Hirshfeld surface mapped with dyorm, (b) the comparison of full fingerprint plots and selected decomposed fingerprint plots into selected HL5 intermolecular

interactions.
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Fig. 7. The fluorescence spectra of HSA absorption titration in the absence (a) and
increase of compound HL5 (b—k) at 298 K. The dot line in black is the compound
fluorescence (pH 7.2, hexc = 295 nm), a—K: I{compoundsisa] = 0.0—2.0, respectively.
Inset: Stern-Volmer plot of (F,/F)-1 versus [HL5].

displacement by the compounds. The apparent binding constant
(Kapp) for the ITCs was calculated [47] yielding values 10 times
higher than the antibiotics already marketed as actinomycin D and
Pentamidine [48]. The planarity structure observed for the ITCs
may be associated with the ITC-DNA intercalation interactions. For
example, Fig. 9a illustrates the decrease in fluorescence upon
addition of the ligand HL2.

Table 5
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Fig. 8. Plots of [ctDNA]/(er — €a) versus [ctDNA] for the compounds with ctDNA.

4. Conclusion

In this work, six new isoxazolethiosemicarbazones were
prepared in quantity. A ring in all four structures, relative to the
hydrogen bonds between adjacent molecules, was observed. The
isoxazole and thiosemicarbazone moieties exhibited an almost
coplanar arrangement for HL2, HL5 and HL6a. The planar
arrangement was broken for HL3 which manifested w-m stacking
interactions between the R2 phenyl groups. Moreover, the
intermolecular interactions in HL2 and HL5 formed a 2D layer
parallel to (1 1 0) the planes. For HL3 and HL6a, on the other

Stern-Volmer quenching constant (Ksy,), bimolecular quenching rate constant (kq), wavelength shift (A%), binding constant (K), number of binding sites per protein (n)

associated with the compound-HSA interaction at different temperatures, in a phosphate buffer (pH 7.2, Aexc = 295 nm).

Compounds Ksy (104 L mol ™) kq (102 Lmol's71) R? AX (nm) K (10* L mol™") n R°

HL1 4.73 (+0.05) 473 0.9898 -1.0 19.13 1.116 0.9920
HL2 4.94 (+0.01) 4.94 0.9998 -6.0 14.94 1.086 0.9991
HL3 5.37 (+0.02) 537 0.9993 -3.1 12,51 1.071 0.9990
HL4 6.67 (+0.01) 6.67 0.9984 -2.0 6.39 0.999 0.9982
HL5 3.54 (+0.01) 3.54 0.9969 -1.1 19.64 1.188 0.9878
HL6 3.35 (+0.03) 335 0.9907 -2.0 26.85 1.165 0.9951

R? Correlation coefficient for the K, values. R® Correlation coefficient for the K values.
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Table 6

53

The bond constant (K}), Stern-Volmer constant (K,,) apparent constant (K;pp) values for the interaction between the compounds HL1 — HLG6 to ctDNA, pH 7.2 at 298.

Compound Kp x 107 (L mol~1) R? Ksy x 10* (L mol™1) RP Kapp x 105 (L mol™1)
HL1 5.39 0.9999 427 0.9909 427
HL2 133 0.9990 4.77 0.9929 4.77
HL3 3.17 0.9998 4.90 0.9917 4.90
HL4 1.71 0.9997 4.76 0.9927 4.76
HL5 0.89 0.9978 4.59 0.9924 4.59
HL6 1.26 0.9993 4.77 0.9918 4.77
R? Correlation coefficient for the K, values. R® Correlation coefficient for the K, values.
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Fig. 9. (a) The ctDNA-EB fluorescence spectra in the absence and presence of HL2 in increasing amounts; (b) The ctDNA-EB plot with a relative fluorescence intensity at
Aexc = 545 nm, (%) versus r (r = [ITCs]/[ctDNA]) in the presence of HL1 — HL6 (up to 51.7% of the initial ctDNA-EB fluorescence intensity for HL1, 48.6% for HL2, 48.1% for HL3, 48.5%

for HL4, 49.5% for HL5 and 48.5% for HL6), Tris-HCI buffer at pH 7.2.

hand, intermolecular hydrogen bonds resulted in 1D layers in the
directions [0 0 1] and [1 1 1], respectively. The HSA binding of the
synthesized compounds was evaluated using fluorescence
quenching. Results from this procedure suggested that all the
herein synthesized compounds bound to HSA with binding
constants in the range of 10* L mol~!, which is an appropriate
value for these drugs. Furthermore, the synthesized ligands
bound to HSA with a molar ratio of 1:1. The studies with ctDNA
suggested that the ITCs could interact with ctDNA and displace
EB from the ctDNA-EB system, suggesting an intercalative mode
of interaction.
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Abstract

Herein we describe the syntheses of 4-(2-nitrophenylsulfonamido)benzoic acid (HL), and its
tri-n-butyltin(1V) complex, BusSnL. The compounds were characterized by elemental analyses, FT-
IR, 'H NMR, “C{*H} NMR and X-ray diffraction. For the complex **Sn{*H} NMR and °Sn
Mdssbauer spectroscopies were also employed. The BusSnL is a monomer in the solid and solution
states but exists as a polymer in the crystalline structure. The complex adopted distinct geometries,
being tetrahedral in solution and intermediate between tetrahedral and trigonal bipyramidal in the solid
state. Crystal structure determination of BusSnL revealed a bipyramid-trigonal geometry around the
metal center, and the presence of a polymeric structure sustained by carboxylate bridges.
Interconnections in the crystal structures were analyzed using Hirshfeld surfaces. The 2D-fingerprint
plots indicated that the O--H/H---O interactions are more frequent in the HL crystal packing (44.9 %)
than in the BusSnL (26.8 %).

Keywords: organotin complex; sulfonamide; single-cristal X ray diffraction; Hirshfeld surface.

Introduction

The first report on organotin compounds dates from 1849, with the preparation of diethyltin
diiodide, (CH3CH,),Snl,, by Edward Frankland [1, 2]. However, applications of such class of
organometallics only started a century later, with the use of these compounds in the polyvinyl chloride
(PVC) industry [3]. Thereafter many chemists have focused their studies on the synthesis and

investigation of structural and biological properties of organotin(I\VV) compounds.
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Currently, organometallic tin(I\V) complexes present numerous applications as reagents or
catalysts in organic syntheses [4, 5], chemistry of materials [6, 7], stabilizers in PVC [8], pesticides in
agriculture [9, 10], antimicrobial agents [11, 12], and antitumor candidates [13, 14]. This wide field of
applications of organotin(IVV) compounds has been attributed to the Lewis acidity of the Sn(IV) center,
which can coordinate O-, N-, P- or S-donor ligands, as well as to the structural variety of these
compounds [15].

Among organotin(lV) complexes, organotin(IV) carboxylates have also been the subject of
study in the last decades as a result of their fascinating structural diversities, which are attributed to the
mono- or bidentate coordination modes of carboxylate ligands, the number and nature of the alkyl or
aryl substituent bound to tin atom, and the metal-to-ligand molar ratio [16]. This is supported by the
existence of different organotin(lV) carboxylate derivatives, such as cluster [17, 18], ladder [19, 20,
21], drum [20, 21], and cage [22, 23].

Benzoic acids are used in industry, technology and cosmetics [24]. Para-aminobenzoic acid
(PABA) is required in the bacterial dihydrofolic acid biosynthesis pathway, which is essential for
bacterial DNA and RNA synthesis [25]. Moreover, PABA and its derivates are also widely used as
UV filters in sunscreen products at concentrations up to 5 % [26].

The literature reports different compounds in which PABA is able to coordinate either by the
carboxylate or the amine groups and to generate intermolecular interactions through hydrogen bonds
and &7 stacking [24, 27, 28]. On the other hand, PABA structural variations can significantly affect
its mode of coordination and intermolecular interactions.

In order to contribute to the understanding of the organotin(lV) carboxylates coordination
chemistry, in the present we report a new 4-(2-nitrophenylsulphonyl)aminobenzoic acid and its tri-n-
butyltin(IV) complex. Additionally, we present the full characterization of the compounds by
spectrometric and spectroscopic techniques, powder and single-crystal X-ray diffraction, and Hirshfeld

surface.
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Experimental
Materials and spectroscopic measurements

4-Aminobenzoic acid, 4-nitrobenzenesulfonil chloride, and tributyltin chloride, were
purchased from Sigma-Aldrich. The organic solvents were purchased from Vetec. All reagents were
used without further purification. Melting point (Mp) was carried out using a MQAPF-302 apparatus
and are reported without correction. Microanalyses of C, H and N were obtained on a Perkin Elmer
2400 series I1. The *°Sn Méssbauer spectrum was collected at 80 K in the transmission geometry, on a
conventional constant-acceleration spectrometer with a CaSnOj; source kept at room temperature. The
isomer shift value reported in this work is given with respect to this source. The Mdssbauer spectrum
was computer-fitted assuming Lorentzian line shapes and the resulting isomer shift and quadrupole
splitting are accurate to ca. + 0.05 mm s™. NMR spectra were recorded on a Bruker Avance DRX-400
spectrometer or on a Bruker Avance DPX-200 spectrometer in hexadeuterodimethyl sulfoxide
(DMSO-dg) with TMS as an internal standard. Powder X-ray diffraction was recorded on a Siemens
D5000 diffractometer using CuKa radiation with a 20 range of 0-50°. The infrared (IR) spectra were
recorded on a Perkin Elmer FTIR GX spectrophotometer using KBr pellets. Electronic spectra were
recorded on a Shimadzu UV-2401PC UV-Vis spectrophotometer using a 1.0 cm beam path quartz
cuvette. Electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) analysis was performed on a Shimadzu

LCMS-IT-TOF spectrometer, using negative mode, for HL.

Synthesis of 4-(2-nitrophenylsulfonamido)benzoic acid (HL)

The compound was prepared following previously described methodology [29].
Stoichiometric amounts of 2-nitrobenzenesulfonyl chloride and 4-aminobenzoic acid were suspended
in water. Under vigorous stirring an aqueous solution of sodium carbonate was added to adjust the pH
between 8.0 and 9.0. After reagents consumption and pH stabilization, concentrated HCI solution was
added to obtain pH 2.0, which allowed the precipitation of the suitable compound. The solid was

filtered off and washed with water and dried in vacuum (Scheme 1).
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4-(2-nitrophenylsulfonamido)benzoic acid (HL): Yield (%): 89. Mp (°C): 203.1-204.1. Anal. calcd.
for C13H10N,06S-H,0 (%): C, 45.88; H, 3.55; N, 8.23. Found: C, 45.81; H, 3.51; N, 8.09. IR (selected
bands) (KBr, cm™): v(NH) 3152, v(C=0) 1698, vas(NO,) 1534, Vas(SO,) 1362, vs(NO,) 1336, v5(SO,)
1162, v(SN) 942. *H NMR (200 MHz, DMSO-ds, ppm): 12.87 (s, 1H) (COOH), 11.26 (s, 1H) (NH),
8.14-7.97 (m, 2H) (H10/H13), 7.95-7.79 (m, 4H) (H3/H7, H11/H12), 7.24 (d, 3] = 8.6 Hz, 2H)
(H4/H6). *C NMR (50 MHz, DMSO-ds, ppm): 166.7 (C1), 147.9 (C9), 140.9 (C5), 135.0 (C11),
132.8 (C12), 131.1 (C8), 130.8 (C3/C7), 130.0 (C13), 126.3 (C2), 124.9 (C10), 118.7 (C4/C8).

ESI-MS for C13HgN,06S [M—H" 100%)]: m/z 321.0161 found, 321.0187 calculated.

Synthesis of BuzSnL

The tin(IV) complex was obtained by dropwise addition of Bus;SnCI (10.0 mmol) in 15 mL of
ethanol solution containing equimolar amount of HL and NaHCO;. The reaction mixture was stirred
and heated at 50 °C for 4 hours. The insoluble material was filtered off and the filtrate was evaporated
under reduced pressure to give a light-yellow oil. Then, 50 mL of distilled water were added to the
obtained oil leading to the formation of a solid which was filtered off, washed with water and dried

under reduced pressure (Scheme 1).

Tributyl(4-(2-nitrophenylsulfonamido)benzoato)tin(1VV) (BusSnL): Yield (%): 37. Mp (°C): 81.7 —
83.8. Anal. calcd. for CysH3sN,06SSn (%): C, 49.12; H, 5.94; N, 4.58. Found: C, 48.66; H, 5.74; N,
4.67. Molar conductivity (DMF, 1 mmol I™"): 4.1; IR (selected bands) (KBr, cm™): v(NH) 3300, v(CH,,
CHs) 2958-2852, vas(COOY) 1636, vs(COOY) 1346, Vas(NO,) 1536, Vas(SO,) 1374, vs(SO,) 1174,
V(SN) 922, v(SnC) 568, v(Sn0) 467. '"H NMR (400 MHz, DMSO-dg, ppm): 11.07 (br, 1H) (NH),
8.02-7.97 (m, 2H) (H10/H13), 7.87-7.74 (m, 4H) (H3/H7, H11/H12), 7.15 (d, %) = 8.2 Hz, 2H)
(H4/H6), 1.58 (quint, %3,y = 7.7 Hz, 6H) (HB), 1.29 (sext, *Jy_ = 7.3 Hz, 6H) (Hy), 1.11 (t, 33y =

8.1 Hz, 6H; *J,_ = 30.5 Hz) (Ha), 0.83 (t, °J = 7.3 Hz, 9H; %J,,4 = 31.8 Hz) (H3). *C NMR (100
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MHz, DMSO-ds, ppm): 168.9 (C1), 147.9 (C9), 139.7 (C5), 134.7 (C11), 132.6 (C12), 131.4 (C8),
130.5 (C3/C7/C2), 129.9 (C13), 124.7 (C10), 118.8 (C4/C6), 27.7 (33(***Sn,"*C) = 13.9 Hz) (CP), 26.4
(CI(*9sn,B*C) = 36.8 Hz) (Cy), 18.6 (J(****"sn,*C) = 237.8/227.5 Hz) (Ca), 13.6 (C3). °Sn NMR

(100 MHz, DMSO-ds, ppm): -20.1. Méssbauer **°Sn (mm s™): § = 1.36, A = 2.63, ' = 0.88.

O 0
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Scheme 1. Reaction scheme for the syntheses of HL and BusSnL and NMR atom numbering.

Single crystal X-ray diffraction studies

Single crystal X-ray diffraction measurements for HL and BusSnL were performed on an
Agilent-Gemini diffractometer equipped with a CCD area detector using MoKa (0.71073 A)
radiation. The CrysAlisPro software package [30] was used for data collection and reduction (Oxford
Diffraction Ltda, version 171.38.41). The structures were solved by direct methods using SHELXS-97
and refined by full-matrix least squares on F? using SHELXL-2014 [31]. All non-hydrogen atoms
were successfully refined using anisotropic displacement parameters. The hydrogen atoms of the
amino group were localized in the Fourier-difference maps and fixed to the parental nitrogen atom,
with d[N-H] = 0.85 A and displacement parameters [Uis,(H) = 1.2U¢q(N)]. The H atoms of the water
molecule were found in the Fourier-difference map. The other hydrogen atoms were geometrically

fixed considering the parental atom hybridization [Ui,(H) = 1.2U(C)] and [Uis(H) = 1.5U(O)].



130  Structural representations were drawn using Mercury (version 3.10) [32]. Data collection and
131 refinement results are given in Table 1.
132

133 Table 1. Crystal data and details of diffraction experiments for HL-H,O and BusSnL

Compound HL-H,O BusSnL

Empirical formula Ci3H12N,O,S C5H35N,06SSN

Formula weight (g mol™) 340.31 611.31

Temperature (K) 298 120

A (A) 0.71073 0.71073

Space group P-1 C2/c

a(A) 7.8057(6) 28.7151(5)

b (A) 8.0674(6) 10.2118(18)

c(A) 12.8898(9) 19.0198(3)

a (°) 73.580(6) 90

B (°) 74.919(6) 100.131(18)

v (©) 71.388(9) 90

V (A% 724.86(10) 5490.3(10)

z 2 8

peae. (Mg m’®) 1.559 1.479

w (mm™) 0.264 1.05

F(000) 352 2512

(sin/A)max (A™) 0.695 0.700
-10<h<10 -39<h<39

Data collection interval -10<k <10 -13<k<13
16 <1<17 26 <1<26

Crystal size (mm) 0.21x0.18x0.17 0.54 x0.18 x 0.04

Measured reflections 5431 46463

Independent reflections 3386 7078

Rint 0.0260 0.0324

Completeness (0 = 26.32°) 99.97 % 99.88 %

Nobs (26) / Npar 3386 /208 7078 /316

S 1.044 1.055

R(F); Rw (F?) [1>2a(D)] 0.044; 0.107 0.022; 0.051
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R(F); Ry (F?) 0.057; 0.117 0.027: 0.054
APrmax; Apmin (8 A?) 0.349; -0.425 0.610; -0.523
CCDC number 1852103 1852102

Hirshfeld surface analysis

Hirshfeld surfaces [33] and the associated 2D-fingerprint plots [34] were generated for the
crystal structures of HL-H,O and BusSnL using CrystalExplorer 17.5 [35]. 3D dnom Surfaces were
mapped over a fixed color scale of -0.200 (red) to +1.000 (blue). The shape index surface shows the
color range of -1.0 (concave, red) to +1.0 (convex, blue). The 2D fingerprint plots were exhibited by

using the translated 0.4 — 3.0 A range, including reciprocal contacts.

Results and discussion
The compounds are insoluble in water, hexane, chloroform and diethyl ether, being soluble in
dimethyl sulfoxide, acetonitrile, ethanol and methanol. The tin(IVV) complex stability in DMSO

solution was monitored by UV-Vis spectroscopy, which confirmed its stability for at least 72 h.

Infrared spectral studies

The absorption at 1162 cm™ in the spectrum of HL was attributed to the SO, symmetric
stretching vibration, while the absorption at 3152 cm™ was attributed to the v(N-H) mode [36]. For
BusSnL, these bands lay at 1174 and 3300 cm™, respectively. Aromatic nitro group stretching
vibration modes are expected in the 1570-1485 cm™ (asymmetric stretching) and 1370-1320 cm™
(symmetric stretching) ranges [36]. These modes were respectively assigned at 1534 and 1336 cm™ for
HL. After complexation, the absorption attributed to vas(NO,) was observed at 1536 cm™ without
significant shift. The overlap of the vs(NO,) mode with other bands in the complex spectrum made it
difficult to assign.

The HL infrared spectrum exhibited characteristic vibration at 1698 cm™ assigned to

vas(C=0). The Av value [Av = va5(COO’)-vs(COOY)] can be used as a tool to classify the coordination
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mode of carboxylates into three groups: i) Av(COO’) < 200 cm™, carboxylate group binds as a
bidentate ligand; ii) 200 cm™ < Av(COOQ") < 350 cm™, an anisobidentate coordination is present, and
iii) Av(COO") > 350 cm™, the carboxylate group binds in a monodentate fashion [37, 38]. In the
spectrum of the complex, the vibrations attributed to vas(COQ") and vs(COO’) modes lay at 1636 and
1346 cm™, respectively. Hence, the Av value for BusSnL is 290 cm™, which is in agreement with an
anisobidentate coordination mode [37]. A new absorption at 467 cm™ in the spectrum of the complex
was attributed to the v(Sn—O) mode, indicating coordination of the oxygen. The infrared spectra are in

supplementary information (Fig. S1).

11950 Méssbauer spectroscopy

The *°Sn Méssbauer spectrum of the complex shows a well resolved single doublet with T" =
0.88 mm s* (supplementary material, Fig. S2). The observed isomer shift & = 1.36 mm s is
characteristic of a tetravalent tin in organometallic derivatives [39]. The data showed lower isomer shift
values for the complex when compared to the parent organotin(I\V) chloride (5 = 1.58 mm s, [40])
probably related to the replacement of a weak Sn—Cl for a strong Sn—O bond.

The quadrupole splitting parameter (A) value can generally allow the discrimination between
the possible Sn(IV) geometries, which are 1.7 — 2.2 mm s* (cis-octahedral), 2.1 — 2.5 mm s™
(tetrahedral), 3.0 — 4.0 mm s™ (trigonal bipyramid) and 3.0 — 4.5 mm s™ (trans-octahedral) [41]. In the
literature the quadrupole splitting values for distorted tetrahedral geometry for similar coordination
sphere are found in the 2.22 — 2.52 mm s™ region and for trigonal bipyramid in the 3.44 — 3.57 mms™
region [42, 43].

The complex shows A = 2.63 mm s*, which is a slightly above the range for tetrahedral
compounds. That may be associated with the electric field gradient around the tin nucleus, which is
produced by inequalities in the tin-oxygen bonds of carboxylate. The quadrupole splitting value

suggests an arrangement between the distorted tetrahedral geometry (coordination number equal to 4)
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and the trigonal bipyramid geometry with one weak oxygen-tin interaction (coordination number equal

to 5).

NMR spectra

The hydrogen and carbon total assignments were performed based on the combined data of 'H,
3C, COSY, HMBC and DEPT 135 NMR spectra. The NMR spectra are in supplementary material
(Fig. S3).

The *H NMR spectrum of HL shows a large signal at 12.87 ppm attributed to the -COOH
proton, which is absent in the spectrum of the complex, confirming coordination of an anionic ligand
to the metallic center. The signal of NH was observed at 11.26 ppm in the spectrum of the free ligand,
while in the complex this signal was observed at 11.07 ppm. The HL aromatic hydrogen signals (7.22
— 8.08 ppm) did not undergo significant shifts upon coordination (7.15 — 8.02 ppm for complex). The
integration curves in the *H NMR spectrum of BusSnL were consistent with the presence of three
butyl groups.

Compared with the *C{*H} NMR spectrum of the free ligand, in the spectrum of the complex
the carboxylate carbon position shifted downfield, which indicates coordination of the carboxylic
group to the tin(1V) center. This chemical shift is related to electron density transfer from the ligand to
the acceptor Sn atom [44].

The 13(*9**Sn-3C) and 2J(**Sn—"H) coupling constants are very sensitive to tin coordination
number and allow prediction of C—Sn—C angles (0) in solution by means of the following empirical
equations [45]:

0 = (0,0161)% AI(**sn—"H)I* — 1,32 PI(***Sn-'H)| + 133,4  (Equation 1)

1ICMSN-BC)l = (10,7 £ 0,5) (0) — (778 + 64) (Equation 2)

According to the literature, four-coordinate species present *J(*****'Sn—**C) and 23(***Sn—'H)

coupling constant values lower than 400 and 60 Hz, respectively. Five-coordinate tin complexes
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present coupling constant values in the 450 to 670 Hz range for *J(*****’Sn—'*C) and 65 to 80 Hz for
2J(**sn—"H), whereas six-coordinate complexes show *J(****’Sn—"2C) and 2J(***Sn—'H) values greater
than 670 and 83 Hz, respectively [46]. For BusSnL, the C—Sn—C angles calculated from the *J and 2
coupling constants were 108.1° and 96.7°, in agreement with a distorted tetrahedral environment for
the tin atom.

95n{*H} NMR chemical shifts are also sensitive to the coordination number of the tin center
and the nature of the substituents on the tin atom. The chemical shift range reported for four-
coordinated organotin(IV) complexes is 200 to -60 ppm, while signals corresponding to five- and six-
coordinated complexes are observed between -90 to -190 ppm and -210 to -400 ppm, respectively
[47]. Therefore, the ***Sn chemical shift of -20.1 ppm for BusSnL indicated the presence of a complex
with a tetrahedral geometry in solution, which was in conformity with the angles obtained from the
L)(M9"Y5n-13C) and 23(***Sn—'H) coupling constants.

The spectroscopic data demonstrated that the BusSnL complex coordination number in
solution (CN = 4) differs from that presented by the complex in the solid state (CN = 5). This may be
related to a weak interaction between the tin atom and one of the carboxylate oxygens in the solid
state, which is less significant in solution if not completely lost on dissolution. Thus, it could be

proposed that the structures in in solution and in the solid state are as shown in Figure 1.

(1) ? (1)
NO, ?“*/Sn/\/\ NO, 0 /Sn/\/
CCr oy~ e O oy
7 7
4 N 7 N
H H

Figure 1. Proposed spatial arrangement for BusSnL in solid state (1) and solution (11).
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X-ray diffraction analysis

Slow evaporation of ethanol solution resulted in adequate HL and BusSnL single crystals. The
monohydrated ligand (HL-H,O) crystallized in space group P-1, with one HL unit and one additional
water molecule in the asymmetric unit. BusSnL crystallized in the more symmetrical C2/c space

group, with one complex molecule in the asymmetric unit (Figure 2).

Figure 2. Asymmetric unities of compounds (a) HL-H,O and (b) BusSnL. Displacement ellipsoids

are drawn at the 50% probability level. Hydrogen atoms of BusSnL are omitted for clarity.

The HL molecule showed equivalent S=0O sulphonyl bond distances (1.428(1) A and 1.425(1)
A) in good agreement with the literature values for this type of bonding [48]. In addition, the C1-O1
(1.319(2) A) and C1=02 (1.209(2) A) bond distances are also in conformity with literature values for
a carboxylic acid group, as well as the bond distances observed for the neutral NO, group bonded to
the aromatic ring (1.2138(18) and 1.2229(19) A) (Table 2).

The carboxylic acid group is almost coplanar to its bonded aromatic ring, with angle between
aromatic ring A (formed by atoms C2 to C7) and the carboxylic acid group equal to 15.3(2) °. The
nitro group, on the other hand, rotates 36.3(1) ° from the mean plane of the aromatic ring B (formed by

atoms C8 to C13).
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Table 2. Selected bond lengths (A) and angles (°) of compounds.

Compound HL.H,O BusSnL
Ool1-cC1 1.319(2) 1.242(2)
02-C1 1.209(2) 1.281(2)
S1-03 1.425(1) 1.433(1)
S1-04 1.428 (1) 1.423(1)
05-N2 1.2138(18) 1.220(2)
06 — N2 1.2229(19) 1.227(3)
Snl-01 2.4635(11)
Snl-02 2.1559(11)

Snl-C14 2.1387(17)

Snl-C18 2.1490(16)

Snl-C22 2.1444(16)

N1-S1-C8 105.01(8) 108.20(8)
C8-S1-N1-C5 -69.61(18) 60.88(15)
C8-C9-N2-05 35.4(2) -59.3(3)
C8-C9-N2-06 -146.88(18) 120.6(2)

O1-Sn1-02 174.22(4)
C14 —Snl1-C18 117.82(7)
Cl4-Snl-C22 126.34(7)
C18-Sn1-C22 113.95(7)
C14 -Snl1-01 83.27(5)
Cl14 - Snl- 02 97.29(6)
C18-Sn1-01 83.38(5)
C18-Sn1-02 91.30(6)
C22-5Sn1-01 89.58(5)
C22-5Sn1-02 94.67(5)

The hydrogen bonds involving the water molecule (Table 3) play a fundamental role in the
stabilization of the crystal structure of HL. The interactions between water and HL molecules through

carboxylic (01 — H1---01W®Y), sulphonyl (OIW — HIW---04®)) and nitro groups (O1W —
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H1W---06™) formed a closed loop with graph-set R;*(18) and R,*(24) rings resulting in an infinite
chain in the [1 1 -1] crystallographic direction (Figure 3-a).

The oxygen O2 of the carboxylic group is the acceptor atom of a bifurcated intermolecular
[N1 — HIN---02™ and C4 — H4---02™] hydrogen bond, making a R,}(6) ring. This interaction
combined to a hydrogen bond between the aromatic ring and the sulfonyl O3 oxygen-atom of an
adjacent molecule [C7 — H7---03"] form a 1-D layer in the [0 1 0] direction (Figure 3-b).

Furthermore, the oxygen 06 of the NO, group is involved in a weak hydrogen bond with the
water molecule [O1W — H1W---06™], while the oxygen O5 of this group is linked through a very

weak n—7* interaction [49] with the sulphonyl aromatic ring moiety.

. . Yo

e A R4‘(24) R4‘(18)

T ¥

Figure 3. Intermolecular hydrogen bonds in the HL-H,O crystal structure.
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Table 3. The hydrogen bonding parameters (A, ©) for the compounds.

Compound D—H---A D—H |H---A | D---A D—H---A
HL-H,O 01— H1---01wW® 0.82 1.84 | 2.649(2) 170

O1W — H1W-.-06™ 0.86 2.16 | 3.003(2) 166

O1W — H2W---04™ 085 |2.00 |2843(2) 174

N1 — H1IN-..02™ 0.86 1.98 | 2.812(2) 165

C4 — H4-.-02™ 0.93 257 | 3.304(3) 136

C7—H7---03Y 0.93 2.55 | 3.465(3) 167

C11 - H11..-05" 0.93 257 | 3.271(3) 132

C13 — H13---01% 093 | 255 |3.274(3) 135
BusSnL N1 - H1N---O5 0.85 | 253 |2.973(3) 113

N1 - H1N---03"" 0.85 2.07 | 2.904(2) 166

C4 — H4-..04M 0.95 250 | 3.154(4) 126
Symmetry codes: (i) 1-x, 2-y, -z; (ii) -X, 1-y, 1-z; (iii) 1+X, -1+y, z; (iv) X, -1+y, z; (V) X, 1+y, z; (Vi)

1+x, Y, z; (Vi) =X, -y, -z; (viii) -x,1-y,-Z.

The coordination polyhedron around tin(IV) in BusSnL was a slightly distorted trigonal-

bipyramid with the axial position being taken up by the two oxygens O1 — Sn — 02 174.22(4) ° and the

equatorial positions being occupied by the carbon substituents (sum of C — Sn — C angles from 358.14

) (Table 2).

Each carboxylate oxygen atom is bonded to one tin center (Figure 4), with (d[Snl — O1 =

2.4635(11) A] and d[Sn — 02 = 2.1559(11) A]), forming the polymeric chain structure. Due to the

variation of the bond distances in the triorganotin carboxylates the metal center was displaced from the

equatorial plane towards the covalently bonded oxygen by 0.170 A.
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Figure 4. The complex distorted trigonal-bipyramid geometry (a), ab-plane view of the zig zag
propagation along [0 1 0] direction showing the polymeric chain of BusSnL (b). The hydrogen atoms

in (a) and the alkyl substituents in (b) on tin have been omitted for clarity.

The amino group in the complex presented the intramolecular N1 — HIN---O5 and the
intermolecular N1 — HIN---03“" hydrogen bonds. The crystal structure of the ligand alone does not
show these interactions. The presence of these interactions in the complex is associated to a rotation
close to 130 ° in the single N1 — S1 bond in comparison to the crystal structure of the free ligand
(supplementary material, Fig. S4).

The sulphonyl oxygen-atoms accept intermolecular hydrogen bonds from the amine [N1 —
HIN---03“"] and from the aromatic ring [C4 — H4---04“"] forming respectively R,%(8) and R,%(12)
rings. The amine-sulphonyl-phenyl unit results in an infinite chain parallel to the [0 1 0] direction
(Figure 5-a). A 1-D layer parallel to the (1 0 1) plane was formed by the three weak interactions
involving the 2-nitrobenzenesulfonamido ring moiety (C11 — H11 - & edge-to-face, C16 — H16 - &
and 77 stacking) and another interaction by the aminobenzoic ring moiety (C25 — H25 - =), in

addition to the amine-sulphonyl-phenyl unit interactions. (Figure 5-b).



303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

Figure 5. Intermolecular interaction and propagation in BusSnL complex crystal structure.

Hirshfeld surfaces

The Hirshfeld surface was used to identify the intermolecular interactions within the crystal
structures. The contacts with distances longer than van der Waals radii are represented in blue, the
distances shorter than the sum of the van der Waals radii are indicated in red, and the contacts with
distances equal to the sum of van der Waals radii are indicated in white.

Hirshfeld surfaces obtained for HL and BusSnL are illustrated in Figure 6. The most
dominant interaction in HL is the O--H/H---O interaction associated with the water and neighbor

intermolecular interactions appearing as a specific spikes in the 2D fingerprint plot (Figure 7). The
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second most predominant contribution to the total Hirshfeld surface is from the H--H interaction
where the scattering points spread up to d. ~ d; < 1.2 A (van der Waals radium of the H atom). On the
other hand, the predominant contribution in the complex is the H---H interaction with the O---H/H:--O
interactions being the second most important interactions. This inversion reflects the steric effect of
the tributyltin group in the complex, which avoids the carboxylate oxygens to interact with

neighboring molecules.

(a) (b) C13-HI13+02
O1-H2W--04 PI-HL-01W NI1-HIN--02
\

ClI-H11--05
\ " C4-H4-02

. C7-H7--03

O1W=HIW--06

Sn1-0O2 covalent bond
(d)

C4-H4--04

NI—H1N~--O3

(¢) ]
/‘/

\
\
\

Sn1-02 covalent bond

Figure 6. Perspective view of Hirshfeld surface mapped with d,.m (a - front, b - back) of HL, with

dnorm (C - Upper side, d - underside) and shape index (e) of BusSnL.
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The Hirshfeld surfaces mapped with dnom shows the intermolecular C —H -+ O, O — H - O
and N — H - O interactions. The C — H -+ n (edge-to-face) interaction present in the BusSnL crystal
structure can be seen with shape index-mapped Hirshfeld surface (Figure 6-e) where the phenyl ring in
the red coloured region acts as a acceptor site. This interaction can be viewed as a pair of “wings” at
the bottom right and top left of the 2D fingerprint plots (Figure 7) [50]. Furthermore, the shape index-
mapped Hirshfeld surface of the complex presents the common figure of mgy -+ Ty interaction

between the 2-nitrobenzenesulfonamido ring moiety with the same moiety in the adjacent molecule.

18
16
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12
1.0
[X]

*s All interactions d| * O+H/H+0O {44.9 %} dj C--HH-C {125 %} g *|H-H/H-H {24.0 %} 4
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Figure 7. Fingerprint plots of HL — top row and BusSnL — bottom row: full(left) and resolved intro

O--H, C--H and H--H interactions showing the percentages contributed to the total Hirshfeld surface.

Powder X-ray diffraction

The literature reports that sulfonamides rarely crystallize in their calculated low-energy
structure [51]. Thus, to infer about the conformation of the solid and to confirm the material purity, the
powder X-ray diffraction (PXRD) of the compounds were recorded. For HL the experimental and
simulated patterns based on a single-crystal structures matches, indicating a pure phase of the bulk

sample for the ligand (Figure 8-a). A variation in the experimental and simulated diffractogram peaks
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of the complex was observed (Figure 8-b). This result shows that the structure of the single-crystal is
different from that of the polycrystalline sample, in agreement with what was observed by means of

the other analysis techniques, which show that the solid sample is monomeric.

(a) (b)

M ‘ w"Hn e

|
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Figure 8. (a) HL and (b) BusSnL powder X ray diffractogram (black: predicted diffractogram; red:

experimental diffractogram).

Conclusion

In the present work, we report the synthesis and spectroscopic characterization of 4-(2-
nitrophenylsulfonil)benzoic acid (HL) and its tributyltin(IV) complex BusSnL. The HL and BusSnL
crystal structures have been determined and analyzed from the structural and Hirshfeld surface points
of view. The results showed that HL is predominantly stabilized by hydrogen bonds between the
ligand and water molecules forming a closed loop with graph-set R,*(18) and R,"(24) rings with a
propagation in the [1 1 -1] crystallographic direction.

The BusSnL. The *H, ®*C{*H} and "°Sn{*H} NMR shifts show that the complex presented a
tetrahedral geometry in solution while the *°Sn Mdsshbauer and IR analyses indicated a geometry
between tetragonal and bipyramid trigonal in the solid state. This effect is probably due to the weak
interaction between one of the carboxylate oxygens and the tin(IV) center. The single-crystal X-ray

structural analysis of BusSnL shows that the complex displays five-coordinate metal center in a
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slightly distorted bipyramidal trigonal environment with the axial positions being taken up by the two
oxygens. The polymeric structure is constituted of an infinite 1D zig zag chain parallel to the [010]
direction, the carboxylate unit connecting two different tin centers. The complex fingerprint plots
show a very different percentage contribution of O--H/H--O interactions when compared to the
ligand. The quantitative analysis indicated that the O--H/H--O interactions are more frequent in the

HL crystal packing (44.9 %) than in BusSnL (26.8 %).
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Figure S1. Infrared spectrum of HL (a) and BusSnL (b).
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Figure S2. '°Sn Mésshauer spectrum obtained at 80K.
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Figure S3-a. HL "H and *C{*H} NMR spectra.
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Figure S3-b. BusSnL *H, *C{*H} COSY, HSQC and "*Sn{*H} NMR spectra.
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Figure S4. Single-crystal X ray diffraction figures of HL and BusSnL.
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