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Resumo

No presente trabalho, foram estudadas duas series de complexos mistos de
cobre (I). A primeira serie de complexos, constituida pelos ligantes 3-hidroxipicolinato e
2-acetilpiridinatiossemicarbazona N(4) substituida, sendo o substituinte variado pelos
grupos ciclohexil, etil e fenil, ou o 2-acetilpiridinabenzilditiocarbazato. A segunda serie,
constituida pelas mesmas tiossemicarbazonas e ditiocarbazato, com o ligante 2-
hidroxinicotinato no lugar do 3-hidroxipicolinato. Com a finalidade de avaliar a atividade

contra Mycobacterium tuberculosis.

Os complexos obtidos foram caracterizados em estado soélido, pelo ponto de
fusdo e por meio espectroscopia de absorcédo na regido do infravermelho e difracdo de
raios X em monocristais. Em solu¢do foi utilizada a técnica de espectroscopia

eletrénica.

Foi feito o estudo da atividade biolégica dos 8 compostos obtidos contra o
Mycobacterium tuberculosis, sendo todos eles candidatos ativos e promissores no
combate a bactéria, jA que apresentam todos valores baixos de concentracdo inibitoria
minima. Sendo que os complexos 2 ,3, 4 e 6 apresentam atividade melhor do que
alguns dos farmacos jA usados no tratamento como ciprofloxacino, acido p-
aminosalicilico, cicloserina, gentamicina, etambutol, kanamicina, tobramicina,

claritromicina e tiacetazona.



Abstract
In the present work were investigated two series of mixed complexes of coppe
(IN. The first of them is constituted by the ligands 3-hydroxypicolinate and 2-
acetylpyridinedithiosemicabazate or 2-acetylpyridinethiossemicrzones N(4) substituted,
were the substituted groups consist on cyclohexyl, ethyl and phenyl. The second series
is formed by the same thiosemicarbazones and dithiocarbazate, but with the ligand 2-
hydroxynicotinate, instead of 3-hydroxypicolinate. This, in order to evaluate the activity

against Mycobaterium tuberculosis.

The synthetized complexes have been characterized in solid state through the
melting point and infrared spectroscopy and X-ray diffraction on single crystals. The

characterization in solution was done by electronic spectroscopy.

Assays were performed to determine the biological activity of the eight
compounds synthetized against the Mycobacterium tuberculosis. All complexes have
shown low minimal inhibitory concentration, being promising candidates for successive
tests. It is observed that complex 2, 3, 4 and 6 exhibit better activity than some of the
drugs used in the treatment such as ciprofloxacin, p-aminosalicylic acid, cycloserine,

gentamicin, ethambutol, kanamycin, tobramycin, thiacetazone and clarithromycin.
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1 Introducéao

1.1Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiosa letal, que provoca
anualmente a morte de cerca de dois milhées de pessoas. E causada principalmente
pela bactéria Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis). Atualmente, o tratamento
desta doenca é dificil, devido ao aparecimento de cepas resistentes aos farmacos
usados no tratamento. A mesma ainda representa a primeira causa de morte em

pacientes, quando associada com a AIDS [1].

Aproximadamente um terco da populacdo mundial esta infetada com o bacilo da
TB em sua forma latente, o que representa cerca de 2,3 bilhGes de pessoas [2]. A forma
latente da TB consiste em uma sindrome clinica na qual a pessoa exposta a M.
tuberculosis é contaminada, porém o sistema imune mantém o patdégeno sob controle,
forcando-o a ficar num estado de repouso. O M. tuberculosis reside nos tecidos
profundos e persiste por anos, até haver uma queda nas defesas, resultando na
ativacdo da doenca. Os pacientes com M. tuberculosis na forma latente ndo transmitem
a doenca e ndo apresentam risco para a saude publica. Das pessoas infetadas com a
M. tuberculosis, 10% pode desenvolver a doenca em algum momento de sua vida.
Trata-se de uma doenca associada aos baixos recursos econdmicos, que afeta
principalmente a adultos jovens, na idade mais produtiva. A maioria das mortes por TB
acontece em paises em desenvolvimento, sendo mais da metade na Asia [3,4].

Entre os anos 1980 e 1991, a TB era a terceira principal doenca associada a
pacientes com AIDS, incidindo sobre quase 18 % dos casos notificados no Brasil [(5)].
No ano 2010, a incidéncia de TB no Brasil foi de 43 casos por cada cem mil habitantes
(6) o qual representa, segundo o ministério da saude brasileiro, uma queda de 15 % de
incidéncia na década de 2001 a 2011 [7].

Os principais sintomas da TB sao tosse, febre, sudorese, expectoracéo,

emagrecimento, dificuldade respiratéria, dor toracica e hemorragia pelo nariz [8].
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A TB é, em principio, tratada com uma combinacdo de farmacos de primeira
linha, durante varios meses, sendo estes farmacos a isoniazida (INH), que inibe a
sintese da parede celular, a rifampicina, que age inibindo a sintese de RNA, a
pirazinamida, a qual acredita-se que inibe a sintese de ATP e o etambutol que, de
forma analoga a INH, inibe a sintese da membrana celular (figura 1). A M. tuberculosis
pode desenvolver resisténcia a INH e a rifampicina em simultaneo, nestes casos é
denominada tuberculose multirresistente a drogas (MDR TB). No tratamento da MDR
TB, € usada uma combinacdo de farmacos de segunda linha, que inclui tioamidas e
cicloserina, que inibem a sintese da parede celular, aminoglicosideos e peptideos
ciclicos, que inibem a sintese de proteinas, pirazinamida, PAS e fluoroquinolonas, que
inibem a replicacdo do DNA, e etambutol. Os medicamentos de segunda linha podem
produzir efeitos colaterais mais severos que os de primeira linha. O tratamento pode ser
mais longo e o custo até 100 vezes maior. Existem casos nos quais o M. tuberculosis
adquire resisténcia simultanea a INH, rifampicina, uma fluoroquinolona e no minimo um
dos farmacos injetaveis [9], complicando ainda mais o tratamento. Este tipo de TB é
conhecida como tuberculose extensivamente resistente (XDR TB). Para estes casos, 0

tratamento é muito dificil e, o paciente pode morrer em poucos dias [10].

No final do ano 2012, depois de mais de 40 anos sem novos medicamentos, foi
aprovado o sirturo ou R207910, como farmaco de segunda linha, para uso de
emergéncia, ou seja, em casos nos quais nenhum outro medicamento € utilizavel [11].
Alguns estudos indicam que o sirturo age, inibindo a bomba de protons da ATP

sintetase do M. tuberculosis [12,13].

O farmaco mais usado no tratamento de TB e um dos mais fortes no grupo de
primeira linha é a isoniazida (INH). Acredita-se que é possivel neutralizar a resisténcia

pelo uso de derivados deste composto [14].
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Figura 1- Formula estrutural dos farmacos de primeira linha no tratamento da TB (A)

isoniazida, (B) rifampicina, (C) pirazinamida, (D) etambutol e (E) sirturo.
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Fonte: Souza et al, Andries et al [12,15]
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1.2 Cobre
O cobre, elemento com numero atbmico 29, pertence ao grupo 11 e pode ser
considerado como metal de transicdo devido ao fato de que seu ion Cu(ll) possui nove
elétrons na subcamada d. O cobre € um elemento considerado traco, pois sua
concentragdo nos organismos vivos varia entre 80 e 120 pg por cada 100 mL de
sangue [16]. O cobre é associado a um grande numero de metaloproteinas e nos

sistemas bioldgicos, encontra-se nos estados de oxidacao | e Il.

As fontes de cobre nos alimentos sdo variaveis, mas suas principais fontes sédo
carnes como figado e rim. O cobre apresenta concentracfes elevadas também em
alimentos como mariscos, nozes, graos de cereais ndo processados e produtos que

contém cacau [17].

O cobre apresenta baixa toxicidade. Em casos de ingestédo, acredita-se que a
dose toxica esta na faixa de 20 a 70 g de cobre. Os sintomas de intoxicacdo por cobre
incluem dor abdominal, cefaleias, nauseas, vOmitos, tonturas, diarreia, taquicardia,
dificuldade respiratéria, anemia hemolitica, hematuria, hemorragia digestiva macica,
insuficiéncia hepatica e renal e morte (18). A organizacdo mundial da satde recomenda
um consumo diario inferior a 12 mg/dia para homens adultos e 10 mg/dia para mulheres
adultas. Raramente se apresenta envenenamento por cobre e, quando ocorre, é
causado geralmente por ingestao de solugGes de sulfato ou nitrato de cobre. Grandes
qguantidades de cobre séo rejeitadas pelo corpo por meio de vomitos, sendo 0s casos
de envenenamento por cobre reportados predominantemente em pessoas com doenca
hepatica ou doenca de Wilson, relacionada diretamente ao metabolismo do cobre
[19,20].

O cobre € um cofator de algumas enzimas uma vez que seu ciclo redox permite
a existéncia das espécies Cu* e Cu?*, assim como pela afinidade que apresenta por
residuos de aminoacidos como cisteina, metionina, acido aspartico, acido glutamico e
histidina [21]. Estas caracteristicas fazem do cobre um elemento com potencial para
transportar moléculas organicas através do organismo, na forma de complexos
metalicos. Ademais, o préprio cobre tem mostrado atividade contra uma faixa ampla de

bactérias, entre elas o M. tuberculosis, seja na forma de cobre metéalico ou suas ligas
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[22]. Na forma de compostos de coordenacdo, também encontrou-se atividade com
ligantes N-, S- e O- doadores derivados de o-aminofenol, acido o-aminobenzoico, o-

aminotiazol, tiossemicarbazida e ligantes analogos ao piruvato-isoniazida [23,24].

1.2.1 Cobre (I)

O estado de oxidacéao Il do cobre é 0 mais estavel, de forma que Cu(l) se oxida
facilmente a Cu(ll). Os estados de oxidacéo Il e IV s&o pouco comuns. O fon Cu®*" é um
acido intermediario na escala de Pearson, fazendo com que possa formar complexos

com uma ampla variedade de ligantes com diferentes atomos doadores [25].

Os compostos de Cu(ll) sdo paramagnéticos e geralmente apresentam coloracao
azul ou verde, podendo existir também complexos de cor marrom ou vermelho,

resultantes principalmente de bandas de transferéncia de carga.

O Cu(ll) forma um grande numero de complexos com muitos tipos de ligantes,
sendo mais encontrados complexos com numero de coordenacdo 4, 5 e 6. Estes
complexos apresentam uma vasta variedade de distor¢cbes com respeito as geometrias
regulares, devido ao fato de que sua estereoquimica é fortemente influenciada pela

distor¢cdo de Janh-Teller.

As geometrias mais comuns observadas nos complexos de Cu(ll)
hexacoordenados sé@o a octaédrica com alongamento tetragonal ou a rébmbica. No caso
dos complexos pentacoordenados, as geometrias dominantes séo a piramidal quadrada
com alongamento tetragonal no plano ou a geometria de bipiramide trigonal distorcida.
Complexos com numero de coordenacdo quatro podem ser quadraticos planares,
apresentando distorcao tetraédrica, ou geometria tetraédrica, com compressao ao longo
do eixo S, [19].

1.3 Agentes Complexantes

1.3.1 Acido 3-Hidroxipicolinico
O é&cido 3-hidroxipicolinico (Hzpc3h) € um derivado do &cido picolinico (Figura 2),

um produto da degradagédo do aminoacido triptofano, sendo um agente quelante barato
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7

e seguro para ions metédlicos. O picolinato de cromo € usado em pessoas com
obesidade, como suplemento na dieta, pois provoca perca de peso além de ser pouco
toxico em relagcéo a outros suplementos de cromo como CrClz [26]. Verificou-se que o
leite materno possui acido picolinico, que ajuda na absorcéo de zinco nas criancgas, pela
formacéo de complexos no plasma [27]. Complexos de oxovanadio(lV) com o &cido 3-
hidroxipicolinico e alguns outros derivados do &cido picolinico apresentam também
atividade insulinomimética e foi constatado que a atividade insulinomimética in vitro, a
metalocinética e a acdo antidiabética destes complexos, estédo relacionadas & estrutura

quimica dos mesmos [28].

Infecbes pelo complexo Mycobacterium avium sdo tratadas com 0S mesmos
agentes antimicrobianos que as causadas pelo M. tuberculosis. O &cido picolinico
apresenta atividade anti-complexo Mycobacterium avium, aparentemente privando o

microambiente de ferro, inibindo o crescimento dos parasitas [29].

Figura 2- Formula estrutural (A) Acido Picolinico; (B) Acido 3-Hidroxipicolinico; (C) Acido

6-Hidroxipicolinico.

D ) x
— OH — OH — OH
N N HO N
(o) (0]
A B C

Fonte: Biswas et al [30].

O 3-hidroxipicolinato possui duas possiveis formas de coordenacédo, uma como
N,O-doador e outra como O,O-doador, como € ilustrado na figura 3. A forma de

coordenacao mais comum é como N,O-doador devido a basicidade do nitrogénio [31].
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Figura 3- Possiveis modos de coordenacédo do 3-hidroxipicolinato.

H
OH (o]
| X X Y
= = o
N (0] N
\

Fonte: Girginova et al [31]

Complexos de Ruténio contendo &cido picolinico como ligante, apresentaram alta
atividade anti-M tuberculosis, assim como baixa citotoxicidade, com isso uma alta
seletividade, sendo este tipo de complexos bons candidatos a farmacos para o

tratamento da TB ou antissépticos bactericidas [32].

1.3.2 Acido 2-Hidroxinicotinico

O &cido nicotinico é também conhecido como niacina ou vitamina B3, a deficiéncia
desta vitamina no corpo causa pelagra, caracterizada pela aparicdo de erupcdes
escuras na pele, diarreia e deméncia. O estudo da pelagra levou a identificar o acido
nicotinico como precursor de NAD e NADP e para evitar a sua ocorréncia se
recomenda o consumo de 16 e 14 mg diarios de niacina em adultos homens e

mulheres, respectivamente [33].

O &cido nicotinico e alguns de seus derivados sao usados no tratamento de
diferentes formas de dislipidemia. A terapia com &cido nicotinico é associada a uma
reducdo significativa nos niveis de triglicerideos e das lipoproteinas de muito baixa
densidade no plasma e com menor atividade no plasma do colesterol LDL. Tais
mudancas no plasma se associam a reducdo da mortalidade cardiovascular e

diminuicdo das lesdes coronarias [34].

Observou-se que o &cido nicotinico usado no tratamento da dislipidemia provoca
vasodilatacdo cutanea, causando desconforto no paciente. Verificou-se que este efeito

vem de um aumento na producdo de prostaglandina vasodilatadora, associada as
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doses de &cido nicotinico e que a vasodilatacdo pode se evitar com um tratamento
prévio com aspirina (35). A estrutura do &cido nicotinico é similar a estrutura do acido
salicilico, sendo diferente por um atomo nitrogénio no anel aromatico. Acredita-se que
os derivados do acido salicilico atuam ligando-se a metalo-enzimas. A adicdo de um
atomo de nitrogénio no anel confere ao composto maior possibilidade de ligacdo ao
metal [36].

A adicdo de um grupo hidroxila na posicao 2 do 4cido nicotinico, faz dele um ligante
mais interessante, podendo o acido 2-hidroxinicotinico (H.nc2h) apresentar diferentes
modos de coordenacdo, conforme ilustrado na figura 4. Além disso, a estrutura do
Honc2h, assim como a do Hypc2h, apresentam similaridade com a estrutura da
iIsoniazida e da pirazinamida, fazendo com que resulte interessante estudar a atividade

de complexos formados a partir destes ligantes.

Figura 4- Modos de coordenacao do acido 2-hidroxinicotinico.

M
o o~ o
M
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M
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| H H |
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Fonte: Zou et al [37]
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Em solugéo, o acido 2-hidroxinicotinico possui duas formas em equilibrio (figura
5). Esse fato diminui a basicidade do nitrogénio, fazendo com que seja favorecida a

forma do ligante O,0O-doador.
Figura 5- Equilibrio em solucéo do acido 2-hidroxinicotinico.

o O

X OH X OH
=
N

OH N o
H

Fonte: Miklovi¢ et al (38)

1.3.3 Tiossemicarbazonas e Ditiocarbazato

Tiossemicarbazonas (TSCs), semicarbazonas (SCs) e ditiocarbazatos (DTCs)
(figura 6) sdo compostos que chamam a atencado devido a sua atividade antibacteriana,
antiviral, antineoplasica e antimalérica. Foi avaliada a atividade biolégica para varios
destes compostos, por meio da concentragdo inibitéria minima (CIM),que representa a
minima concentracdo do composto capaz de inibir o 90 % do crescimento de bactérias
in vitro, e a citotoxicidade (ICso), que representa a concentracdo do composto
necessaria para inibir ou matar o 50 % de uma populacéo celular in vitro. Com esses
valores encontra-se o indice de seletividade (IS), definido como a razéo entre 0 ICsp € 0
CIM (ICso / CIM) onde resultados maiores ou iguais a 10 s&o considerados promissores.
As tiossemicarbazonas se mostraram ativas em bactérias gram positivas e gram
negativas como Staphylococcus epidermis, Bacillus cereus, Moraxella cattarhalis,
Staphylococcus saprophyticus, assim como também em fungos como Candida albicans
e Aspergillus flavus. Tratando-se de virus, foi observada atividade de TSCs no combate

a herpes simples [39-41].
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Figura 6- Formula estrutural geral para (A) tiossemicarbazonas (X=S), semicarbazonas

(X=0); (B) ditiocarbazatos.
R1 \( R2 \(
N N
HN ~ ~
R3 /K

R, R

R4 R;

HN

Fonte: Pavan et al [42]

Neste trabalho, foram utilizadas 2-acetilpiridina-N(4)-(R)-tiossemicarbazonas,
onde o substituinte R € variado, podendo ser um grupo ciclohexil, etil ou fenil. Utilizou-
se também o ligante 2-acetilpiridinabenzilditiocarbazato (Hdtbz). Os ligantes sédo
apresentados na figura 7 e foram escolhidos pelo fato de possuirem uma destacada
atividade anti-M.tuberculosis, baixa toxicidade relativa e, com isso, um bom indice de

seletividade (tabela 1).



Figura 7- Ligantes (A) 2-acetilpiridina-(N)-4-ciclohexiltiossemicarbazona (Htsch), (B) 2-
acetilpiridina-(N)-4-etiltiossemicarbazona (Htset), © 2-acetilpiridina-(N)-4-

feniltiossemicarbazona (Htsph) e (D) 2-acetilpiridinabenzilditiocarbazato (Hdtbz).

\
\
\
\

N N N N
“SNH SNH “SNH “SNH

S)\NH s NH s NH s s

(A) (B) (C) (D)

Fonte: Pavan, et al [42].

Tabela 1- Concentracdo inibitéria minima (CIM), toxicidade (ICsp) e indice de

seletividade das tiossemicarbazonas usadas.

Ligante CIM (ug/mL) ICs0 (Ug/mL) IS
Htsch 0,78 625 801
Htset 3,13 625 200
Htsph 15,6 ND* ND*

* N3o foi determinado, devido ao alto valor de CIM

Ao se ligar ao metal, o ligante TSC ou DTC perde um préton de um nitrogénio e
tende a ficar planar, em sistema de duplas ligacbes conjugadas, estabilizado por
ressonancia. As tiossemicarbazonas e o ditiocarbazato usados no presente trabalho
sao ligantes potencialmente N,N,S-doadores e, por se coordenarem preferencialmente

de forma tridentada, conferem alta estabilidade aos complexos formados.
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2 Objetivos

Sintetizar complexos mistos de cobre (lI) com &acido 3-hidroxipicolinico e ligantes
N,N,S-doadores, como tiossemicarbazonas e ditocarbazatos.

Sintetizar complexos mistos de cobre (Il) com acido 2-hidroxinicotinico e ligantes
N,N,S-doadores, como tiossemicarbazonas e ditocarbazatos.

Caracterizar os complexos obtidos por analise elementar, espectroscopia no
infravermelho, espectroscopia eletrbnica e, quando for possivel, por difracdo de
raios X.

Avaliar in vitro a atividade dos complexos obtidos contra Mycobacterium
tuberculosis.

Realizar estudos tedéricos para melhor compreender as propriedades dos complexos

obtidos, quando necessario.
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3 Parte Experimental

3.1 Solventes
Os solventes utilizados nos trabalhos de sintese, diclorometano, metanol, hexano
e dimetilformamida, foram adquiridos da Synth, Merck, Vetec e Reagen e utilizados sem

tratamento prévio.
3.2 Reagentes

3.2.1. Cobre

Na sintese dos complexos foi usado cloreto de cobre dihidratado (CuCl,-2H,0) grado
reagente da Sigma — Aldrich.

3.2.2. Agentes Complexantes

Os acidos 3-hidroxipicolinico (Hzpc3h) e 2-hidroxinicotinico (Hznc2h) foram
adquiridos da empresa Aldrich, com pureza superior a 97 %, e utilizados conforme
recebidos.

As tiossemicarbazonas foram sintetizadas em reac¢des sob condigbes de refluxo em
metanol durante uma hora, utilizando quantidades equimolares da tiossemicarbazida

desejada e de 2-acetilpiridina, seguindo o método reportado por Maia et al [43].

Esquema 1- Sintese das tiossemicarbazonas R: -ciclohexil, -fenil, -etil.

| -
H H N N/
N N MeOH

P ~ + _— + H,0
H,N R P Refluxo, 1hr N\
N NH
S
(o]
S H

A—2Z
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A sintese do 2-acetilpiridinabenzildotiocarbazato (Hdtbz) foi feita em varias
etapas. Primeiramente se misturou, em um banho a -10 °C e sob agitagdo constante,
monohidrato de hidrazina e hidroxido de potassio. A esta mistura, foi adicionado, gota a
gota, dissulfeto de carbono, em quantidades equimolares, para obter
hidrazinacarboditioato de potassio. Mantendo o sistema de reacéo, se adicionou cloreto
de benzila e deixou-se sob agitacdo durante uma hora, para formagdo do
hidrazonacarboditioato de benzila. Este produto foi isolado por filtracdo e adicionado em
um baldo de reacdo, com um equivalente de 2-acetilpiridina em metanol, sendo a
mistura mantida em temperatura de refluxo, sob agitacdo constante, por uma hora, para

produzir o 2-acetilpiridinaditiocarbazato, isolado posteriormente por filtragao.

Esquema 2- Sintese do ligante 2-acetilpiridinabenzilditiocarbazato.

H
10°C N SK
H,NNH,.H,0+ KOH +CS; —12 Cx H,N T + 2H,0
S
N SK
cl .
H,N" . 10°C H .
_KCI H’ N
s R \H/
S
H2N\ \
NH ‘ P
s
X % N
* S Re'}':eof hr N‘ *+Hy0
uxo,
= “SNH
N
o



3.2.3. Complexos Precursores de Cobre ()

Os  precursores,

bis-3-hiroxipicolinatocobre(ll)

([Cu(Hpc3h)2])
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e bis-2-

hidroxinicotinatocobre(ll) ([Cu(Hnc2h),]) utilizados na sintese dos novos complexos,

foram obtidos a partir de cloreto de cobre (ll) di-hidratado (CuCl,-2H,0) e acido 3-

hidroxipicolinico ou 2-hidroxinicotinico respectivamente, sob refluxo, em agua, conforme

a metodologia descrita por Nakai,

et al [44] (esquema 3).

Esquema 3- Preparacao dos precursores de reacdo [Cu(Hpc3h);] e [Cu(Hnc2h),].

om 1
//, \ NN
cucl %, §
+ Lubl Reﬂuxo ah OH
+ 2 HCI
\ O

2

X
=
N

o

OH

o

///

+ CuCl, Refluxo 8h /
OH

A obtencdo dos compostos [Cu(Hpc3h),] e [Cu(Hnc2h),] foi verificada por meio

HN

\
\\\

A

+ 2 HCI

de espectroscopia na regido infravermelho (V) (figuras 8 a 11). No espectro IV se

observam as mudancas nas bandas correspondentes a carbonila, assim como na

piridina. As bandas sdo mostradas na tabela 2 [38,45,46].

Tabela 2- Principais bandas de IV para os precursores [Cu(Hpc3h);] e [Cu(Hnc2h),].

Composto Vasim(COO)) v(C-N) Vsim(COO)) v(C-0O) V(N-H)
Hopc3h 1702 1608 1323 1282 -
H>nc2H 1740, 1630 1607 1320 1238 1550, 541

[Cu(Hpc3h),] 1647 1608 1329 1274 -

[Cu(HNnc2h), 1639 1583 1313 1230 1542, 544
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Figura 8- Espectro na regido do infravermelho do &cido 3-hidroxipicolinico.
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Figura 9- Espectro na regido do infravermelho do &cido 2-hidroxinicotinico.
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Figura 10- Espectro na regido do infravermelho do precursor [Cu(Hpc3h),].
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3.3 Instrumentacdo e Técnicas Experimentais

3.3.1 Andlise Elementar (CHN)
Os dados de porcentagem de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram obtidos num
aparelho Perkin-Elmer CHN 2400, na central analitica do Instituto de Quimica da USP.

3.3.2 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (1V)

Os espectros de absor¢do na regidao do infravermelho foram realizados em um
espectrofotometro Shimadzu IR Prestige-21, na regido compreendida entre 350 e 4000
cm™. Para todas as andlises foi utilizada a técnica de pastilha, com amostra diluida em
KBr, na propor¢cdo 1/150 mg. Todas as analises foram realizadas no Laboratério de
Quimica Inorganica Estrutural e Bioldgica, Instituto de Quimica de Séo Carlos / USP.

3.3.3 Difragdo de Raios X em Monocristais

Os dados de difracdo raios X foram coletados em difratdbmetros STOE IPDS 2T
(Universidade Livre de Berlim) (Complexos 2, 5, 6 e 8), e APEX Il Duo (IQSC-USP)
(complexo 7) em ambos casos utilizando radiacdo Mo-Ka (A = 0,71073 A). A solucéo e
o refinamento das estruturas foram feitos usando-se SHELXS-97 [47] e SHELXL-97
[48], respectivamente. Os atomos de hidrogénio foram refinados em posicées

idealizadas, com o programa SHELXL97.

3.34 Pontos de Fuséo
Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho MELT-TEMP Il até a

temperatura maxima de 300 °C.

3.3.5 Susceptibilidade Magnética
A susceptibilidade magnética foi medida em uma balanca JOHNSON MATTHEY a 298

K e transformada a susceptibilidade molar usando as equacdes tipicas. As correcdes
diamagnéticas foram calculadas por meio das constantes padrdo de Pascal [49]. As
medidas foram realizadas no grupo de Sintese, Reagfes e Mecanismos de Compostos

Inorgéanicos do departamento de quimica da UFSCar.
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3.3.6 Espectroscopia Eletronica UV-Vis
Os espectros na regido do UV-Visivel foram obtidos em um espectrofotbmetro
SHIMADZU UV-1800. As analises foram realizadas no Laboratério de Quimica

Inorganica Estrutural e Bioldgica, Instituto de Quimica de Sao Carlos / USP.

As amostras foram preparadas em faixas de concentracdo entre 10°M e 10°M usando

como solvente dimetilformamida.

3.3.7 Célculos Teoricos

Os calculos foram realizados no programa Gaussian nas versdes 09 [50] e 03 [51]. Os
pontos estacionarios na superficie de energia potencial do sistema foram otimizados, e
subsequentemente foi realizado uma avaliacdo das frequéncias vibracionais
harménicas, onde foi observada a auséncia de frequéncias imaginarias em todas as
estruturas analisadas nesta tese. Na otimiza¢ao das estruturas foi empregado o método
PBE1PBE [52] com a fun¢édo de base 6-31G(d,p) para o ligante [53,54], enquanto que
para 0 metal foi empregado a funcdo de base LANL2TZ+ [55,56]. Na analise das
energias relativas foi também o utilizado o funcional M06-2X [57] empregando as
funcdes de base 6-311++G(3df,3pd) para os atomos que compdem o ligante [58,59]a
funcdo de base cc-pVTZ [60] para o cobre e a adigdo do pseudopotencial (PP) de efeito
relativistico ECP10MDF [61]. No decorrer do texto, para o conjunto de base 6-
31G(d,p)/LANL2TZ(f) serd chamado de BS1, enquanto que o conjunto de funcdes de
base 6-311++G(3df,3pd)/ cc-pVTZ-PP sera indicado pela abreviacdo BS2. No caso do
método M06-2X/BS2, foi utilizado a geometria obtida com o método PBE1PBE/BS1. Na
andlise da Teoria dos Orbitais de Ligagéo (NBO) foi utilizado o programa NBO6.0 [62].
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34.1 Sintese dos Complexos [Cu(Hpc3h)(tsch)] (1), [Cu(Hpc3h)(tset)] (2),
[Cu(Hpc3h)(tsph)] (3) e [Cu(Hpc3h)(dtbz)] (4)

Os complexos 1 a 4 foram preparados utilizando como precursor o bis(3-

hidroxipicolinato)cobre(ll), [Cu(Hpc3h),], obtido como descrito na sessao 3.2.2. Em

solugdo metandlica, se misturaram o [Cu(Hpc3h),] e o ligante tiossemicarbazona ou

ditiocarbazato, em proporcdo equimolar. A mistura foi agitada sob refluxo por 4 horas.

As sinteses séo ilustradas no esquema 4. Os rendimentos das reacfes sao satisfatorios

e a pureza é alta, baseando-se na faixa de temperatura de fusdo, assim como nos

dados de microandlise (tabela 3).

Tabela 3- Rendimentos da obtenc¢do, pontos de fusdo e susceptibilidade magnética dos

produtos 1 a 4.

Complexo | Rendimento (%)

Ponto de Fuséo (°C)

Susceptibilidade
Magnética (BM)

1 70,7 263-266 1,30
2 53,9 125-129 1,07
3 82,5 281-283 1,66
4 89,8 207-209 1,08
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Esquema 4- Sintese dos complexos [Cu(Hpc3h)(tsR)] ; R: -ciclohexil (1), -etil (2), -fenil
(3) e [Cu(Hpc2h)(tsbz)] (4).
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HO ’
\ X N/ \O -Hzpc3h
/ b

3.4.2 Sintese dos Complexos [Cu(Hnc2h)(tsch)] (5), [Cu(Hnc2h)(tset)] (6),
[Cu(Hnc2h)(tsph)] (7) e [Cu(Hnc2h)(dtbz)] (8).

Os complexos 6 a 8 foram preparados utilizando-se como precursor o bis(2-
hidroxinicotinato)cobre(ll), [Cu(Hnc2h),], obtido como descrito na sessdo 3.2.2. Em
solucdo metandlica, se misturaram o [Cu(Hnc2h),] e o ligante tiossemicarbazona ou

ditiocarbazato, em proporcéo equimolar, a mistura foi agitada sob refluxo por 10 horas,
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as sinteses séo ilustradas no esquema 5. A pureza dos complexos obtidos considera-se

alta, baseando-se nos pontos de fusdo (tabela 4) e nos dados obtidos na analise

elementar.

Tabela 4- Rendimentos da obtencgéo e pontos de fuséo dos produtos 5 a 8.

Complexo | Rendimento (%)

Ponto de Fuséao (°C)

Susceptibilidade
Magnética (BM)

5 30,5 206-209 2,30
6 59,0 239-241 1,21
7 40,1 247-249 1,35
8 41,6 188-190 0,92




Esquema 5- Sintese dos complexos [Cu(Hnc2h)(tsch)] (5), [Cu(Hnc2h)(tsR)] R= -etil (6),
-fenil (7), e [Cu(Hnc2h)(dtbz)] (8).
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/
/
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Refluxo, 10hr Refluxo, 10hr

MeOH | -Hznczh MeOH MeOH
-H,nc2h

R= et (6) (5) (8)

ph (7)
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3.5 Determinacado da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

As determinacdes da CIM foram realizadas seguindo o método de Franzblau, et
al [63]. Usou-se como padrédo o farmaco INH. As medidas foram feitas por triplicata, na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, em Araraquara, em trabalho de
colaboracdo com a Prof. Dra. Clarice Queico Fujimura Leite e o Prof. Dr. Fernando
Rogério Pavan. A determinacdo da CIM foi realizada usando o Ensaio Azul de Alamar
de Microplacas (MABA). Como corante vital fluorescente foi empregado o Azul de
Alamar. A suspenséo bacteriana usada foi preparada regulando a turbidez de escala de

McFarland N ° 1, e ulterior diluicdo (1:25 v / v) no meio de cultura 7H9.

As concentracfes de complexo e INH em DMSO variaram na faixa entre 1,00 e
100 pg / mL e entre 0,50 e 0,015 pg/ mL respectivamente. Para determinar se ha
reacdo dos complexos com o azul de Alamar, foi medido um controle negativo sem a

presenca de bactérias no meio.

A fluorescéncia do corante azul de Alamar foi medida em um leitor de
microplacas SPECTRAfluor (TECAN®) em modo de leitura com excitacdo em 530 nm e

emissao em 590 nm.
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4 Resultados e Discussao

4.1Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho.

Esta técnica foi importante para confirmar a formagédo dos complexos, assim como
também os modos de coordenacdo, devido aos deslocamentos das bandas com
respeito aos ligantes livres, assim como também a aparicdo de bandas e o
desaparecimento de outras. Por meio do 1V, se verificou a desprotonagéo dos ligantes
do tipo tiossemicarbazonas e ditiocarbazato, isso pelo desaparecimento de uma banda
na regido préxima aos 3200 cm™. A formagcéo da ligacdo C=N, que gera conjugacéo de
duplas ligacbes, € observada através do aumento da frequéncia da banda, de 1580
para 1600 cm™. A ligacdo entre o enxofre e o cobre é comprovada com a inobservancia
da banda correspondente & dupla ligagdo C=S, entre 800 e 835 cm™, com a
consequente aparicdo da banda correspondente a ligacdo simples C-S, encontrada na
regido entre 820 e 840 cm ™ [64]. A presenca do Hpc3h nos complexos 1, 2, 3 e 4 é
verificada também pela inobservancia de mudancas significativas nas bandas
correspondentes as vibragbes C=0 e v(O—H) em comparagdo com complexo precursor,
e uma diferenca grande em relacdo ao Hypc3h livre, verificando que sua forma de
coordenacao ndo mudou e continuou sendo N,O-doador. Nos complexos 5 e 8 observa-
se também a banda relacionada & vibracdo C=0 préxima de 1640 cm™, variando pouco
com respeito ao precursor, indicando a ligacdo do Hnc2h através da carbonila. No
entanto, nos complexos 6 e 7, a banda da carbonila é deslocada a uma regido mais
proxima de 1740 cm™, mesma regidio onde esta ocorre no H.nc2h, indicando que a
carbonila nestes complexos ndo se encontra coordenada. Verifica-se a mudanca na
forma de coordenacdo do ligante também pela banda de respiracdo (expansao /
contracdo) do anel de piridina, observada no precursor em 1583 cm™. Esta banda, nos
complexos com ligacdo metal-nitrogénio pridinico, aparece em torno de 1600 cm™,
podendo-se superpor a banda C=N da tiossemicarbazona [65,66]. Os dados sao

apresentados na tabela 5 e nas figuras 12 a 19.
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Tabela 5- Bandas caracteristicas do IV para os complexos de cobre derivados do acido

3-hidroxipicolinico.

V(N-H) | v(C=N) | v(C=S) | v(C-S) | v(C=0) | v(O-H)
Composto
cm™ cm™ cm™ cm™ cm™ cm™
Hopc3h - - - - 1702 3391
Hzonc2h ND* - - - 1740 3434
3329
Htsch 1580 836 - - -
3222
3349
Htset 1580 825 - - -
3211
3330
Htsph 1580 836 - - -
3225
Hdtbz 3175 1580 802 841 - -
[Cu(Hpc3h),] - - - - 1647 3447
[Cu(Hnc2h),] 3076 - - - 1640 3447
1 3340 1600 - 833 1642 3428
2 3318 1599 - 833 1642 3442
3 3346 1597 - 841 1638 3462
4 - 1600 - 822 1643 3432
3071
5 1602 - 832 1653 3431
2929
6 3340 1603 - 834 1731 3433
7 3316 1603 - 824 1741 ND*
8 3067 1605 - 834 1653 3442

*ND: Ndo detectado devido a banda da dgua do KBr.
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Figura 12- Espectro na regido do infravermelho do complexo 1.
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Figura 13- Espectro na regido do infravermelho do complexo 2.
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Figura 14- Espectro na regido do infravermelho do complexo 3.
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Figura 16- Espectro na regido do infravermelho do complexo 5.
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Figura 17- Espectro na regido do infravermelho do complexo 6.
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Figura 18- Espectro na regido do infravermelho do complexo 7.
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4.1.1 Espectroscopia Eletronica
Os ligantes nos complexos de cobre (lI) geram no centro metalico
desdobramentos dos niveis de energia, possibilitando as transicbes de elétrons
entre os niveis, isto faz com que se apresente absorcao de radiacdo na regido do

UV-Vis, podendo ser observadas bandas no espectro eletronico.

No espectro eletronico podem-se observar transigdes eletronicas internas do metal,
chamadas transicdes d-d, estas bandas se caracterizam por uma absortividade molar
baixa e um perfil alargado, isso, devido ao fato de serem proibidas por geometria. No
entanto, elas acontecem gracas a diminuicdo da simetria, causadas pelas diferencas
entre os ligantes ou por distor¢des na molécula, como o caso do efeito Jahn Teller,
comumente observado em complexos de cobre (lI) devido ao preenchimento nao
simétrico dos orbitais d [25]. Esta banda foi observada nos complexos obtidos, em uma
faixa entre 590 e 650 nm, com absortividade molar entre 70 e 900 L/(mol-cm) , sendo

estes valores considerados baixos, sdo condizentes com as transi¢des d-d.

E esperado também observar nos espectros eletronicos, bandas de transferéncia de
carga que pode ser do ligante para o metal ou do metal para o ligante, estas transicoes
possuem alta energia e uma probabilidade alta de acontecer, com isso o valor de
absortividade molar é alto (>10°L/(mol-cm)). Nos complexos obtidos neste trabalho, foi
possivel observar transicdo de transferéncia de carga do ligante para o metal, na faixa
entre 400 e 415 nm. Estas bandas apresentaram intensidade alta, caracteristica deste
tipo de transicdo, com absortividade molar entre 2000 e 17300 L/(mol-cm). Esta
transferéncia de carga € atribuida como sendo dos atomos de S e N das
tiossemicarbazonas ao centro metalico, ja que esta banda nédo é observada no espectro
dos complexos precursores [67,68]. Nos complexos 5 a 8 observou-se também
transferéncia de carga do ligante para o metal, entre 267 e 282 nm, com absortividade
molar entre 1x10* e 8x10* M*cm™. A observacéo desta banda confirma a formacdo do
complexo tridentado com o ligante sendo N,N,S- doador, sendo este resultado
condizente com o observado nos espectros na regiao do infravermelho. Nos complexos
1 a 4, ndo se observa esta transi¢céo, isto pode dever-se a que a transferéncia € dada

pelo &tomo de oxigénio, e no caso dos complexos 5 a 8 ha dois atomos de O, e nos
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compostos 1 a 4 hd s6 um, fazendo com que ocorra a transferéncia em menor

proporcéo, dificultando a observagéo da banda [69].

Em moléculas que possuem conjugacao de duplas ligacBes € possivel observar
transicOes do tipo ™ > 1%, cuja intensidade é alta. Neste caso, os ligantes possuem
este tipo de conjugacdo, observaram-se na regido entre 305 e 320 nm com
absortividade molar entre 1,5 x10* e 7,8 x10* L/(mol-cm), ao ligar-se ao centro metélico,
estas bandas permanecem na mesma regido, entre 300 e 323 nm, com uma leve
diminuicdo a intensidade, apresentam absortividade molar entre 4 x10° e 8,5 x10*
L/(mol-cm) [22,26].

Os dados da espectroscopia eletrbnica se encontram na tabela 6. Os espectros se

apresentam nas figuras 20 a 45.



Tabela 6- Dados de Espectroscopia eletronica dos complexos 1 a 8.
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Transferéncia

Transicao Transicao
de carga
d->d m>m*
L->M
€ € €
Complexo | A(nm) | (L/(mol-cm)) | A(nm) | (L/(mol-cm)) | A(nm) | (L/(mol-cm))
x10? x10° x10*
Htsch - - - 318 5,40
Htset - - - 319 7,82
Htsph - - - 308 1,58
Hdtbz - - - 312 2,65
[Cu(Hpc3h),] | 654 0,082 284 0,42 300 0,46
[Cu(Hnc2h),] | 646 2,99 273 0,05 299,5 0,09
1 607 1,12 413 4,81 305 0,87
2 615 0,70 411 2,36 303 0,44
3 609 8,87 414 25,8 302 5,19
4 646 9,42 405 4,40 310 8,47
415 17,3
5 594 3,15 302,5 2,91
281,5 81,0
413 15,2
6 594 3,08 301,5 2,69
267,5 12,6
402 7,95
7 592 1,87 - -
270 14,8
405 5,33
8 593 4,29 322,5 1,52
267,5 10,9




Figura 20- Espectro eletronico do ligante Htsch em concentragdo 10-5 mol/L em DMF.
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Figura 21- Espectro eletrdnico do ligante Htset em concentragéo 10™ mol/L em DMF.
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Figura 22- Espectro eletrdnico do ligante Htsph em concentracdo 10™ mol/L em DMF.
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Figura 23- Espectro eletrdnico do ligante Hdtbz em concentracdo 10 mol/L em DMF.
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Figura 24- Espectro eletronico do precursor [Cu(Hpc3h),] em concentragdo 102 mol/L
em DMF.
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Figura 25- Espectro eletrénico do precursor [Cu(Hpc3h),] em concentragdo 10 mol/L
em DMF.
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Figura 26- Espectro eletrnico do precursor [Cu(Hnc2h),] em concentragdo 10™ mol/L
em DMF.
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Figura 27- Espectro eletrénico do complexo 1 em concentracéo 10™ mol/L em DMF.
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Figura 28- Espectro eletrdnico do complexo 1 em concentracéo 10 mol/L em DMF.
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Figura 29- Espectro eletrdnico do complexo 2 em concentragéo 10 mol/L em DMF.
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Figura 30- Espectro eletrdnico do complexo 2 em concentracéo 10 mol/L em DMF.
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Figura 31- Espectro eletrdnico do complexo 3 em concentracéo 10 mol/L em DMF.
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Figura 32- Espectro eletrdnico do complexo 3 em concentracéo 10 mol/L em DMF.
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Figura 33- Espectro eletrdnico do complexo 4 em concentracéo 10 mol/L em DMF.
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Figura 34- Espectro eletrdnico do complexo 4 em concentracéo 10 mol/L em DMF.
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Figura 35- Espectro eletrénico do complexo 4 em concentracéo 10™ mol/L em DMF.

0.925

0.500

Abs.

0.000 -

-0.104

250.00

Fonte: O autor

400.00

nm.

600.00

798.81



Figura 36- Espectro eletrdnico do composto 5 concentracdo 10 mol/L em DMF.
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Figura 37- Espectro eletrénico do composto 5 concentracdo 10 mol/L em DMF.
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Figura 38- Espectro eletrdnico do composto 6 concentracdo 10™ mol/L em DMF.
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Figura 39- Espectro eletrénico do composto 6 concentracdo 10 mol/L em DMF.
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Figura 40- Espectro eletrdnico do composto 7 concentracédo 10 mol/L em DMF.
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Figura 41- Espectro eletrénico do composto 7 concentracdo 10™ mol/L em DMF.
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Figura 42- Espectro eletrdnico do composto 7 concentracdo 10 mol/L em DMF.
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Figura 43- Espectro eletrdnico do composto 8 concentracdo 10 mol/L em DMF.
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Figura 44- Espectro eletronico do composto 8 concentracdo 10™ mol/L em DMF.
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Figura 45- Espectro eletrénico do composto 8 concentracdo 10 mol/L em DMF.
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4.1.2 Anélise Elementar

Com os dados obtidos a partir das diferentes analises utilizadas, envolvendo
diversas técnicas, se propdem estruturas para 0 compostos obtidos. A fim de verificar a
composicao porcentual dos complexos obtidos e, desta forma verificar sua pureza, foi
realizada a andlise elementar dos mesmos. Na tabela 7 sdo apresentados os valores
calculados e experimentais das analises, assim como o erro encontrado para cada uma
delas. Os valores encontrados foram satisfatoérios e condizentes com as estruturas
propostas, 0s erros maiores se apresentaram nas porcentagens de hidrogénio dos
complexos 4 e 8, isto se atribui ao fato de que o atomo de hidrogénio possui uma
massa pequena e com isso, pequenas diferencas levam a erros maiores, os resultados

obtidos sugerem que a pureza dos complexos ¢€ alta.

Tabela 7- Composicao porcentual dos complexos obtidos.

%Carbono %Hidrogénio %Nitrogénio
Amostra
Enc/Cal Enc/Cal Enc/Cal

50,31/50,36 4,99/4,86 14,61/14,68

%Erro ! 0,10 2,61 0,48
45,51/45,44 4,18/4,05 16,46/16,56

%Erro . 0,15 3,11 0,61
51,11/51 3,74/3,64 14,83/14,87

%Erro 3 0,22 2,67 0,27
50,24/49,22 3,72/3,3 11,16/11,48

%Erro 4 2,03 11,29 2,87
48,04/50,36 5,12/4,86 13,98/14,68

%Erro > 4,83 5,08 5,01
45,63/45,33 4,16/4,28 16,35/16,52

%Erro ° 0,66 2,88 1,04
- 50,84/51,00 3,73/3,64 14,77/14,87

%Erro 0,31 2,41 0,68
50,41/49,22 3,76/3,3 11,31/11,48

%Erro 8 2,36 12,23 1,50
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4.1.3 Difracdo de Raios X em Monocristal, Determinacdo da Estrutura
Cristalina e Molecular.

Uma vez obtidos e purificados, os complexos 1 a 4 foram colocados em misturas de
solventes para a obtencdo de monocristais. SO foi possivel obter monocristal do
complexo 2, a partir de uma solucéo de diclorometano:metanol 9:1, deixando a solucao
evaporar lentamente. Na tabela 8, sdo apresentados os dados cristalograficos. Os
complexos 5 a 8 foram levemente solUveis em metanol, de forma que, dessas solucdes
foram obtidos monocristais, por evaporacdo lenta. Os dados cristalograficos dos

complexos 5 a 8 podem ser consultados na tabela 14.

Os complexos 2, 5 e 8 sdo pentacoordenados. E sua geometria pode ser descrita
como piramidal de base quadrada ou bipiramidal trigonal. Para determinar qual
geometria se ajusta melhor aos dados experimentais, pode-se usar 0 parametro T,
definido como t = (8 — a)/60, sendo B o maior dos angulos entre atomos do plano
basal, a o angulo entre os atomos do plano basal da molécula que nao participam do
angulo . Para valores de t proximos a zero, a geometria € melhor descrita como
piramidal de base quadrada, enquanto valores proximos a um, indicam uma geometria

bipiramidal trigonal descreve melhor o complexo [71].

O complexo 2 (figura 46), apresenta geometria piramidal de base quadrada
distorcida (t =0,20). No plano, o cobre se encontra ligado & tset™, por meio dos &tomos
N(1), N(2) e S, e ao ligante Hpc3h, pelo 4&tomo N(5). No eixo axial, se liga ao atomo
O(1) do Hpc3h. Os complexos 5 e 8 (figuras 47 e 50 respectivamente) apresentam
também geometria piramidal de base quadrada distorcida (tr =0,07 e 0,082
respectivamente). Nos complexos 5 e 8, no plano basal encontra-se o &tomo O(2) ao
invés do N(5), e o &tomo O(1) no eixo axial. A distor¢do com respeito a uma geometria
ideal apresenta-se, devido a geometria dos ligantes, assim como a rigidez dos mesmos
que, por possuirem duplas ligacbes, ndo conseguem se contorcer para obter as
distancias e angulos de ligacoes ideais. O efeito Jahn Teller é também um fator que

influencia a geometria do complexo, alongando a ligagao no eixo axial [72].
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Os Complexos 6 e 7 (figuras 48 e 49 respectivamente) apresentam uma mudanca
na esfera de coordenacdo, nestes casos € quatro. Estes sdo quadraticos planares.
Nestes complexos, o ligante Hnc2h se comporta como um ligante monodentado N-
doador. Esta mudanca ndo pode ser atribuida a influencia do ligante TSC ou DTC, pois
em todos os casos, as TSC’s e DTC, sao ligantes N,N,S-doadores. Também néo é
possivel atribuir esta mudanca ao grupo R dos ligantes TSC’s, ja que no caso do
complexo 6, o grupo R, € etila, doador de carga, e no caso do complexo 7 é fenila,
grupo retirador de carga, de forma que se justifica um estudo teorico para explicar o fato

de que o Hnc2h se comporte como um ligante monodentado ao invés de bidentado.

O comprimento da ligacdo Cu—N(1), nos cinco complexos, encontra-se em torno de
2,0 A, Cu-N(2), entre 1,95 e 2 A e a ligacdo Cu—S apresenta um comprimento entre
2,2 e 2,3 A. Estes valores séo tipicos da formacio de complexos de cobre (Il) com

tiossemicarbazonas, sendo elas N,N,S-doadoras [73].

Nos complexos 5 e 8, o comprimento da ligacdo Cu—-O(1) estd entre 2,0e 22 A e a
distancia de ligacdo Cu—-0O(2), entre 1,9 e 2,0 A. Estes valores sdo proximos dos
encontrados em outros complexos reportados onde o Hnc2h se comporta como ligante
0,0-doador [74].

A ligacdo Cu-N(5), no caso do complexo 2 ¢ de 1,95 A, enquanto que nos
complexos 6 e 7, esta fica em torno de 1,99 A. Estes valores séo tipicos da ligacdo
através do atomo de nitrogénio piridinico do Hpc3h ou Hnc2h ao cobre (I1). No caso do
complexo 2, a ligacdo é mais curta devido ao fato de que o ligante se encontra na forma

bidentada. Desta forma, a ligagdo com o metal € mais forte [75].

Os dados cristalograficos sédo apresentados na tabela 8 e os dados de

comprimentos e angulos de ligacéo na tabela 9.

Ligacdes de hidrogénio constituem interagbes supramoleculares importantes em
cristais. No complexo 2, estas ligacdes de hidrogénio sdo formadas entre as moléculas
de complexo 2 e moléculas de etanol, por meio do &tomo O(1) do ligante Hpc3h e o
O(4) do solvente e, pelo NH(4) do ligante tset™ e 0 O(4) do solvente, formando anéis de

16 membros, sua simetria pode-se chamar de R;(16). Obtém-se assim pares de
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moléculas. Estas ligagbes de hidrogénio sdo formadas entre os eixos a e b da cela
unitaria. No complexo 5, as ligacdes de hidrogénio apresentam-se entre as moléculas
de complexo, entre os atomos O(3) e NH(5), formando cadeias onde a unidade €&
repetida a cada 6 atomos, com isso a ligacdo de hidrogénio recebe o nome de C{(6). O
crescimento do cristal se da ao longo do eixo a da cela unitaria e cada cela contém
duas moléculas de complexo 5. No complexo 6, as ligacbes de hidrogénio sé&o
formadas aos pares entre duas moléculas de complexo, entre os atomos S e NH(4) do
ligante tset™, formando um anel de 8 membros, a ligacdo de hidrogénio é do tipo R2(8),
a ligacao € formada entre os eixos a e b. As ligacdes de hidrogénio no complexo 7 sao
formadas entre o atomo O(6) da molécula H.nc2h e o NH(4) do ligante tsph™ ao longo
do eixo c, e entre o atomo O(2) do ligante Hnc2h e o NH(6) da molécula H,nc2h ao
longo do eixo a, formando cadeias em zig-zag nas quais a mesma unidade se repete a
cada 14 atomos, sendo a simetria das ligacGes de hidrogénio, do tipo CZ(14). No
complexo 8, a formacédo de ligacGes de hidrogénio é dada através dos atomos O(3) e
NH(5) do ligante Hnc2h, formando cadeias entre 0s eixos a e c, nas quais a mesma
unidade se repete a cada 6 &tomos, sendo as ligacdes de hidrogénio do tipo C2(6) [76].

Os comprimentos e angulos das ligacdes de hidrogénio sao apresentadas na tabela 10.
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Observadas

Complexo 2-EtOH 5 6 7-H,nc2h 8
Férmula Molecular Cl7ngCUN5O4S Con23CUN503S C16H17CUN503S CzeHz]_CUNsOGS C21H18CUN40352
Massa Molar
N 469,02 477,04 422,95 609,09 502,08
g-mol
Comprimento 0,71073/ 0,71073/ 0,71073/
o 0,71073 / MoKa 0,71073 / MoKa
(A)/Radiacéo MoKa MoKa MoKa
Temperatura (K) 200 200 200 296 200
Sistema
o Triclinico Monoclinico Triclinico Monoclinico Monoclinico
Cristalino
Grupo Espacial P P2, P C2lc P2,/n
a(A) 8,182(5) 7,3341 8,5841 13,9294(4) 13,014(13)
b (A) 9,643(5) 23,0370 8,8700 26,2376(8) 7,3069(6)
c(A) 13.453(5) 13,1652 12,4231 14,3830(4) 22,1970(3)
a(?) 95,684(5) 90 80,637 90 90
B(°) 93,683(5) 92,406 75,467 97,264(2) 95,622(9)
vy (°) 108,661(5) 90 75,315 90 90
Volume (A% 995,5(9) 2222,0 880,8 5214,4(3) 2100,6(4)
VA 2 2 2 8 2
Coeficiente de
B 4 1,239 1,107 1,386 0,972 1,271
absorcdo (mm™)
Tamanho do 0,04 x 0,30 x 0,30 x 0,30 x 0,42 x 0,31 x
] 3 0,1x0,1x0,4
Cristal (mm®) 0,18 0,30 0,20
Forma e Cor do Bloco, marrom
) Agulha, marrom Placa, marrom Agulha,marrom
Cristal escuro
Método/Variagéo . . . . .
6() Rotacéo Rotacéo Rotacédo Rotacédo Rotacédo
-9->11, -10->9 -11->9 -11->16 -17->17
indices (h, k, I) -13>13, -31>31 -12>12 -31>23 -9>10
-18->18 -18->18 -16>16 -17>16 -30>30
Reflexdes
5268 17100 9234 9715 3779
Coletadas
Reflexdes
11493 /5268 17100/ 11793 9234 / 4541 4574 24545 /11242
Independentes/R;,
Reflexdes
4183 4548 2581 2610 2423
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[1>20 (1)]

Correcao de

Semi-empirica

. Integracéo Integracao de
Absorc¢éo ]
equivalentes
Transmissao 0,6589 0,6882 0.6474
Min./Max 0,8754 0,7657 0.7452
Matriz Matriz Matriz Matriz completa

Refinamento da

Estrutura

Matriz completa

dos

minimos

quadrados em F?

completa dos
minimos

quadrados em

completa dos
minimos

guadrados em

completa dos
minimos

guadrados em

dos
minimos

gquadrados em

FZ F2 F2 F2
Tratamento dos
) ) Calculado Calculado Calculado Calculado Calculado
Hidrogénios
Parametros de
] 259 541 236 365 559
Refinamento
Fatores R Finais R;= 0,05186, R;=0,1155 R,=0,0736 R,=0,0333 R;= 0,0656
[1>2s(1)] WR,= 0,1456 WR,= 0,2913 WR,= 0,1818 WR,= 0,0891 WR,= 0,1063
Goodness-of-fit, S 1,049 0.954 1,008 1,031 0,818
Programas SHELXS97 e SHELXS97 e SHELXS97 e SHELXS97 e SHELXS97 e
Usados SHELXL97 SHELXL SHELXL SHELXL SHELXL
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Tabela 9- Principais distancias (A) e angulos (°) entre os atomos do complexos o 2, 5, 6,

7e8.

Distancias 2-EtOH 5 6 7-H>nc2h 8
Cu-0(1) 2,2710(3) 2,00(2) 2,831 2,731 2,180(4)
Cu-0(2) 2,00(17) 1,917(4)
Cu-N(2) 1,9540(3) 2,00(13) 1,977(4) 1,9560(18) 1,956(4)
Cu-N(1) 2,0400(3) 2,00(2) 2,019(4) 2,0080(2) 2,027(6)
Cu-N(5) 1,9540(3) 1,989(4) 1,9837(19)

Cu-S(1) |2,2753(13)| 2,20(15) 2,254(17) 2,2725(7) 2,294(2)

Angulos

N(2)-Cu-N(5) | 174,98(11) 176.85(18) 165.79(8)

N(2)-Cu-O(1) | 106,77(10) | 112(10) 113.92(17)

N(2)-Cu-O(2) 161(10) 157.99(18)

N(2)-Cu-N(1) | 80,77(11) 84(10) 81.05(16) 80.60(8) 79.8(2)

N(5)-Cu-N(1) | 98,94(11) 96.77(16) 96.88(8)

0(2)-Cu-N(1) 95(10) 94.6(2)

0(2)-Cu-0O(1) 87(10) 87.14(16)

N(1)-Cu-O(1) | 88,91(10) 91(10) 90.04(18)

N(2)-Cu-S(1) | 84,66(8) 84(10) 84.11(12) 84.24(6) 84.03(16)

0(2)-Cu-S(1) 94(10) 98.45(16)

N(1)-Cu-S(1) | 162,48(8) 165(3) 164.11(13) 164.80(6) 162.91(15)

N(5)-Cu-S(1) | 94,72(8) 98.28(12) 97.56(6)

O(1)-Cu-S(1) | 104,66(7) 102(10) 101.59(13)
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Tabela 10- LigagOes de hidrogénio nos cristais dos complexos 2, 5,6, 7e 8

Operador de

Complexo D-H--A d(H-+A) | <D-H--A | d(D+A) | D=

2 N(4)-H(4)...0(10) | 2.01 1742 | 2.862(4) |  -x+1,-y+1,-z+1

5 NG)-HG5)...0(3) | 1.91 149.4 3(5) x-1,y,z

6 N(4)-H4)..S(1) | 2.69 174.9 | 3.545(6) X,-y,-Z+2
N(4)-H(41)..0(6) | 2.27 169.6 | 3.122(3) | -x+1/2,y-1/2,-z+1/2

7 N(6)-H(61)...0(2) | 1.98 166.6 | 2.819(3) x+1,-y+1,-Z
N(6)-H(61)...0(2) | 1.74(4) | 153(3) | 2.552(4)

8 NG)-HG5)...0(3) | 1.91 155.0 | 2.711(6) X,y+1,2
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Figura 46- Estrutura molecular do complexo 2 [a] estrutura simples, [b] estrutura com as
ligagOes de hidrogénio e a cela unitéria.

[a]

Fonte: O autor
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Figura 47- Estrutura molecular do complexo 5 [a] estrutura simples, [b] estrutura com as
ligagOes de hidrogénio e a cela unitéria.

[a]

Fonte: O autor
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Figura 48- Estrutura molecular do complexo 6 [a] estrutura simples, [b] estrutura com as
ligagOes de hidrogénio e a cela unitéria.

[a]

o \

Fonte: O autor
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Figura 49- Estrutura molecular do complexo 7 [a] estrutura simples, [b] estrutura com as
ligagOes de hidrogénio e a cela unitéria.

[a]

06

o4
05

Fonte: O autor
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Figura 50- Estrutura molecular do complexo 8 [a] estrutura simples, [b] estrutura com as
ligagOes de hidrogénio e a cela unitéria.

[a]

[b]

Fonte: O autor
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Céalculos Teoricos

Os célculos quimicos quénticos foram realizados com a finalidade de explicar a
estabilidade dos complexos com o ligante Hnc2h em suas duas formas de
coordenacdo. As analises de cada caso apontam a diferenca de energia para o0s
complexos, envolvendo o ligante complexado como, N,O-doador, (modo de
coordenacdo A, com uma ligacdo N—Cu covalente de coordenacdo e uma interacao
O---Cu mais fraca) ou O,0-doador (modo de coordenacéo B, com duas ligacées O—Cu
covalentes de coordenacdo). Nas simulacées computacionais com o método DFT. A
energia eletronica foi avaliada com dois métodos diferentes: PBE1PBE/BS1 e MO06-
2X/BS2. Ambos os métodos foram empregados para os complexos 5 a 7, no entanto,
no caso dos complexos 1 a 4, a diferenca de energia foi avaliada apenas com o método
PBE1PBE/BS1.

A figura 51 apresenta os resultados obtidos para os complexos 5 a 7; sendo o
complexo com coordenacédo via atomo de nitrogénio piridinico (modo A) utilizado como
referéncia. No complexo 5, a diferenca de energia entre o0 complexo com modo de
coordenacéo A e aquele com o modo de coordenacdo B é de 4.57 e 0.04 kcal mol™
com os métodos PBE1PBE/BS1 e M06-2X/BS2, respectivamente. No caso do complexo
7, a diferenca de energia com o método PBE1PBE/BSL1 foi bastante semelhante com ao
do complexo 5, enquanto que com o funcional M06-2X o complexo mais estavel foi o
gue apresenta modo de coordenacdo B, onde a diferenca de energia foi menor que 1
kcal mol™. JA4 no complexo 6, é importante ressaltar que a diferenca de energia foi
menor que 1 kcal mol? independente do método empregado. Neste ponto vale
comentar que o método M06-2X/BS2 é mais eficiente na comparacdo das energias,
tanto em vista da melhor eficiéncia do funcional M06-2X que o método PBE1PBE para
avaliagcbes da energia relativa, pelo fato de que no funcional M06-2X é feito uso de
funcbes de base de carater triple-{ para o ligante e para o metal, que sdo mais
apropriadas para uma analise da energia eletrdnica. Portanto, esta diferenca de energia
menor que 1 kcal mol* com o método M06-2X/BS2 entre as duas formas de
complexacdo € um bom indicativo que ha a probabilidade de obter tanto uma forma
como a outra, como demonstrado nos resultados de difracdo de raios X.
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Figura 51- A diferenca de energia (em kcal mol™) obtidos para os complexos 5 a 7 [a]
na forma monodentada e [b] na forma bidentada do ligante Hnc2h pelos métodos
PBE1PBE/BS1 e (M06-2X/BS2).

[Cu(Hnc2h)(tset)] [5] [Cu(Hnc2h)(tsch)] [6] [Cu(Hnc2h)(tsph)] [7]

(0.00) (0.00)

[b] [b]
4.57 0.52 ¢ 3.79
(0.04) (-0.62) (-0.76)

Fonte: O autor

Analisando a energia de perturbacdo de segunda ordem (E,), é possivel observar as
diferentes contribuicées em cada um dos complexos para a estabilidade de cada uma

das estruturas. A energia E, € composta principalmente pelos seguintes parametros
(Eq. 1):

2 - -
& — &
onde q; € o orbital ocupado do doador, & e g s&o os elementos da diagonal (energia dos
orbitais i e j) enquanto que o termo F(i,j) representa o elemento da matriz de Fock. Por
exemplo, nos complexos 5 a 7 onde Hnc2h se coordena do modo A, a doagao do par

de elétrons desemparelhados do enxofre para o cobre (pS—Cu) representa uma das
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maiores contribuicdes para estabilidade, cerca de 65% da energia total para estabilizar
a estrutura. As interacdes que participam na ligacdo intramolecular O-H---O chegam a
representar uma contribuicdo de 15% para a estabilidade do complexo, enquanto que a
doacéo . pO—Cu contribui com aproximadamente 0,4% na energia de estabilizacdo. Ja
a contribuicdo do par de elétrons desemparelhados dos nitrogénios ligados ao metal
(LPN—Cu), apresenta uma contribuicdo de uma ordem de magnitude abaixo da mesma
observada pela interacdo . pS—Cu. No entanto, quando comparado a magnitude da
interacdo  pS—Cu entre os complexos com o Hpc3h no modo A e no modo B, é visto
um valor de uma ordem de magnitude a menos para o modo B. Nos complexos com
coordenacao via modo B, a interacdo  pS—Cu é caracterizada por uma contribuicdo de
apenas 20% para a estabilidade dos complexos, enquanto que as interacbes | pO—Cu é
de 16%. Ja o valor da contribuicdo | pN—Cu nos complexos com Hpc3h coordenado no

modo B é em torno de 11% da energia de estabilizacao.

Aspectos diferentes sdo observados quando analisado a estabilidade dos
complexos 1 a 4, como pode ser visto nas Figuras 52 a 55. No complexo 1, a diferenca
de energia entre as quatro diferentes conformacdes apenas confirma os resultados
experimentais. Como exemplo, a diferenca de energia entre os complexos com o ligante
bidentado nos modos N,O-doador e O,0-doador, i.e. entre as estruturas la e 1c, é de
6.94 kcal mol™. Vale mencionar que esta diferenca de energia atinge um valor de 10
kcal mol® para os demais complexos. No entanto, avaliando a contribuicdo das
interagbes | pS—Cu, | pN—>Cu e | pO—>Cu dos atomos ligados ao cobre & observado
valores de 5, 6 e 2% para a estabilidade dos complexos onde o ligante Hpc3h se
comporta como N,O-doador, respectivamente. Estes valores sdo bastante semelhantes
no caso dos complexos onde o ligante Hpc3h é 0O,0-doador. Por exemplo, nos
complexos nos quais Hpc3h é O,0-doador é observado uma contribuicéo de 6, 5 e 5%
para as interagdes  pS—Cu, | pN—Cu e | pO—Cu, respectivamente. Um outro aspecto &
a diferenca de estabilidade entre os tautdmeros. Nos complexos com as conformacdes

a e b a diferenca de energia é menor que 1 kcal mol?, ao passo que entre as

conformacdes c e d é de aproximadamente 2 kcal mol™,
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Figura 52- A diferenca de energia (em kcal mol-1) obtidos para o complexo 1 pelo
método PBE1PBE/BS1.

[Cu(Hpc3h)(tsR)] ; R: -ciclohexil [1]

Fonte: O autor

Figura 53- A diferenca de energia (em kcal mol-1) obtidos para o complexo 2 pelo
método PBE1PBE/BS1.

[Cu(Hpc3h)(tsR)] ; R: -etil [2]

Fonte: O autor
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Figura 54- A diferenca de energia (em kcal mol-1) obtidos para o complexo 3 pelo
método PBE1PBE/BS1.

[Cu(Hpc3h)(tsR)] ; R: -fenil [3]

Fonte: O autor

Figura 55- A diferenca de energia (em kcal mol-1) obtidos para o complexo 4 pelo
método PBE1PBE/BS1.

)K,< [Cu(hpc3h)(tsbz)] [4]

[a]
0.00

Fonte: O autor
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4.1.4 Concentragdao Inibitoria Minima e Citotoxicidade.

Foram medidos os valores de CIM, tanto para os ligantes e precursores, como para
os complexos formados, com a finalidade de verificar o efeito da formacdo dos
complexos metalicos mistos na atividade dos ligantes e precursores metalicos. Um
Valor de CIM aceitavel deve ser menor que 12,5 pg/mL. Pode-se observar na tabela 11
que as atividades dos complexos 1 a 8 sdo satisfatérias e melhores, se comparados
com a dos precursores de cobre (I) utilizado, podendo-se afirmar que a complexacéo
de uma TSC ou DTC pode potencializar a agéo anti-M. tuberculosis dos compostos
obtidos. No caso do ligante Htsch, a complexacdo nao levou a aumento da atividade,
pelo contrario a atividade € menor. No entanto, o complexo também é ativo. A atividade
dos ligantes Htset e Htsph é menor que a observada em seus compostos de
coordenacao, podendo-se afirmar que a complexacéo, nesses dois casos, contribui na
acao anti-Mycobacterium tuberculosis. Em todos os casos melhorando ou ndo a
atividade com a complexacdo, os compostos ndo devem ser descartados, ja que o
principal problema no tratamento da TB é a resisténcia e diferentes compostos podem
ter diferentes mecanismos de acdo, podendo agir em casos nos quais algum outro
farmaco ndo é mais eficiente, nesse caso seria necessario em um trabalho futuro fazer
a avaliacdo da CIM em bactérias que tem desenvolvido resisténcia, ja que neste
trabalho, a avalicdo foi realizada em bactérias ndo resistentes.

Comparando a serie de complexos contendo o ligante Hpc3h com a serie contendo
o ligante Hnc2h, observa-se que os valores de CIM sdo semelhantes, mostrando que
ndo ha uma influéncia significativa deste ligante na atividade do complexo contra 0 M.
tuberculosis, porem na serie de complexos contendo o ligante Hnc2h observa-se que os
menores valores de CIM sdo para os complexos 6 e 7, complexos com numero de
coordenacdo 4 e geometria quadratica planar, indicando que pode haver uma relacéo
da atividade do complexo com a estrutura neste tipo de composto ou com a forma de

coordenacao do ligante Hnc2h.

Os valores de CIM encontrados fazem dos complexos, bons candidatos para
continuar os estudos de atividade, sendo o proximo passo determinar a sua toxicidade

(ICs0) e desta forma determinar a seletividade dos mesmos. Os complexos 2 ,3, 4 e 6
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apresentam CIM <2,0 ug/mL, respectivamente, valores melhores que os de alguns

agentes ja utilizados no tratamento da TB, tais como, ciprofloxacino (CIM = 2,00 pg/mL),

acido p-aminosalicilico (CIM = 0.5->2.0 pg/mL), cicloserina (MIC = 12.5-50 pg/mL),
gentamicina (MIC = 2.0-4.0 pg/mL), etambutol (MIC = 0.94-1.88 ug/mL), kanamicina
(CIM = 1.25-5.0 pg/mL), tobramicina (CIM = 4.0-8.0 pg/mL), claritromicina (CIM = 8.0—

16 pg/mL) e tiacetazona (CIM = 0.125->2.0 pg/mL) [7,28].

Tabela 11- Resultados de atividade anti-M. tuberculosis (CIM) da serie de complexos

derivada do &cido 3-hidrocipicolinico.

Complexo CIM (pg/mL) CIM (uM)

Htsch 0,78 2,81

Htset 3,13 14,08

Htsph 15,6 57,03
[Cu(Hpc3h),] 5,8 17,07
[Cu(Hnc2h),] 11,4 33,55
[Cu(Hpc3h)(tsch)] (1) 3,1 6,94
[Cu(Hpc3h)(tset)] (2) 2,1 4,97
[Cu(Hpc3h)(tsph)] (3) 13 2,76
[Cu(Hpc3h)(dtbz)] (4) 1,5 2,99
[Cu(Hnc2h)(tsch)] (5) 4,4 9,84
[Cu(Hnc2h)(tset)] (6) 1,8 4,24
[Cu(Hnc2h)(tsph)] (7) 1,5 3,19
[Cu(Hnc2h)(dtbz)] (8) 3,0 5,97
INH* 0,03 0,22

* Dado obtido de dos Santos et al [78].
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5 Conclusdes

Foram obtidas duas novas séries de complexos de cobre(ll), de quatro complexos cada.
A primeira série derivada da reacédo do precursor [Cu(hpc3h);], a segunda, derivada da
reacao do precursor [Cu(hnc2h),], com os ligantes do tipo TSC, Htsch, Htset, Htsph e o
ligante tipo DTC, Hdtbz. Os 8 complexos obtidos foram caracterizados por diversas

técnicas, em estado solido e em solucéo.

Neste trabalho foi mostrado como o 2-hidroxinicotinato ligou-se de duas diferentes
formas ao centro metélico, por meio de difracdo de raios X e espectroscopia na regido

do infravermelho.

Os 8 complexos apresentados neste trabalho, sdo promissores no combate a M.
tuberculosis, pois apresentam valores de CIM satisfatorio, sendo eles bons candidatos

para continuar seu estudo de atividade bioldgica.

Dos 8 complexos obtidos, 6 apresentam geometria piramidal quadratica e dois
apresentam geometria quadrética planar, sendo estes Ultimos os mais ativos contra M.

tuberculosis.
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