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RESUMO

A tuberculose tem sido uma das principais causas de morte no Mundo.
Infelizmente, ndo existem ainda novas drogas disponiveis, o que tem desestimulado a
investigacdo neste campo. Neste trabalho, preparou-se novos metalo-compostos baseado
no sistema Nas[Fe(CN)sL].H,O, sendo L = oxadiazois, hidrazonas ou derivados, que sdo
drogas estudas no tratamento para tuberculose. Esses compostos foram sintetizados e
totalmente caracterizados por técnicas espectroscopicas e eletroquimicas. Em relagdo a
espectroscopia eletronica, foi mostrada a intensidade relativa das interacdes de retrodoacao
- © entre os compostos utilizando a forca do oscilador. Este resultado foi reforcado por
outras técnicas espectroscopicas, tal como espectroscopia na regido do infravermelho, onde
uma mudanca no estiramento CN° (cianeto) para mais altas frequéncias indica maior
interagdo de retrodoacio -  (Fe > L). Além disso, resultados de RMN e eletroquimicos
reforca a coordenacao do ligante ao centro metalico. Os resultados de RMN mostraram que
estes compostos foram igualmente coordenados através do atomo de nitrogénio do anel
piridinico, a0 mesmo tempo a voltametria ciclica mostrou que o ferro foi estabilizado na
sua forma reduzida (2+). Foram realizados calculos tedricos para avaliar a distribui¢do de
carga desses compostos ¢ também correlacionou com as interagdes de retrodoagdo - m. A
relevancia deste estudo reside na constatacdo de que varios inibidores interagem de forma
direta com a enzima alvo. Estes compostos foram preparados com o objetivo de inibir a
enzima InhA, que ¢ responsavel pela a biossintese da parede celular da micobacteria,
conhecendo o efeito da distribuicdo de carga do complexo na inibigdo da enzima podemos
fornecer informagdes adicionais para desenhar uma melhor droga. Este resultado foi
importante para estabelecer um mapa de reatividade. Estudos bioquimicos foram
realizados para avaliar a inibi¢cdo da enzima enoil redutase (InhA) tipo selvagem e mutante
(S94A). Os complexos derivados de oxadiazois foram muito eficientes na inibigdo da
enzima selvagem, incluindo a enzima resistente as drogas convencionais. Testes de
toxicidade mostraram que estes compostos apresentaram baixa toxicidade. Um interessante
mapa de reatividade foi apresentado, onde foi correlacionado a distribuicdo de carga e o
potencial eletroquimico do metal para investigar a eficiéncia de inibigdo. Isso pode levar a

uma melhor concepgao racional de outras metalodrogas anti-tuberculose.



ABSTRACT

Tuberculosis has been one of the major causes of death in the World.
Unfortunately, there is still a lack of new drugs available, which has stimulated research in
this field. Here, it was prepared a spectrum of new metallo-compounds based on
Nas[Fe(CN)sL]H,O, where L is hydrazones or oxadiazols derivatives, which are
metallodrug candidates for tuberculosis treatment. These compounds were fully
characterized by spectroscopic and electrochemical techniques. Regarding to the electronic
spectroscopy, it was showed the relative intensity of the m-backbonding effect among these
compounds using the oscillator strength. This result was further supported by other
techniques such as infrared spectroscopy, where a shift on the CN- (cyanide) stretching to
higher frequency indicates stronger backbonding Fe(Il) to L. Additionally, NMR and
electrochemical results reinforced the back-bonding effect previously assigned in these
compounds. NMR results showed these compounds were also coordinated through the
nitrogen atom of the pyridine ring, while cyclic voltammetry showed the iron was made
more stable in the reduced form (2+). Theoretical calculations were done to evaluate the
charge distribution of these compounds and also correlate them with the backbonding
effect. The relevance of this study lies on the observation that several inhibitors interact
with the proteic target through intermolecular forces. These compounds were prepared
aiming to inhibit the InhA enzyme, which is responsible for the biosynthesis of the
mycobacterial cell-wall, by knowing the effect of charge distribution on enzyme inhibition
it provides extra information to design better drugs. This result was important to draw a
reactivity map. Biochemical investigations were carried out to evaluate the inhibition of
the wild-type and mutant of the enzyme enoyl reductase (InhA). The complexes of
oxadiazol derivatives were very efficient enzyme inhibitor, including toward strains
resistant to conventional drugs. Toxicity tests showed these compounds presented low
toxicity. An interesting map of reactivity was drawn, where charge distribution and
electrochemical potential were correlated to the efficiency to inhibit InhA. This can lead to

a better rational design of other anti-tuberculosis metallodrugs.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

Dominio

-—

-—

Filo
Classe \
Sub-Classe \
Actinomycetales Ordem |
Corynebacterineae Sub-Ordem ]
Mycobacteriaceae Familia |
Mycobacterium Género |
Mycobacterium tuberculosis Espécie ]

“Se tu conheces o inimigo e conheces-te a ti mesmo, néo precisas temer
o resultado de cem batalhas. Se tu te conheces, mas nao

conheces o inimigo, para cada vitdria ganha sofrerds também uma
derrota. Se tu ndo conheces nem o inimigo nem a ti mesmo,

perderas todas as batalhas.”

Sun Tzu, A Arte da Guerra.
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INTRODUCAO

1.1. Tuberculose

A tuberculose, TB, doenca infecto-
contagiosa causada pelo agente -etiologico
Mycobacterium tuberculosis, se dissemina
quase exclusivamente por via aérea [I],
podendo afetar diferentes oOrgdos do corpo,

' inclusive os 0ssos, mas quase sempre se instala

:c;‘j nos pulmdes [2].

Ao tossir, o portador de tuberculose

pulmonar ativa emite pequenas goticulas contendo a bactéria, que podem permanecer
suspensas no ar por um longo periodo [1]. Ao inalar estas goticulas, qualquer individuo
saudavel pode se infectar [2]. A ocorréncia ou ndo da infec¢do dependera da maior ou
menor integridade do sistema imunologico. O bacilo pode permanecer latente sem produzir
sintomas e sem se reproduzir dentro do macréfago, célula de defesa, o que torna dificil sua
identificacdo, ou desenvolver sintomas. Nesta situacdo, o teste cutineo (teste de mantoux)
[2, 3] € extremamente util para detectar a infeccdo, mas pode apresentar um resultado falso
positivo pela presenca da BCG, se administrada anos antes [1, 2, 4]. As infec¢des latentes
podem se tornar ativas se o individuo tiver um mau funcionamento no seu sistema
imunolodgico [5].

A partir de 1960, poucos antibioticos (agentes quimicos obtidos a partir de
microrganismos) foram acrescentados ao arsenal terapéutico, apesar do aparecimento de
um grande nimero de compostos obtidos a partir de modificagdes quimicas em laboratério,
que originou drogas semi-sintéticas, como por exemplo, ampicilina, meticilina, derivadas
da penicilina; amicacina, derivada do aminoglicosideo canamicina; roxitromicina, derivado
nitrogenado dos macrolideos; minociclina, derivada da tetraciclina. Por outro lado, o
desenvolvimento de drogas ndo originarias de microrganismos teve um avango relativo
com a introducdo dos derivados fluorados do acido nalidixico (ciprofloxacino,
norfloxacino) ou inibidores da via de biossintese do tetrahidrofolato (pirimetamina,
trimetoprim). No entanto, muitos destes agentes tiveram o seu uso limitado por efeitos

secundarios adversos, seletividade incompleta e, mais comumente, pelo surgimento de
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mutantes resistentes que consistem nos dias atuais, no principal problema da quimioterapia
antimicrobiana.

Para o controle eficaz da doenga, ¢ indispensavel que, aos primeiros sinais dos
sintomas de tuberculose ativa, seja providenciada a administracdo do tratamento
recomendado pela Organizagdo Mundial de Satde, conhecido como DOTS (directly
observed treatment short-course). De acordo com esse tratamento, o individuo com
tuberculose ativa ¢ submetido primeiramente ao isolamento e lhe ¢ dado um coquetel de
drogas (isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida), que devem ser administradas
todos os dias por dois, meses seguidos, com o tratamento continuado com isoniazida e
rifampicina, por mais quatro meses [2]. Apesar do bem sucedido uso destas drogas,
algumas delas, utilizadas ha mais de cinqiienta anos, pouco se conhece sobre seus
mecanismos de atuacdo [6-11]. Isto tem despertado grande interesse cientifico, posto que o
desenvolvimento de resisténcias constitui-se em sérios problemas clinicos.

No inicio dos anos de 1990, surgiram relatos de cepas de Mycobacterium
tuberculosis resistentes as drogas convencionais. [sso causa uma grande preocupacao pela
comunidade médica e cientifica [6, 12]. A tuberculose multiresistente, TBMR, surgiu pelo
uso inadequado das drogas durante o tratamento, ou seja, por pacientes que iniciam o
tratamento e, apos dois meses, por ja se sentirem melhor o interrompem dando
oportunidade de cepas resistentes & medicacdo de se reproduzir. Ndo existe um tratamento
especifico para combater a TBMR, os medicamentos utilizados sdo caros ¢ sem nenhuma
certeza da cura.

Dentre as prioridades para o combate a tuberculose, o desenvolvimento de novas
drogas para substituirem aquelas comprometidas pela resisténcia € premente para o
desenvolvimento de um tratamento quimioterapico eficaz [13]. O principal objetivo da
quimioterapia ¢ atacar um processo metabolico especifico de um microrganismo que seja
expresso durante sua interagdo patoldgica com células do hospedeiro mamifero, resultando

desta forma em toxicidade seletiva.

1.2. Casos de Tuberculose no Mundo

A Organizacao Mundial de Saude, OMS, estima que quase 2 bilhdes de pessoas, ou
seja, um terco da populacdo do mundo tem tuberculose. Anualmente, 8 milhdes de pessoas
ficam doentes com tuberculose e 2 milhdes de pessoas no mundo morrem de
tuberculose[ 14].
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A tuberculose ¢ a maior doenca infecciosa do mundo, a que mais mata mulheres de
idade reprodutiva e ¢ a causa principal de morte entre pessoas com HIV / AIDS. Estudos
anteriores relatam que as pessoas de cor branca tém mais resisténcia a infeccdo pela
bactéria do que as pessoas de cor negra e que também os macrofagos dos negros exibem
maior replicagdo bacilar que os macréfagos das pessoas de cor branca [15].

Os continentes, asidtico e africano retém a maior prevaléncia de tuberculose.
Globalmente, havia 9,2 milhdes de casos novos ¢ 1,7 milhdes de mortes de tuberculose em
2006, incluindo 0,7 milhdes de casos e 0,2 milhdes de mortes com pessoas com HIV
positivo[14]. A Figura 1 mostra os 22 paises sdo responsaveis por 80% dos casos de

tuberculose no mundo, sendo o Brasil o 15° colocado no ranking segundo a OMS.

Figura 1. Mapa com os 22 paises que sdo responsaveis por 80% dos casos de tuberculose

no mundo.

A TB ¢ erroneamente classificada como doenga de paises subdesenvolvidos, isso
porque a distribuicdo de renda, a ma informagdo e a ma orientacdo sobre o tratamento leva
a falta de controle sobre a epidemia. Em paises desenvolvidos, a tuberculose ¢ menos
comum e ¢ principalmente uma doenga urbana. A incidéncia de doenga varia de 40 por
100.000 habitantes em Londres para menos que 5 por 100.000 habitantes na zona rural,
regido sudoeste da Inglaterra [16]; a média nacional ¢ 13 por 100.000. As taxas mais altas
na Europa Ocidental estdo em Portugal (42 por 100.000) e Espanha (20 por 100.000). Estas
taxas se comparam com 113 por 100.000 na China ¢ 64 por 100.000 no Brasil. Nos
Estados Unidos, os casos de tuberculose eram 4.9 por 100.000 habitantes em 2004 [16].
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A incidéncia de TB varia com a idade. Na Africa, a TB afeta os adolescentes e 0s
adultos jovens principalmente[17]. Porém, em paises onde a TB foi de alta para baixa
incidéncia, como nos Estados Unidos, a TB ¢ principalmente uma doenga de pessoas mais
velhas [17, 18]. Ha varios fatores conhecidos que tornam as pessoas mais suscetiveis para
infeccdo de TB: mundialmente o mais importante destes ¢ o HIV. Co-infec¢do com HIV ¢
um problema particular na Africa Sub-Saharan, devido & incidéncia alta de HIV nestes
paises [18]. Também pessoas que fumam mais de 20 cigarros por dia aumentam o risco de
TB de dois para quatro vezes [19, 20].

O numero de casos de TBMR a drogas convencionais ainda ¢ baixo segundo o
relatorio da OMS [21], mas preocupante. A Figura 2 mostra casos de TBMR ja registrados
em 2007, onde observa-se que os paises com baixa casos de incidéncia de tuberculose

apresentam casos de TBMR, marcados com circulos.

Argentina

Armenla

China, Hong Kong SAR

Czech Republic 1 .
J_c‘
Ecuador Portugal -
L4’
Estonla Republic of Korea
Georgla Russlan Federation

Germany South Africa
Spain

Islamic Republic of Iran

Figura 2. Mapa de casos de TBMR confirmados nos paises em 2007.
Paises que tinham condi¢Ges de controlar e até mesmo erradicar a TB de sua regido,

agora vao ter que lidar com uma doenga para a qual ainda ndo existe cura ou um

tratamento especifico.
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1.3. Fisiologia Bacteriana - Mycobacterium tuberculosis

O Mycobacterium tuberculosis (MTB) é o agente etiologico da tuberculose,
também conhecido como bacilo de Koch, em homenagem a Robert Koch (*1843 - 11990),
seu descobridor. E uma bactéria aerdbica, em forma de bastdes (bacilo).

A parede celular da micobactéria ¢ composta de trés macromoléculas associadas
covalentemente: o peptideoglicano, arabinogalactan e d4cidos micdlicos, que
freqlientemente sdo descritos como micolil-arabinogalactan-peptideoglican complex
(mAGP). Cerca de dois tercos dos residuos de arabinose na forma furanosidica
pertencentes ao término ndo-redutor da macromolécula de arabinogalactan sdo associados
covalentemente aos acidos micdlicos através de ligagdes ésteres. Estes sdo responsaveis
pela sua resisténcia a a¢do de agentes quimicos, grande seletividade e barreira biologica
para entrada de farmacos na célula bacteriana [22].

Adicionalmente, sua parede celular tem a habilidade de modificar sua
permeabilidade a diferentes compostos [15], acredita-se que a parede da bactéria tenha
papel protetor, suprimindo radicais livres, e assim protegendo a célula de agentes oxidantes
produzidos pelo seu hospedeiro, o macréfago, a primeira célula de defesa do corpo [22,
23].

Cerca de 60% do peso seco da bactéria corresponde aos acidos micéticos, os quais
conferem grande hidrofobicidade a bactéria [24]. Para se ter uma dimensao da importancia
da biossintese de lipidios nessa bactéria, pode-se observar, por meio do genoma desse
microorganismo, um numero de 250 enzimas envolvidas no metabolismo de lipidios,
enquanto a Escherichia coli dispde de 50 enzimas [25, 26]. A Figura 3 mostra todo o

mecanismo de biosintese da parede celular.
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O MTB ¢ uma bactéria de crescimento lento, podendo levar até 24 horas para se
dividir, o que ¢é bastante lento comparado a outras bactérias cuja divisdo se da em minutos
como a escherichia colli [26]. Nos testes de deteccdo, o MTB nédo tem classificagdo como
gram positiva ou negativa, pois o0 método de coloragdo de gram ndo funciona; ¢ usado o
método de colorag@o de Ziehl-Neelsen [1, 22], feita com uma solugdo alcool-acida para sua
identificacdo, sendo assim classificada como uma bactéria acido-alcool resistente. Sao
resistentes a desinfetantes fracos e pode sobreviver ao ar por um curto periodo de tempo.
S6 consegue se reproduzir no organismo de um hospedeiro. Sao sensiveis a agentes fisicos
como o calor e a radiagdo ultravioleta [1].

A enzima enoil-ACP redutase (InhA) faz parte de uma etapa do ciclo responsével
pelo alongamento da cadeia do 4cido micdlico [22], cuja reagdo ¢ mostrada na FAS II da

Figura 3 e a reacdo em destaque estd ilustrada na Equacao 1.
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A isoniazida, ilustrada na Equacdo 2, hidrazida do acido isonicotinico, INH, foi
primeiramente reconhecida como um agente efetivo no tratamento de infeccdo com MTB
em 1952 [27]. Tanto MTB como Mycobacterium bovis BCG sdo extremamente suscetiveis
a esta droga em concentragdes que variam de 0,02 a 0,2 j,tg.rnL'1 [28], enquanto que outras
espécies de micobacteria sdo menos suscetiveis. A isoniazida ¢ um bactericida e ¢ tanto a
pro-droga sintética mais antiga como a mais freqlientemente prescrita para infeccdo e
profilaxia contra tuberculose. No entanto, como mencionado anteriormente, o

aparecimento de cepas de MTB resistentes a esta droga tem comprometido a utiliza¢do da

mesma.
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A partir de uma abordagem genética, utilizando a selecdo de mutagdes espontaneas
que conferiam resisténcia a isoniazida, o alvo do mecanismo de ag¢do da IZD foi
demonstrado ser a enzima NADH-dependente 2-trans enoil-ACP redutase (ACP = proteina
carreadora de acilas) que ¢ codificada pelo gene inh4 [29]. A enzima enoil-ACP redutase
(InhA) catalisa a transferéncia de H de NADH para o substrato, resultando na saturagao do
mesmo. A por¢do ndo-lipidica do substrato pode ser tanto um ACP quanto a coenzima A
(CoA). A InhA tem preferéncia por substratos enoil tioésteres de cadeia carbdnica longa,
sintetizando, desta forma, acidos graxos saturados que seriam utilizados como precursores
para a sintese de cadeias lipidicas mais longas e estas incorporadas em acidos micolicos
[30].

Consistente com esta proposta foram as evidéncias experimentais que
demonstraram que a inativagdo do gene inhA de MTB e o tratamento com a isoniazida
resultardo em mudancas morfologicas da parede celular micobacteriana similares,
resultando na lise celular [31]. A isoniazida ¢ uma pro-droga que ¢ ativada pela enzima
Catalase Peroxidase codificada pelo gene katG, ilustrado na Equacdo 2, na presenga de
ions manganés, NAD(H) e oxigénio [10, 32-34]. O fragmento acil-piridina da isoniazida,
resultante da acdo da enzima KatG, associa-se covalentemente ao carbono 4 da coenzima,
formando um aduto, e este forma um complexo binario com a espécie selvagem da enzima
InhA de MTB [35], com uma constante de dissociagdo com valor menor do que
0.4 nmol.L™" [36].

Recentemente, foi demonstrado que o aduto INH-NAD ¢ um inibidor competitivo
do tipo “slow-onset tight-binding” da enzima InhA de MTB, onde uma associa¢do nao-
covalente ¢ seguida por uma mudanga conformacional que resulta no aumento da afinidade
da enzima pelo inibidor [37].

A demonstragao de que as enzimas InhA clonadas e purificadas de isolados clinicos
resistentes a isoniazida, com mutagdes no gene estrutural inhd, apresentam constantes de
dissocia¢ao mais elevadas para o substrato NADH [38] refor¢a hipotese de que a enzima
InhA seja o alvo da acdo da isoniazida. Cerca de 50 % das cepas resistentes a isoniazida
sdo devido a mutagdes no gene estrutural da Catalase Peroxidase, katG, a enzima ativadora
da isoniazida, ¢ aproximadamente 25 % das cepas resistentes apresentam mutagdes no
gene estrutural da inhA, o alvo de acdo da isoniazida ativada [39]. Mutagdes em trés genes
adicionais (ahpC, kasA e ndh) tém sido associados ao restante das cepas resistentes a INH.
Desta forma, qualquer composto quimico que atuasse diretamente sobre a atividade

enzimatica da InhA sem que houvesse a necessidade de ativacdo, portanto uma droga e ndo
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uma pro-droga, seria um agente antimicobacteriano efetivo para o tratamento de cerca de
50 % dos casos acometidos com cepas resistentes a INH.

As mutacdes nas enzimas KatG e/ou InhA bem como outras mutagdes tem sido o
principal motivo da resisténcia da bactéria a isoniazida [40] e ressurgimento da tuberculose
no mundo. A comunidade cientifica busca novas drogas [25, 41] ou novas vacinas para
essa terrivel enfermidade, mas para isso ¢ necessario interesse e investimento dos
laboratorios que produzem farmacos e do proprio governo. O ressurgimento dessa antiga

doenca ¢ reflexo do descaso na saude publica e um desastre na satide mundial.
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CAPITULO 2: JUSTIFICATIVAS E OBJETIVO

“A percepgao do desconhecido € a mais fascinante das experiéncias.
O homem que ndo tem os olhos abertos para o
misterioso passard pela vida sem ver nada.”

Albert Einstein.
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CAPITULO 2: JUSTIFICATIVAS E OBJETIVO

O conhecimento dos mecanismos moleculares de acdo dos farmacos ¢ de
fundamental importancia para o desenvolvimento de novas drogas menos toxicas e mais
eficazes, na inibi¢do das rotas de resisténcias microbianas e virais [42-46]. Nos ultimos
anos, surgiram inumeros relatos de cepas microbianas ultra-resistentes, o que tem causado
grande preocupagdo da comunidade médico-cientifica.

As resisténcias desenvolvidas por varios microorganismos as drogas tradicionais
sdo cada vez mais freqiientes. Por exemplo, os microorganismos Staphylococcus aureus,
Enterococcus  Streptococcus  pneumonie, Neisseria  gonorrhoea, Salmonella e
Mycobacterium tuberculosis [12] t€ém apresentado elevados indices de resisténcia a varios
antibioticos. Em particular, a tuberculose tem despertado, nos ultimos anos, grande
preocupagdo por parte das autoridades sanitarias internacionais. A Organizacdo Mundial da
Satde declarou, em 1993, ser a tuberculose uma emergéncia global [6, 26]. O surgimento
de cepas de Mycobacterium tuberculosis com ultra-resisténcia a diversos farmacos tem-se
constituido em um problema adicional, ja que sdo poucas as drogas efetivas disponiveis
contra a tuberculose, € nenhuma delas ¢ efetiva contra as espécies resistentes.

A literatura reporta diferentes propostas de mecanismos de a¢@o da isoniazida e da
etionamida, ETH [8, 11], as quais atuariam inibindo enzimas que sintetizam a parede
celular micobacteriana [6]. Isoniazida e etionamida sdo pro-drogas antituberculose que sdo
convertidas enzimaticamente em espécies ativas, tal como descrito previamente, ilustrado
na Figura 4. A ativagdo destas drogas envolve processos de transferéncia de elétrons
promovidos por enzimas peroxidase-catalase (KatG) e flavoproteina (EtaA). Os
intermediarios envolvidos na acdo farmacologica destes compostos ndo estdo
completamente bem definidos, nem mesmo a reatividade destas prd-drogas frente a

determinados agentes oxidantes.
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Figura 4. Proposta simplificada para o mecanismo de agdo da Isoniazida e

Etionamida [25].

A isoniazida ¢ uma pro-droga que ¢ ativada enzimaticamente pela agdo da

catalase-peroxidase micobacteriana conhecida como katG, originando um intermediario

reativo que inibe a enzima InhA. Esta enzima ¢ uma 2-trans-enoilredutase-NADH,

responsavel pela sintese de dacidos micolicos, constituintes da parede celular do

Mycobacterium [6, 10, 11].

Os farmacos anti-tuberculose, ilustrados na Figura 5, isoniazida (INH) e etionamida

(ETH), e seus similares menos eficientes, isotionicotinamida (ITIO) e tionicotinamida

(TIO), que provavelmente compartilham mecanismos de acdo semelhantes, sdo derivados

piridinicos, com propriedades gerais bem definidas na literatura [28, 47-50].
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Figura 5. Pr6-drogas utilizadas no tratamento da tuberculose.
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Resultados recentes, obtidos em nossos laboratdrios, mostraram que complexos de
metais de transi¢do sdo capazes de inibir a agdo enzimatica da /nhA das espécies selvagem
e multiresistente, na auséncia da katG e/ou NADH [25, 51, 52]. Os estudos dos
mecanismos das metalodrogas sdo de grande interesse por acrescentarem importantes
informagdes as rotas de ativagdo destas drogas, facilitando o desenvolvimento de agentes
terapéuticos inorganicos mais eficientes.

Sistemas metalicos do tipo [M(CN)s(OHz)]3' exibem reatividades quimicas frente
aos derivados piridinicos [53-65], formando complexos termodinamicamente estaveis. O
comportamento redox destes centros metalicos coordenados aos derivados piridinicos
possibilita relaciond-los como sistemas adequados aos estudos de modelagem dos
processos de transferéncia de elétrons [53, 54, 56, 66], os quais sdo responsaveis pela
ativacdo destas drogas in vivo. Por conseqiiéncia, os estudos de aplicacdo destes compostos
como potenciais metalofarmacos tornam-se bastante interessantes. Resultados, sobre a
reatividade da tionicotinamida coordenada a centro metilicos M" indicaram que a
coordenacdo a este sitio favorece os processos oxidativos do ligante. Neste sistema, a
tionicotinamida, reage preferencialmente através de mecanismo intramolecular de
transferéncia de elétrons (TE) [57]. Adicionalmente, a cinética de transferéncia
intermolecular de elétrons da tionicotinamida frente ao ion ferricianeto mostrou uma forte
dependéncia do pH, refor¢ando a atribui¢do de que a coordenacdo a sitios acidos favorece
o processo oxidativo do ligante.

Além das esperadas contribuicdes ao conhecimento dos mecanismos de atuagdo
destes ligantes, estes resultados fundamentam a possibilidade de preparacdo de drogas
auto-ativaveis, utilizando-se os seus complexos com os metais no estado de oxidagao M.
Tais sistemas sdo de suma importancia, posto que a resisténcia microbiana frente a
algumas drogas antituberculose se da pela supressdao de sistemas enzimaticos de ativacao
dos farmacos. Desta forma, as investigagdes dos mecanismos atuantes nestes sistemas
poderdo resultar em espécies com potencialidades farmacoldgicas. Destaca-se que sistemas
semelhantes de “auto-ativagao®, que usam oxigénio como iniciador do processo oxidativo,
ja sao conhecidos na literatura [67, 68], como por exemplo, o complexo metalico natural
de ferro-bleomicina.

Este trabalho tem como objetivo principal sintetizar e caracterizar complexos

inorganicos do tipo Nas[Fe(CN)sL], onde L ¢ um ligante derivado da isoniazida, capaz de
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inibir a acdo enzimatica da 2-trans-enoil redutase (InhA) das espécies tipo selvagem (WT)
e multiresistente (S94A), na auséncia da KatG e/ou NADH.

O comportamento redox reversivel destes centros metalicos coordenados aos
derivados piridinicos possibilita elenca-los como sistemas adequados aos estudos de
modelagem mecanistica dos processos de transferéncia de elétrons, os quais sdo
responsaveis pela ativacdo destas drogas in vivo. Por conseqiiéncia, os estudos de aplicagdo

destes compostos como potenciais metalofarmacos tornam-se bastante interessantes.
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CAPITULO 3: PARTE EXPERIMENTAL

“O prudente aproveita a sua experiéncia.
O sdbio aproveita a experiéncia dos outros.”

John Collins (1848-1908), critico e conferencista inglés.
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3.1 EQUIPAMENTOS E TECNICAS EXPERIMENTAIS

3.1.1 Espectroscopia Eletronica de Absorcao na Regido do UV-visivel

Os espectros eletronicos, nas regides do visivel e ultravioleta, foram obtidos em um
espectrofotometro Hewlett-Packard, modelo 8453 Diode Array. As amostras foram

analisadas em solugdo utilizando célula de quartzo retangular de caminho 6tico de 1,0 cm.

3.1.2 Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho (FTIR)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos a partir de
amostras dispersas em pastilhas de brometo de potassio (KBr), utilizando-se um
espectrometro FTLA 2000 series laboratory ABB Bomem, com janela espectral de 200 a
8000 cm™.

3.1.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os experimentos de ressondncia magnética nuclear foram obtidos em um
espectrometro BRUKER modelo AVANCE DRX 500, 500MHz, utilizando como padrao
interno em agua o composto 2,2’-dimetil-2-silapentano-5-sulfonato de sodio (DSS) e para

padrdo interno nos solventes organicos utilizou-se tetrametilsilano (TMS)

3.1.4 Medidas Eletroquimicas

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um sistema eletroquimico da
Bioanalytical System Inc. modelo BASI00W, a temperatura ambiente, usando-se uma
célula convencional de trés eletrodos: platina, carbono vitreo e prata-cloreto de prata (KCl

3,5mol.L" - BAS), como eletrodos auxiliar, trabalho e de referéncia, respectivamente.
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3.2 PROCEDIMENTO SINTETICO

3.2.1 Reagentes e SolucdesAcido Cloridrico (procedéncia Synth), utilizado no controle

do pH das solugoes.

Acido Trifluoro Acético (procedéncia Aldrich), utilizado na preparagdo do eletrolito de
suporte e no controle de pH das solugdes.

Alcool Etilico (procedéncia Cromoline), utilizado na sintese dos compostos organicos.
Anidrido Acético (procedéncia Vetec), utilizado na sintese dos compostos organicos.
Azida de Sédio (procedéncia Merck), utilizado na sintese dos compostos organicos.

Benzil Bromo (procedéncia Vetec), utilizado na sintese dos compostos organicos.

Cloreto de Amonio (procedéncia Synth), utilizado na sintese dos compostos organicos.
Dimetilformamida (procedéncia Vetec), utilizado no estudo cinético.

Disulfeto de carbono (procedéncia Vetec), utilizado na sintese dos compostos organicos.
Eter Etilico (procedéncia Synth), utilizado na sintese dos compostos organicos.

Hexano (procedéncia Synth), utilizado na sintese dos compostos organicos.

Hidréxido de Aménio (procedéncia Synth), utilizado na preparacdo do complexo de
partida Nas[Fe(CN)sNH;3] 3H,O.

Hidroxido de Potassio (procedéncia Vetec), utilizado no tratamento de purificagcdo da
agua e na sintese dos compostos organicos.

Hidroxido de Sédio (procedéncia Reagen), utilizado para gerar NH3 () por meio da reagdo
durante a sintese do complexo de partida Nas;[Fe(CN)sNH;] 3H,O e no controle do pH das
solugdes empregadas nos experimentos eletroquimicos.

Iodeto de Sodio (procedéncia Vetec), utilizado em solucdo alcodlica saturada para
precipitacdo dos complexos do tipo Nas[Fe(CN)sL] xH,O

Iodometano (procedéncia Aldrich), utilizado na sintese dos compostos orgéanicos.
Permanganato de Potassio (procedéncia Synth), utilizado no tratamento da agua.
Trietilamina (procedéncia Synth), utilizado na sintese dos compostos organicos.
Trietoximetano (procedéncia Synth), utilizado na sintese dos compostos organicos.
Tossilato de sédio (procedéncia Synth), utilizado na sintese dos compostos organicos.
Tolueno (procedéncia Vetec), utilizado na sintese dos compostos organicos.

Solventes Deuterados (procedéncia Aldrich), 6xido de deutério 99,8% de pureza, DMSO-
d¢ deuterado 99 % e CDCl; deuterado 99% utilizada como solvente dos complexos e dos

ligantes, nos experimentos espectroscopicos de ressonancia magnética nuclear.
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Na,[Fe(CN)sNO] ' 2H,0 (nitroprussiato de sédio) M.M = 297,95 g.mol'l (procedéncia
Merck), utilizado, sem purificagdo prévia, na sintese do complexo de partida
Najs[Fe(CN)s(NH;)] - 3H,0 M.M. = 325,98 g.mol ™.

CsH;30O, (4-metoxibenzaldeido) (procedéncia Merck) M.M. = 136,2 g.mol'1

C¢H-N;O (isonicotinohidrazida) (procedéncia Aldrich) M.M. = 179,2 g.mol™

C¢H7N30 (nicotinohidrazida) (procedéncia Aldrich) M.M. = 179,2 g.mol'1

C¢H7N;0 (isoniazida) (procedéncia Aldrich) M.M. =179,2 g.mol'1

C¢H4N; (4-cianopiridina) (procedéncia Aldrich) M.M. = 104,1 g.mol'1

C7H4O (benzaldeido) (procedéncia Aldrich) M.M. = 106,1 g.mol'1

C;H;5FO (4-fluorobenzaldeido) (procedéncia Aldrich) M.M. = 124,11 g.mol'1

Agua Bidestilada, preparada com 0,4 g de KMnO, e 15,0 g de KOH para cada litro de

agua a ser destilada, utilizada na preparacdo do eletrélito de suporte.
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3.2.2 Sinteses Organicas

As sinteses organicas foram feitas de acordo com o procedimento da literatura com

pequenas modificagdes [49, 69-73].

SINTESE DO N'-BENZILIDENOISONICOTINOHIDRAZIDA (IA4H) E DO
N'-BENZILIDENONICOTINOHIDRAZIDA (NA4H); M.M. = 225,25 g.mol’’

Em um baldo de 0,250 L contendo 0,015 L de etanol adicionou-se 0,600g
(5,6 mmol) do benzaldeido. Apos sua completa dissolu¢do adicionou-se 0,786g (5,6 mmol)
da hidrazida (Isoniazida para a sintese do IA4H ou Nicotinahidrazida para a sintese do
NA4H). A solucao foi colocada sob refluxo por 2h. Apos esse tempo a mesma foi resfriada
a temperatura ambiente e adicionou-se agua resultando na precipitacdo de um solido
branco, que foi filtrado e lavado com agua gelada. A recristalizacdo foi feita dissolvendo-
se 0 solido em uma mistura etanol/agua 50% e re-precipitando por evaporacdo lenta.
Rendimento do produto da sintese 83% para IA4H ¢ 72% para NA4H. Dados de RMN de
'H em DMSO-dg: Valores de deslocamento quimico em J ¢ constante de acoplamento em
Hz: IA4H: H, - (8,74 dd, 4,5 e 1,6), H33> (7,83 dd; 4,5 e 1,6), Hs (12,08 s), Hs (8,48 s),
Hio100 (7,76 dd; 6,9 e 1,7), Hyy 110 (7,49 dd; 6,9 e 1,7), Hjz (7,48 dd; 6,9 e 1,7) , ilustrado
na Figura 6.
NA4H: H; (9,06 d; 1,5), Hs (8,25 dd; 4,7 e 1,5), Hs (7,57 t; 4,7), He (8,76 dd; 4,7 e 1,5),
Hg (12,05 s), Hio (8,44 s), Hizi2> (7,76 d; 5,5), Hisas (7,44 t; 5,5), His (7,47 d; 5,5),
ilustrado na Figura 7.
Dados de RMN de °C em DMSO-dg: TA4H: °C: C,5 (150,3), C33 (121,5), C4 (140,6),
Cs (161,6), Cg (149,0), Co (134,0), Ci0, 100 (127,3), Ci1. 110 (128,9), Ci» (130,4), ilustrado
na Figura 8.
NA4H: C: C, (149,0), C; (134,5), C4 (136,0), Cs (124,0), Cs (152,8), C; (162,3),
Cio (148,0), Ci; (129,6), Ci2, 12> (127,7), Ci3,13 (129,4), C14 (130,8), ilustrado na Figura 9.

IA4H NA4H
2 3 10 11 5 4 12 13
— O H — 0 H
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SINTESE DO N'-(4-FLUOROBENZILIDENO)ISONICOTINOHIDRAZIDA (IA4F)
E N'-(4-FLUOROBENZILIDENO)NICOTINOHIDRAZIDA (NA4F);
M.M. = 243,24 g.mol"

Em um baldo de 0,250 L contendo 0,015 L de etanol adicionou-se 1,241 g
(10 mmol) do 4-fluorobenzaldeido. Apos sua completa dissolugdo adicionou-se 1,792 g
(10 mmol) da hidrazida (isoniazida para a sintese do IA4F ou nicotinahidrazida para a
sintese do NA4F). A solugdo foi colocada sob refluxo por 2h. Apods esse tempo a mesma
foi resfriada a temperatura ambiente e adicionou-se dgua resultando na precipitacdo de um
solido branco, que foi filtrado e lavado com 4gua gelada. A recristalizacdo foi feita
dissolvendo-se o s6lido em uma mistura etanol/agua 50% e re-precipitando por evaporacio
lenta. Rendimento do produto da sintese 84% para IA4F e 82% para NA4F. Dados de
RMN de 'H em DMSO-ds: Valores de deslocamento quimico em & ¢ constante de
acoplamento em Hz: TA4F: 'H: H,» (8,78 dd, 4,3 e 1,4), H33 (7,82 dd, 4,3 ¢ 1,4), Hs
(12,08 s), Hs (8,47 s), Hio10 (7,80 d; 8,8), Hiiarv (7,31 t; 8,8), ilustrado na Figura 10;
COSY, Figura 11; HMBCgs, Figura 12.
NA4F: 'H: H; (9,06 d; 1,5), H, (8,25 d; 4,7), Hs (7,57 d; 4,7), He (8,76 dd; 4,7), Hg (12,00
s), Hio (8,45 s), Hiz,12 (7,81 d; 8,3), His,13° (7,31 t; 8,3), ilustrado na Figura 13.
Dados de RMN de ">C em DMSO-ds: IA4F: °C: C,5 (150,3), C33 (121,5), C4 (140,4),
Cs (161,6), Cs (147,9), Co (130,6), Cio, 100 (129,4), Ci1, 110 (116,9), Ci2 (163,3 d; 985),
ilustrado na Figura 14.
NA4F: PC: C, (148,5), C; (129,1), C4 (135,4), Cs (123,6), Cs (152,3), C; (164,2),
Cio (147,3), Ci; (130,7), Ci2, 12 (129,3), Ci3, 13 (115,9 d; 85), C14 (161,9 d; 975), ilustrado
na Figura 15.

T1A4F NA4F
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SINTESE DO (E)-N'-(4-METOXIBENZILIDENO)ISONICOTINOHIDRAZIDA
(IA40Met) E (E)-N'-(4-METOXIBENZILIDENO)NICOTINOHIDRAZIDA
(NA4OMet); M.M. = 255,27 g.mol!

Em um baldo de 0,250 L contendo 0,015 L de etanol adicionou-se 1,362 g
(10 mmol) do 4-metoxibenzaldeido. Apods sua completa dissolucdo, adicionou-se 1,792 g
(10 mmol) da hidrazida (isoniazida para a sintese do [A4OMet ou nicotinahidrazida para a
sintese do NA4OMet). A solugdo foi colocada sob refluxo por 2h. Apds esse tempo, a
mesma foi resfriada a temperatura ambiente e adicionou-se dgua resultando na precipitacdo
de um solido branco, que foi filtrado e lavado com agua gelada. A recristalizacdo foi feita
dissolvendo-se o sdlido em uma mistura etanol/agua 50% e re-precipitando por evaporacao
lenta. Rendimento do produto da sintese 92% para IA40Met e 89% para NA4OMet.
Dados de RMN de 'H em DMSO-ds: Valores de deslocamento quimico em & e constante
de acoplamento em Hz: [A4OMaet: 'H: H,» (8,78 dd, 6,0 e 1,6), H3 3> (7,81 dd; 6,0 e 1,6),
He (11,94 s), Hg (8,41 s), Hig,10- (7,70 dd; 8,2), Hi1,11- (7,03 dd; 8,2), Hi4 (3,81 s), ilustrado
na Figura 16.
NA4OMet: 'H: H;, (9,07 s), Hy (8,25 d; 7,9), Hs (7,56 d; 7.9), He (8,74 dd; 7.,9), Hg (11,90
s), Hio (8,39 s), Hiz.12 (7,69 d; 8,7), His 130 (7,01 d; 8,7), His (3,79 s), ilustrado na Figura
17.
Dados de RMN de C em DMSO-dg: IA4OMet: C: Ciyp (150,9), Ciz (122,1),
C4 (141,3), Cs (162,0), Cg (149,6), Co (127,2), Cio, 100 (129,6), Cy1, 110 (115,0),
Ci2 (161,7), Cy4 (56,0), ilustrado na Figura 18, HMBCgs; Figura 19.
NA4OMet: °C: C, (148,6), C; (129,3), C4 (135,4), Cs (123,6), Cs (152,2), C; (161,6),
Cio (148,4), Ci; (126,7), Ci2, 12> (128,9), Ci3, 13 (114,4), Cy4 (161,1), Cy6 (55,3), ilustrado
na Figura 20. COSYgs; Figura 21, HSQCgs; Figura 22, HMBCgs; Figura 23.

TA40Met NA4OMet
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SINTESE DO 4-(1,3,4-OXADIAZOL-2-IL)PIRIDINA (IO3H);
M.M. = 147,13 g.mol™

Uma mistura de isoniazida (10 mmol) e CH(OEt); (0,020 L) e Tossilato (5 mg) em
tolueno (0,010 L) foi refluxada por 2h. A mistura foi resfriada a temperatura ambiente e
levada ao freezer, o que resultou na precipitagdo de um solido. A recristalizagdo foi feita
dissolvendo-se 0 solido em uma mistura acetato de etila/hexano e re-precipitando por
evaporacdo lenta na forma de um so6lido cristalino laranja. O Rendimento do produto
formado foi de 75%. Dados de RMN de 'H em DMSO-d¢: Valores de deslocamento
quimico em & e constante de acoplamento em Hz: IO3H: 'H: H,» (8,84 d, 5,295),
Hs 3 (7,96 d; 5,25), H7 (9,48 s), ilustrado na Figura 24. Dados de RMN de BC em DMSO-
de: Ca2> (151,5), C;55- (120,8), C4 (130,9), Cs (162,7), C7 (155,8), ilustrado na Figura 25.

2 3 "
N

2'_ 3 © H
SINTESE DO 5-(4-PIRIDIL)-1,3,4-OXADIAZOL-2-TIOL (IO3SH);
M.M. =179,2 g.mol™

Em um baldo de 0,250 L contendo 0,150 L de etanol, adicionou-se 6,857g

(50 mmol) de isoniazida a esta solugdo adicionou-se KOH 2 mol.L" até a completa
dissolu¢do do solido. Em seguida, adicionou-se cuidadosamente o 0,004 L de CS;
(disulfeto de carbono), o que levou a formacao de uma solu¢do fortemente amarela. A
mistura foi levada a refluxo por 4h. A mistura foi resfriada o solvente removido por
rotoevaporacgao sob pressdo reduzida e o residuo dissolvido em 100 g de agua/gelo. Foi
feita uma acidificagdo com HCI 1 mol.L" até pH 4, resultando na formagao de um solido
levemente amarelo, que foi filtrado, ¢ lavado com H,O e seco em dessecador. Rendimento
do produto da sintese 92%. Dados de RMN de "Hem DMSO-dg: Valores de deslocamento
quimico em & e constante de acoplamento em Hz: IO3SH: 'H: H,» (8,69 d, 6,3),

H;s (7,99 d; 6,25), ilustrado na Figura 26. Dados de RMN de BC em DMSO-dq:
Cy2 (150,8), Cs5 (119,6), C4 (129,8), Cs (158,4), C; (177,8), ilustrado na Figura 27.
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SINTESE DO 4-(5-METIL-1,3,4-OXADIAZOL-2-IL)PIRIDINA (I03Met);
M.M. = 161,16 g.mol™

Em um baldo de 0,250 L contendo 0,060 L de DMF adicionou-se 10,41 g
(0,10 mol) do composto 4-cianopiridina, 8,45 g (0,13 mol) de NaN; e 6,9 g (0,13 mol) de
NH4Cl, a mistura foi refluxada a uma temperatura de 120 °C por 24h. Apos esse periodo
adicionou-se HCI até pH 3, observou-se a formag¢do de um precipitado branco esta solucao
foi levada ao freezer o sélido foi filtrado e lavado com agua destilada. A rescristalizagao
foi feita em etanol com evaporacdo lenta do solvente [74]. O Rendimento do produto

tetrazolpiridina formado foi de 82%.

TN e — Ny

_ — N 3)

Em um baldo de 0,500 L contendo 0,300 L de anidrido acético adicionou-se 5 g do
tetrazolpiridina, a mistura foi refluxada a uma temperatura de 160 °C por 8 h. Apos esse
periodo a solucao foi rotoevaporada para reduzir a quantidade de solvente e depois deixada
em repouso para cristalizagdo o solido amarelo foi filtrado e lavado com éter etilico. O
Rendimento da sintese foi de 66%. Dados de RMN de 'H em CDCly: Valores de
deslocamento quimico em J e constante de acoplamento em Hz:
103Met: 'H: H,» (8,81 d, 4,5), H33 (7,92 d, 4,5), Hio (2,66 s), ilustrado na Figura 28.
Dados de RMN de "*C em CDCls: Cyy (151,5), Ci3 (120,8), C4 (130,9), Cs (162,7),
C; (155,8), Cyp (11,8), ilustrado na Figura 29.
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SINTESE DO 4-(5-(METILTIO)-1,3,4-OXADIAZOL-2-IL)PIRIDINA (I03SMet);
M.M. = 225,25 g.mol™

Em uma solu¢do de I03SMet (3 mmol) e Et;N (3 mmol) em etanol (0,010 L) a
temperatura ambiente, adicionou-se CH;I (3 mmol). A mistura foi agitada a temperatura
ambiente por 6 h. Em seguida adicionou-se mais 3 mmol de CH;I, mantendo-se agitacao
por mais 4h. A mistura foi vertida em H,O (0,020 L) e levada a geladeira, o que resultou
na precipitagdo de um solido branco cristalino. O Rendimento do produto da sintese foi de
83%. Dados de RMN de 'H em DMSO-ds: Valores de deslocamento quimico em o e
constante de acoplamento em Hz:
103SMet: 'H: H,» (8,80 d, 6,0), H33 (7,89 d, 6,0), Hy; (2,79 s), ilustrado na Figura 30.
Dados de RMN de °C em DMSO-dg: C,, (150,9), Cs3 (119,9), C4 (130,9), Cs (163,5),
C; (166,1), C;; (14,3), ilustrado na Figura 31, HMBCgs; Figura 32.
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3.2.3 Sinteses Inorgénicas
SINTESE DO COMPLEXO Na;[Fe(CN)s(NH3)]3H,0; M.M. = 325,98 g.mol'1

O complexo aminpentacianoferrato(Il) de soédio, foi obtido a partir do
pentacianonitrosilferrato(Il) de sédio, Na;[Fe(CN)sNO]2H,0, segundo o procedimento
descrito por Brauer [75].

15,0 g (46 mmol) de Nas[Fe(CN)sNO]2H;,O foram dissolvidos em 0,06 L de uma
solugio 6 mol.L™' em NH3, sob agitagdo e em banho de gelo. A solugdo foi transferida
para um recipiente de reacdo e saturada com amonia, mediante borbulhamento continuo de
NHjg), proveniente de um frasco gerador, contendo NH4OH,q) com a adi¢do sucessiva de
pastilhas de NaOH para produzir NH;. Apos seis horas de reag@o, observou-se a formacao
de um soélido de cor amarelada nas paredes do recipiente. Deixou-se que a reacao
prosseguisse por um periodo de 10 horas, efetuando-se, entdo, a separagdo do solido
formado, por filtracdo em funil de placa porosa. Em seguida, lavou-se o s6lido com etanol
absoluto, para eliminar-se o excesso de NHj;. Ao filtrado, adicionou-se cerca de 20 g de
iodeto de sodio, agitando-se a mistura até completa dissolugdo, e adicionou-se etanol,
lentamente, até que todo o produto precipitasse na forma de um sélido amarelo.

O produto foi re-dissolvido numa quantidade minima de uma solugéo 3 mol.L™" em
NHj; até sua dissolugdo, para eliminar possiveis tragos do pentacianonitrosilferrato(Il) de
sodio e novamente precipitado por tratamento com iodeto de sédio e adigao de etanol, a
frio. As operagdes desta etapa foram realizadas com a solu¢do permanecendo em banho de
gelo, e na auséncia da luz. A mistura foi filtrada através de um funil de placa porosa,
isolando-se o produto desejado e lavando-o com solugdo 1:4 4gua-etanol e, em seguida,
com etanol absoluto. O so6lido obtido foi estocado em dessecador sob vacuo e protegido da

luz.

Na,[Fe(CN)sNOJ2H,0 + 2NH; + NaOH — Nas[Fe(CN)sNH;] 3H,0+ N, + H,0 @)
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SINTESE DO COMPLEXO Na;s[Fe(CN)s(L)]3H,0; sendo que L = NA4OMet,
IA40Met, NA4F, 1A4F, NA4H, 1A4H, 103H, 103S, I03Met e IO3SMet
Na3[Fe(CN)s(NA4OMet)] 3H,0; M.M. = 564,22 g.mol’*
Na3[Fe(CN)s(IA4OMet)|' 3H,0; M.M. = 564,22 g.mol
Na3[Fe(CN)s(IA4H)| 3H,0; M.M. = 534,04 g.mol™
Na3[Fe(CN)s(NA4H)| 3H,0; M.M. = 534,04 g.mol”
Na3[Fe(CN)s(NA4F)]'3H,0; M.M. = 572,03 g.mol"
Naz[Fe(CN)s(NA4F)] 3H,0; M.M. = 572,03 g.mol"
Na;[Fe(CN)s(I03S)|'3H,0; M.M. = 488,15 g.mol
Na;[Fe(CN)s(I03H)| 3H,0; M.M. = 456,08 g.mol”
Naj[Fe(CN)s(I103Met)] 3H,0; M.M. = 470,11 g.mol'1
Naj;[Fe(CN)s(I03SMet)]'3H,0; M.M. = 501,98 g.mol

A 3 mL de solugdio aquosa contendo 0,100 g (307 pmol) de
Nas[Fe(CN)s(NH3)].3H;0, adicionou-se 921 umol do ligante L previamente dissolvido em
5 mL de 4gua. Deixou-se a mistura reagir por 4h sob agitacdo e na auséncia de luz. Em
seguida, efetuou-se sua precipitacdo adicionando-se, lentamente, em uma solugdo saturada
de Nal em etanol absoluto. O precipitado foi coletado através de filtragdo em funil de placa
porosa, lavado com etanol e estocado em dessecador sob vacuo. Rendimento das sinteses
foi em torno de 80%. Dados de RMN de 'H em D,O: Valores de deslocamento quimico em
0 e constante de acoplamento em Hz:

Na;[Fe(CN)s(1A4H)|.3H,0: H,» (9,12 d, 5,25), Hs33 (7,41 d; 5,25), Hs (8,31 s),
Hio.100 (7,74 d; 7,3), Hi1.110 (7,43 dd; 7,3), Hi» (7,48 d; 7,3), Figura 33.
Na;[Fe(CN)s(IA40Met)].3H,O0: H,» (9,18 d, 6,4), H33 (7,48 d; 6,4), Hs (8,19 s),
Hio.100 (7,75 d; 8,6), Hi1.110 (6,99 d; 8,6), His (3,74 s), Figura 34.
Na;[Fe(CN)s(1A4F)].3H,0: H,,- (9,19 d, 6,5), Hss (7,53 d; 6,5), Hg (8,34 s),
Hio.100 (7,83 d; 8,7), Hi1.11° (7,24 dd; 8,7), Figura 35.

Na;[Fe(CN)s(NA4H)|.3H,O: H, (9,30 s), Hs (7,89 d; 7.7), Hs (7,26 t, 7,7),
He (9,13 d; 7,7), Hio (8,28 ), Hiz120 (7,71 t; 6,2), Hiz 13 (7,40 t; 6,2), His (7,41 d; 6,2),
Figura 36. COSYgs; Figura 37.

Na;z[Fe(CN)s(NA4OMet)].3H,O: H, (9,29 s), Hs (7,86 d; 7,0), Hs (7,29 t; 7,0),
He (9,14 d; 7,0), Hio (8,21 s), Hizi> (7,69 d; 8,2), Hizi3 (6,91 d; 8,2), Hie (3,79 s),
Figura 38, COSYgs; Figura 39.
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Na;[Fe(CN)s(NA4F)|.3H,O: H, (9,29 s), Hs (7,83 d; 48), Hs (7,24 t; 4,8),
He (9,11 d; 4,8), Hio (8,27 s), Hiz,12> (7,70 d; 8,3), His,13° (7,09 t; 8,3), Figura 40.
Na;[Fe(CN)s(I03H)].3H,0: H> - (9,28 s), H3 3 (7,61 s), H; (9,28 s), Figura 41.
Na;[Fe(CN)s(103S)].3H,0: H,» (9,19 d; 6,7), H3 3 (7,68 d; 6,7), Figura 42.
Naz[Fe(CN)s(103Met)].3H,O: H,» (9,21 d; 5,2), Hzs (7,68 d; 5,2), Hip (2,65 ),
Figura 43; COSYgs, Figura 44.

Na;[Fe(CN)s(103SMet)|.3H,0: H,» (9,21 d; 5,6), H33 (7,68 d; 5,6), Hii (2,77 s),
Figura 45.

Dados de RMN de "*C em DMSO-ds;:

Na;[Fe(CN)s(IA4H)].3H,0: Ccquatorial (179,6), Caxiat (175,3), C20 (157,4), C33 (120,5),
Cs (138,1), Cs (164,7), Cg (152,7), Co (132,8), Cio, 100 (127,9), Ci1, 1 (129,2),
Ci2 (131,9), Figura 46; HSQCgs, Figura 47.

Na;[Fe(CN)s(NA4H)].3H,0: Cequatoriai (179,9), Caxiat (175,4),C, (154,8), Cs (132,8),
Cs (135,2), Cs (123,5), Cs (159,7), C7 (164,2), Cio (152,4), Ci1 (127,7), Ci2, 12> (128,0),
Ci3,13 (129,2), C14 (131,5), Figura 48.

Na;[Fe(CN)s(IA40OMet)].3H,0:  Cequatoriat  (179,5),  Caxiar  (175,1), Cop»  (157,4),
Csz (120,4), C; (138,3), Cs (164,2), Cg (152,2), Co (125,8), Cio, 100 (129,8),
Cii 1 (114,5), Ci2» (161,4), Cy4 (55,6), Figura 49; HSQCgs, Figura 50.
Na;[Fe(CN)s(NA4OMet)].3H,0: Cequatorial (179,8), Caxiat (175,4), C> (154,7), C3 (127,6),
C4 (135,2), Cs (123,4), Cs (159,6), C7 (163,6), Cio (152,1), Ci; (125,9), Cio, 12 (129,9),
Cis, 13 (114,6), Cy4 (161,3), Ci¢ (55,7), Figura 51; HSQCgs, Figura 52; HMBCgs,
Figura 53.

Na;[Fe(CN)s(IA4F)].3H,0: Cequatoriat (179,7), Caxiat (175,1), C22> (157,6), Cs3 (120,6),
Cs (138,4), Cs (163,0), Cg (151,8), Co (129,4), Cio, 100 (130,2), Cyi, 11 (116,0),
C12 (164,0 d, 950), Figura 54.

Na;[Fe(CN)s(NA4F)].3H,0: Cequatorial (179,8), Caxiat (175,5), C, (154,7), C; (127,4),
C4 (135,1), Cs (123,5), Cs (159,7), C7 (164,2), Cio (151,2), Cy; (129,2), Ci2, 12> (130,1),
Cis, 13 (116,2 d; 85), C14 (164,5 d, 995), Figura 55; HMBCgs, Figura 56.
Na3[Fe(CN)s(I03H)].3H,0: C» (158,0), C33- (119,7), C4 (129,2), Cs (163,5), C; (155,5),
Figura 57.

Na;[Fe(CN)s(103S)].3H,0: Cequatorial (179,6), Caxiat (175,1), Co2> (157,6), Cs3- (118,9),
C4 (130,1), Cs (162,3), C; (178,0), Figura 58; HMBCgs, Figura 59.
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Na;[Fe(CN)s(I03Met)].3H;0: Cequatorial (179,4), Caxial (175,0), Ca2- (157,9), C33 (119,4),
C4 (129,3), Cs (163,4), C; (166,7), Cyo (11,35), Figura 60.

Na3[Fe(CN)s(I03SMet)].3H0:  Coquuoriar (179,5), Caxiar (174,9), Can  (157,9),
Csx (119,2), C4 (129,1), Cs (164,4), C; (163,7), C1; (14,3), Figura 61.

3.3 METODOLOGIA E TRATAMENTO DOS DADOS EXPERIMENTAIS
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3.3.1 Espectros Eletronicos

Os maximos de absorcao e larguras de bandas foram obtidos pela leitura direta dos
espectros eletronicos, fazendo as devidas corregdes pelas respectivas linhas de base, nas
mesmas condi¢des utilizadas para as amostras. Os valores dos coeficientes de
absortividade molar foram calculados com base na lei de Lambert-Beer, por medidas das
absorbancias de diversas amostras em diferentes concentracdes, medidas feitas em
triplicatas.

O estudo da cinética de dissociagdo foi realizado em triplicata mantendo a
temperatura constante de 25 °C, adicionou-se 0,2 ml de uma solucio de DMSO com
30 vezes de excesso diretamente na cubeta e iniciou-se as medidas no espectrofotdmetro a
cada 2 segundos, obtendo assim varios espectros eletronicos de onde montou-se um grafico
de pseudo-primeira ordem, absorbancia vs. tempo. Tendo o valor da constante de

velocidade podemos calcular o tempo de meio vida, t;; = In2/k.

3.3.2 Espectros Vibracionais

Os valores das freqiiéncias foram obtidos pela leitura direta nos espectros

vibracionais, fazendo-se as devidas corre¢des das linhas de base.

3.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

O deslocamento quimico dos sinais de RMN foi retirado diretamente do espectro
nos experimentos unidimensionais com a caracterizacdo dos sinais sendo feitas através de
técnicas bidimensionais de RMN: utilizado o COSY observa-se o acoplamento
homonuclear 'H -'H a trés ligacdes, com o HSQC observa-se o acoplamento heteronuclear
'H -"*C a uma ligagdo e com o HMBC observa-se o acoplamento heteronuclear 'H BCa

mais de uma ligacao.

3.3.4 Calculos Teoricos
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Os calculos tedricos foram feitos utilizando o programa MS Modeling com o modo
DMol’ versio 4.1 (baseado na teoria do funcional da densidade — density functional theory
- DFT), utilizando-se os funcionais GGA-BLYP com um sistema de bases DNP que
corresponde 6-31G** para otimizagdo de estrutura e calculo de propriedades dos

complexos

3.3.5 Determinacéio dos Parimetros Eletroquimicos

Os parametros eletroquimicos foram determinados pela leitura direta dos
voltamogramas ciclicos, os quais apresentam linhas de base anoddica e catdodica bem
definidas. As correntes de picos anodico (ip,) € catodico (ipc) foram determinadas por
extrapolagdo das respectivas linhas de base até a intersecdo das alturas maximas das
correntes. Os potenciais de picos anddico (E,,) e catodico (E,c) foram determinados pelas
projecdes verticais dos maximos de correntes sobre os eixos dos potenciais. Os valores dos
potenciais de meia onda foram obtidos pela média aritmética dos potenciais de picos

anodico e catodico.

3.3.6 Ensaio enzimatico da 2-trans-Enoil Redutase (InhA de Mpycobacterium

tuberculosis)

O ensaio enzimatico foi realizado em colaboracdo com pesquisadores do
Laboratério de Biologia Molecular da PUCRS, utilizando-se um espectrofotometro UV-
Vis Shimadzu modelo RF5301, a 25 'C, utilizando-se cubetas de quartzo, de volume total

500 pL. O procedimento segue de acordo com o esquema mostrado na Figura 62.
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H J i 100uL de uma solugdo

I . e contendo Inibidor 100uM

Reagente Enzima Inibidor Lem tampdo  NaH,PO,
F \ /" 100mM pH 7,5, mantida a
2= g \e=s/ :‘xg;i;/] 25°C

100pM  DD-CoA  200uM 100pL  de uma  solugdo

NADH em NaH,PO, 100mM contendo Enzima 3pM em
pH 7,5, mantida a 25°C - tampdo NaH,PO, 100mM pH i
7,5, mantida a 25°C

~ X minutos
Controle . VAR
Monitora-se o decréscimo da “\g;if;z)
absorbancia em 340 nm (NADH) 100uM DD-CoA 200puM

NADH em NaH,PO,
100mM pH 7,5, mantida
a25°C

Teste

Monitora-se o decréscimo da
absorbancia em 340 nm (NADH)

Figura 62. Procedimento para medir a atividade enzimatica da enzima.

A solugdo final continha os seguintes componentes: 100 pmol.L” DD-CoA,
200 pmol.L™' NADH, 3 pmol.L" da enzima proveniente da mistura de incubagdo, em
tampio NaH,PO, 100 mmol.L" pH 7,5. Monitora-se o decréscimo de absorbéancia a 340
nm (NADH) durante 1 minuto.
Misturas de incubagéo
1. Controle: 100 pL de uma solucdo contendo Wt InhA 3 p mol.L" em tampdo
NaH,PO4 100 mmol.L" pH 7,5, mantida a 25°C.
2. Enzima + Inibidor: 100 pL de uma solugdo contendo Wt InhA 3umol.L” e do
complexo Nas[Fe(CN)s(L)].3H,O 100 pmol.L"', em tampio NaH,PO, 100 mmol.L"
pH 7,5.

Apoés determinar-se a atividade da enzima na auséncia do inibidor (Controle),
retiram-se aliquotas da mistura enzima+inibidor em determinados intervalos de tempo e
verifica-se a atividade da enzima, medido a absorbancia do NADH. Aplica-se a equagdo 5

para se determinar a atividade remanescente, AR% [34, 38].

Variagédo da Abs. em 340 nm por minuto
Coef. Abs. (NADH) x caminho ético

Atividade Enzimatica =
S
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Os dados de atividade remanescente contra o tempo foram ajustados a uma equagao
de decaimento exponencial simples, de dois parimetros (y= a.e™ ") sendo o pardmetro x o
valor da constante de velocidade aparente de pseudo-primeira ordem para a inativagdao da

enzima. O tempo de meia-vida foi calculado conforme a seguinte equagao: t;» = In 2/k.

3.3.7 Ensaios de Toxicidade

Os ensaios de toxicidade foram realizados em animais machos da linhagem Swiss.
A DLs foi calculada pelo programa Graf Pad. Estes experimentos foram realizados em

colaborac@o com os pesquisadores do grupo de Biologia Molecular da PUCRS.
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‘Déem-me uma alavanca e um ponto de apoio e
eu moverei o mundo.”

Arquimedes de Siracusa, principio da alavanca.
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4.1  Espectrocospia Eletronica na Regido do UV-Visivel

A absorbancia molecular nas regides do espectro do ultravioleta (UV) e do visivel
depende da estrutura eletronica da molécula. A absor¢do da energia desta radiacdo
eletromagnética € quantificada e provoca a transferéncia de elétrons de orbitais de energia
mais baixa, correspondentes ao estado fundamental, para orbitais de energia mais elevada,
correspondentes a um estado excitado. A regido do UV de interesse pratico para maioria
dos compostos organicos situa-se na regido de comprimento de onda entre 200 e 400 nm e, a
do visivel estende-se de 400 nm até¢ 700 nm. Estas regides correspondem a niveis de energia
caracteristicos da excitacdo de elétrons com orbitais de simetria 7 e de elétrons ndo ligantes
n e, na pratica, limitam-se a sistemas conjugados.

Os orbitais atomicos dos dois centros se combinam gerando um orbital molecular
ligante, de energia mais baixa, e um orbital molecular antiligante, de energia mais alta. No
estado fundamental, os elétrons de uma molécula ocupam o orbital de mais baixa energia.

As energias dos varios tipos de orbitais moleculares diferem significativamente.
Quase sempre o nivel de energia de um elétron ndo ligante, situa-se entre os niveis de
energia dos orbitais ¢ e/ou = ligantes e antiligantes.

A facilidade relativa com a qual as varias transi¢des podem ocorrer estd resumida
na Figura 63. Embora as diferencas de energia ndo estejam em escala, pode-se verificar
que uma transi¢do ©* € n, por exemplo, requer menos energia do que uma transi¢ao

% € 1ouoc* & o [76].
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O*

TO*

Tk «<— N G — N . n

T «<— TC T

O* «— O o

Figura 63. Resumo dos niveis eletronicos para compostos organicos.

As transi¢des do tipo o* € o sdo de alta energia, correspondendo a freqiiéncias na
regido ultravioleta de vacuo. As absor¢des dessas transi¢cdes nunca sdo observadas na
regido ultravioleta acessivel normalmente.

As transi¢des do tipo 6* € n em geral sdo transi¢des que exigem menos energia
que a transi¢des o* € ¢ e sdo caracteristicas de compostos saturados com atomos que
possuem elétrons ndo compartilhados, elétrons ndo ligantes. As absortividades molares
dessas transicdes sdo normalmente pequenas, mas podem chegar até 3.000 L.cm” mol™.

As transi¢des do tipo m* € 1 e m* € n, s3o observaveis na regido entre 200 ¢ 800
nm. Ambas as transi¢des sao provenientes de um grupo funcional insaturado para fornecer
os orbitais de simetria 7. As absortividades molares dessas transi¢des 7w* € n sdo
pequenas e variam de 10 a 100 L.cm™ mol™; e para transi¢des 7+ € T, por outro lado, sdo
bem maiores e ocorrem na regido de absortividade molar entre 1.000 e
10.000 L.cm™ mol” (transi¢des permitidas) [76]. Outra caracteristica intrinseca seria o
deslocamento do comprimento de onda maximo associado as essas bandas com o aumento
da polaridade do solvente, no qual o composto ¢ dissolvido, normalmente um

deslocamento menor que 5 nm.
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4.1.1. Deslocamentos com o aumento da polaridade do solvente

Ao se escolher um solvente, deve-se ter em consideracdo a sua transparéncia na
zona de comprimentos de onda em estudo e também os efeitos que pode produzir no
sistema absorvente. Geralmente solventes polares, como agua, alcoois, ésteres e cetonas,
tendem a fazer desaparecer a estrutura fina devido a efeitos vibracionais, ao contrario dos
solventes ndo polares, como os hidrocarbonetos. O proprio comprimento de onda do
maximo de absor¢cdo também depende do solvente, visto que a mudanca do solvente
promove interagdes diferentes entre as moléculas, fazendo com que a diferenga de energia
dos niveis das transicdes mude, conseqiientemente, o maximo de absor¢do. Quando se
comparam espectros de adsor¢do, deve-se usar o mesmo solvente ou, pelo menos com

polaridade semelhante.

— Transi¢oes * € n

Transi¢des do tipo m* € n sdo caracteristicas de bandas que sofrem deslocamento
hipsocrémico (deslocamento para o azul), com o aumento da polaridade do solvente.
Devido a maior solvatacdo do par de elétrons ndo ligante e abaixamento da energia do
orbital ndo ligante, enquanto o estado excitado m* nao ¢ afetado. Esse deslocamento tem
maiores efeitos em solventes hidroxilados, pois tem a possibilidade de fazer ligagdes de

hidrogénio [76].
— Transi¢coes t* € &t

Transi¢des do tipo m* € 7 sdo caracteristicas de bandas que sofrem deslocamento
batocromico (deslocamento para o vermelho), com o aumento da polaridade do solvente.
As forgas de atracdo de polarizagdo tendem a abaixar os dois estados, sendo mais efetivo

para o estado excitado, provocando menor diferenga de energia [76].

4.1.2. Dos Ligantes

Os espectros eletronicos, nas regides do UV-visivel, dos ligantes exibiram bandas

na regido 200 a 330 nm de alta intensidade conforme ilustrados na Tabela 1. A maior parte
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dos grupos croméforos, tais com C=C, C=0, C=S além de transi¢des do sistema 1t do anel
piridinico [76], apresentam transi¢des do tipo n* € 7w, ¢ m* €< n. Essa ultima encoberta

pela primeira devido sua baixa absortividade molar.

Tabela 1. Bandas de transigdes eletronicas dos ligantes do tipo n* < 7.

A, nm
Solvente H,O Solvente CH;CH,OH
Ligantes Figuras
p=1,85 p=1,69
€=178,5 £=245
1A4H 301 299
IA40OMet 315 312 Figura 64
I1A4F 301 298
NA4H 290 288
NA4OMet 310 307 Figura 65
NA4F 298 296
103H 240 238
103Met 249 247
Figura 66
103S 322 318
103SMet 282 279

1 = momento de dipolo; € = constante dielétrica

4.1.3. Dos fons Complexos

O estudo espectroscopico das transigdes eletronicas em complexos metalicos €
fundamental para correlagdes como forga de interagao e avaliagdo do poder receptor-n e
doador-c do ligante e do metal. Os complexos de pentacianoferrato(Il) formados com
ligantes piridinicos apresentam, em geral, trés tipos caracteristicos de bandas [77-80]:

(a) bandas de transi¢do eletronica do tipo “d - d” (transicdo de campo ligante,
TCL). Tais bandas sdo transi¢des proibidas por simetria, de baixa intensidade (geralmente
e < 100 mol".L.cm™) e freqiientemente sdo sobrepostas por bandas de transferéncia de

carga, quando estas se mostram presentes;
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(b) bandas de transferéncia de carga do tipo metal-ligante (TCML), representativa
do efeito de interacdo de retrodoagdo m, ou tipo transferéncia de carga ligante-metal
(TCLM), sendo frequentemente de elevada intensidade (geralmente,
e > 1000 mol'.L.cm™). Normalmente bandas de transferéncia de carga mostram
dependéncia quanto a natureza do solvente no qual o espectro ¢ obtido;

(c) bandas de transicoes eletronicas internas dos ligantes, geralmente provenientes
das transigdes m* € 7 e m* € n, que se apresentam nos ligantes livres de coordenagao.

As transi¢des de campo ligante, d-d, em complexos de pentacianoferrato ndo sdo de
facil visualizagdo, sendo encobertas pelas intensas bandas de TCML. Algumas correlagdes
tém sido apresentadas na literatura na busca as obten¢des de medidas indiretas da energia
de transicdo eletronica d-d e, conseqiientemente, a energia de desdobramento do campo
ligante [25].

O ion complexo [Fe(CN)s]* exibe simetria Oy, dando origem ao desdobramento
caracteristico dos orbitais “d” degenerados do metal em “t;;” e “e,”. J& os complexos do
tipo [Fe(CN)sL]" exibem uma redugio de simetria, quando L ¢é diferente do fon cianeto,
apresentando micro-simetria Cgy, que origina desdobramento nos orbitais “t;,” em “e” e
“by” e nos orbitais “e;” em “a;” e “b;” ou simetria C,,, caso se leve em consideragdo
derivados piridinicos que originem desdobramentos nos orbitais “t;,” em by(dx,), ax(dyy) €
by(dy,) e nos orbitais “e,” em ax(d . yz) e ay(d,) [64].

As transigdes de transferéncia de carga ocorrem quando existe orbital de simetria
apropriada no ligante e no metal, cujas energias ndo sejam muito diferentes e o grau de
recobrimento seja diferente de zero. As energias das bandas de transferéncia de carga para
os complexos em estudo estdo apresentadas na Tabela 2. Elas sdo diretamente
proporcionais as energias dos orbitais pn* dos ligantes, sugerindo que a intensidade de
interagdo retrodoacdo m segue a mesma tendéncia [81]. Quanto mais préximos em energia
estiverem os orbitais envolvidos nas interagdes retrodoagao m, mais favorecidas serdo as
sobreposi¢oes entre os orbitais de simetria apropriada para a formacgdo dos orbitais
moleculares, consequentemente ligagao mais forte [82].

Segundo Lever [83], os processos de transferéncia de carga ocorrem no final da
regido azul do espectro visivel, ou na regido ultravioleta. No entanto, se o metal ¢
facilmente oxidavel e o ligante ¢ facilmente redutivel, ou vice-versa, estas transigoes

podem ocorrer em regides de menores energias no espectro, at¢ mesmo no infravermelho
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proximo. Estas transi¢des sdo, em geral, bastante intensas e freqlientemente obscurece as
fracas transicdes de campo ligante que, ocasionalmente, ocorram na mesma regiao.

As bandas de transferéncia de carga mostram dependéncia quanto a natureza do
solvente. No estado fundamental, o solvente ¢ organizado com seu dipolo orientado para
interagir com o dipolo do estado fundamental do complexo. O dipolo do estado de
transferéncia de carga excitado ¢ marcadamente diferente, em direcdo ou magnitude, do
dipolo do estado fundamental. Pelo principio de Franck-Condon, o solvente ndo sera
favoravelmente orientado no estado excitado. Isto €, o tempo requerido para uma nova
orientacdo dos dipolos ndo ¢ compativel com o da transi¢do. Portanto, dependendo da
natureza do solvente, e da mudanca do dipolo, o estado excitado pode ser estabilizado ou
desestabilizado. Em ambos os casos, a energia da transi¢do de transferéncia de carga
dependera do solvente, particularmente de sua polaridade [78].

Segundo Shepherd [84], qualitativamente, dois fatores irdo influenciar no grau de
misturas dos orbitais e na energia de estabilizacdo da intera¢do de retrodoacdo: a extensdo
radial do orbital d envolvido, ¢ a diferenga de energia entre o orbital d do metal e o orbital
n* do ligante.

Alguns autores [78, 83] correlacionaram o aumento da for¢a do oscilador calculada
para as bandas TCML, com o aumento da intensidade da interacdo retrodoacao m. Segundo
Lever [83], as intensidades das interacdes das bandas TCML sdo melhores expressas pelas
avaliacdes da forca do oscilador, que podem ser calculadas de forma simplificada pela

equacao 6:
fosc = 4,315 X107 [emsx dv = 4,6 X 107 " gmax AV (6)

onde a absortividade molar no comprimento de onda maximo (gmasx) € a largura de banda
em meia intensidade (A¥,;) sdo dados em mol™.L.cm™ (ou cm’ 103/m01) e cm'l,
respectivamente. Efetivamente, ¢ a medida do somatério das intensidades sobre todos os
componentes vibracionais [78].

A Tabela 2, mostra os valores de A, das bandas de transferéncia de cargas para os

complexos aqui estudados, juntamente com absortividade molar (gmsx) € for¢a do oscilador

(fose)-
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Tabela 2. Bandas TCML dos complexos de pentacianoferrato(I) em agua.

Classes [Fe(CN)sL]*; L = Amax, N g mol'.L.cm™  f,,. Espectro
IA4H 457 44x10° 0,114 Figura 67
Iso' IA40Met 449 1,8 x 10° 0,047 Figura 68
IA4F 458 2,3x10° 0,058 Figura 69
NA4H 386 3,0x 10° - Figura 70
Nic2  NA40Met 402 34x10° - Figura 71
NAA4F 383 2,9x 10° - Figura 72
103H 470 59x10° 0,135 Figura 73
,  103Met 466 54x10° 0,126 Figura 74
Oxa 1038 458 55x10° 0,118 Figura 75
103SMet 475 40x10° 0,087 Figura 76
Tionicotinamida® 390 1,4x10° 0,038 -
Isotionicotinamida® 471 1,4 x 10° 0,046 -
» 4-benzoilpiridina® 485 33x10° 0,095 -
e 4-(4-clorobenzoil)piridina® 493 34x10° 0,101 -
Piridina® 362 40x10° 0,085 -
Pirazina® 458 49x10° 0,100 -
Pirazinamida® 496 42x10° 0,167 -

1- Derivados isonicotinicos; 2- Derivados nicotinicos; 3- Derivados oxadiazois; 4-
Compostos da literatura. a referéncia[25]; b — referéncia [52] ; ¢ — referéncia[85];

(resolucdo £ 2nm).

O grupo de complexos com ligantes nicotinoil hidrazonas apresentam bandas de
transferéncia de carga muito proéximas as bandas intraligante tornando a medida de meia
altura da banda dificil de ser calculada.

A Figura 77 mostra a variacdo espectral tipica observada para a reagdo representada
pela Equagdo 7. Observa-se que complexos com ligantes oxadiazois t€ém uma maior
interagdo com o metal, observando o valor da for¢a do oscilador, o que pode lhe conferir
uma maior estabilidade metal-ligante. Quanto maior a interagdo metal ligante mais dificil o
ligante dissociar-se do complexo isto é comprovado quando se realiza a cinética de
dissociacao desses complexos frente ao excesso de 30 vezes de DMSO. Valores de

constantes de velocidades observadas e tempo de meia-vida estdo ilustrados na Tabela 3.
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L DMSO
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Figura 77. Variacdo da absorbancia da banda de TC na presenca de 30 vezes de excesso

de DMSO.
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Tabela 3. Cinética de dissociacdo dos complexos de pentacianoferrato(Il) frente DMSO;
T=25°C.

Classe [Fe(CN)sLI’;L= Kobps,s'  k,min" t, min

1A4H 9,99x 10®  0,0599 11,57
Iso'  IA40Met 1,36x10°  0,0816 8,49
IA4F 1,35x10°  0,0810 8,56
NA4H 1,52x10°  0,0912 7,60
Nic2  NA4OMet 1,34x10°  0,0804 8,62
NAA4F 127x103 00762 9,10
103H 1,00x 10-3  0,0654 10,59
O’ 103Met 8,67x10* 10,0520 13,33
103S 1,10x10°  0,0659 10,52
103SMet 1,41 x10°  0,0846 8,19

1- Derivados isonicotinicos; 2- Derivados nicotinicos; 3- Derivados oxadiazoles

Observa-se que os complexos pentacianos com ligantes oxadiazois, em geral, tem
uma constante de velocidade (kops) menor com relacdo aos outros complexos
pentacianoferrato(Il) estudados, o que ¢ satisfatério para o uso como farmaco.

Os efeitos de retrodoagdo 7, por aumentarem a densidade eletronica no ligante
podem conferir melhores propriedades para metalodrogas, tais como na facilidade de
ativacdo por processo redox ou maior estabilizacdo de intermedidrios importantes em sua
atuacdo. No caso dos complexos em estudo, as interagdes retrodoagdo m para o grupo de

ligantes oxadiazois sdo mais intensas em comparagao com os demais.

4.2  Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho dos complexos de
pentacianoferrato(Il) sdo constituidos essencialmente pelos estiramentos associados aos
grupos VCN, vFe-C e, quando coordenados a ligantes N-heterociclicos apresentam bandas
caracteristicas do anel piridinico além do vFe-N (heterociclico). Enquanto os estiramentos
vCN e vFe-C tém sido extensamente estudados [86-88], relativamente pouco se conhece

sobre os estiramentos vFe-N-heterociclico.
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As atribuigdes das diversas bandas observadas nos espectros dos compostos
descritos neste trabalho foram feitas por comparacdo com compostos semelhantes ja

estudados e descritos na literatura [86, 88-92].

4.2.1 Dos compostos orgianicos

Regiiio entre 4000 e 2000 cm™

As amidas secundérias mostram multiplas freqiiéncias de deformacdo axial de
N-H que absorvem na regido entre 3330 a 3060 cm™ [86]. No caso de ligantes hidrazonas,
estes apresentam estiramentos N—H de intensidade média e largas, observadas na mesma
regido, além de estiramentos C—H de carbonos saturados na regido de 3050 a 2800 cm’™
para os ligantes [A4OMet, Na4dOMet, 103Met ¢ I03SMet [93]. Os compostos 1A4H,
[A40Met, 1A4F, NA4H, NA4OMet e NA4F apresentam deformagdes N-H nas regides
citadas como um conjunto de deformacdes axiais entre 3300 a 2840 cm™, além de
deformagdes axiais C—H na regidao de 3050 a 2800 cm’ como os valores ilustrados na
Tabela 4.

O estiramento S—H ¢ muito fraco e ¢ encontrado com dificuldade no espectro de
solugdes diluidas ou em filme liquido. Como, entretanto, poucos grupos apresentam
absor¢do nesta regido, de 2600 a 2500 cm’, ela ¢ util na detecgdo de grupos S—H.
Entretanto, no espectro do ligante IO3S observa-se uma banda de deformacdo axial S—H

em 2550 cm™, a qual ¢ um indicativo da forma tiol [86].

Regido entre 2000 e 1200 cm”

Na regido entre 2000 e 1660 cm™ pode aparecer deformagdes de fraca intensidade
chamadas deformagdao de combinagdo ou harmonicas. O aparecimento das freqii€ncias
referentes a essas deformacdes nessa regido ¢ caracteristico dos modos vibracionais de
substitui¢do do anel [94]. Observa-se ainda, picos na regiio préxima a 1660 cm™
caracteristicos do estiramento C=0 de amidas [86].

A freqiiéncia de estiramento para o grupo C=S, o qual ¢ menos polar do que o

grupo C=0, ocorre em geral como uma banda de intensidade fraca na regido de 1250 a
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1050 cm™. A identificagio é freqiientemente dificil e incerta, devido a sobreposigdo com as
bandas referentes as deformagodes axiais de C—O e C—N, que ocorrem na mesma regiao
[86].

Os estiramentos vC=C e vC=N do anel aromatico, variam nas faixas de absorcao
entre 1615 a 1585 cm™ [95] ¢ de 1540 a 1300 cm™, respectivamente. Piridinas substituidas
na posicdo 4 tém estiramentos proximos a 1603, 1561, 1520, 1480 e 1415 cm’! [86, 89].
Os compostos sintetizados apresentam varias bandas nesta regido, sendo de dificil
atribuicao.

As amidas aromaticas produzem uma forte absor¢do com deformacdo axial C — N
entre 1345 e 1260 ¢cm™. Nos espectros dos compostos [A4H, IA40Met, 1A4F, NA4H,
NA4OMet e NA4F observam-se bandas de deformacdo axial C — N em 1285, 1315, 1303,
1302, 1296 ¢ 1303 cm™', respectivamente.

Regido entre 1200 e 400 cm™

Estiramentos de hidrazonas vN-N podem variar de 1080 a 1020 cm™ [93, 96]
podendo ter valores mais elevados em um anel oxadiazol. Nos espectros dos compostos
IA4H, TIA40Met, IA4F, NA4H, NA4OMet ¢ NA4F observam-se bandas de estiramentos
nessa regido, ilustradas na Tabela 4.

Deformacdes axiais do anel aromatico no plano C—H sdo esperadas nas regides de
1225 a 950 cm™ [95] e deformagdes axiais do anel aromatico fora do plano ocorrem nas
regides de 900 a 670 cm™ [95]. Deformagdes angulares do anel aromaticos sdo esperadas
nas regioes entre 550 a 400 cm™ [97]. Nos espectros dos compostos estudados observam-se

varias absorgdes nesta regido, portanto, dificultando suas atribuigdes.
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Tabela 4. Dados de infravermelhos dos ligantes L, em pastilhas de KBr, em cm™.

Ligantes vN-H vC-H Figuras
[A4H 3198 | 2834 1060 1690 1540 Figura 78
[A4OMet 3205 | 2848 1059 1659 1538 Figura 79
[A4F 3186 | 2840 1070 1687 1511 Figura 80
NA4H 3190 | 2836 1064 1660 1539 Figura 81
NA4OMet 3215 | 2842 1068 1680 1515 Figura 82
NA4F 3182 | 2842 1070 1679 1513 Figura 83
I0O3H - 2981 1115 - 1509, 1491 Figura 84
103S - 3026 1078 - 1496 Figura 85
I03Met - 3049 1098 - 1500, 1498 Figura 86
I03SMet - 2928 1081 - 1507, 1495 Figura 87
- = Auséncia de estiramento (resolugdo £ 2 cm™)

4.2.2 Dos Complexos

Os complexos pentacianoferratos podem ser facilmente identificados por FTIR. Os
mesmos apresentam bandas finas e intensas referentes as freqiiéncias de estiramento
vibracional do cianeto, vC=N, na regido entre 2200 a 2000 cm™. O valor de vC=N do

cianeto livre é 2080 cm’

, em solucdo aquosa [88]. Apods coordenacdo a um centro
metalico, tal estiramento ¢ deslocado para maiores valores de freqii€ncia. Segundo
Nakamoto [88], o ion CN™ atua como ¢ doador, deslocando densidade eletronica para o
metal, e 7 receptor, recebendo densidade eletronica do metal via orbitais de simetria w. A
doacdo o tende a elevar a freqiiéncia de estiramento CN’, uma vez que elétrons sdo
“removidos” dos orbitais moleculares 50, os quais apresentam natureza fracamente
antiligante. J& a retrodoag@o 7 tende a reduzir o modo vibracional, vC=N, uma vez que
densidade eletronica proveniente dos orbitais do metal populam os orbitais de natureza w*
do cianeto. Em geral, o ion CN" ¢ um o doador mais eficiente que m receptor
comparativamente ao ligante CO. Desta forma, o vC=N em complexos metalicos
apresentam geralmente mais elevados valores de freqii€ncia quando comparados ao cianeto

livre, enquanto o oposto tem sido observado para complexos com CO [88].
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Segundo El-Sayed e Sheline [98], o VC=N em complexos metalicos é governado
por trés fatores relativos ao metal: eletronegatividade do ligante, estado de oxidagdo do
metal e o nimero de coordenacdo. Tais fatores estdo associados com maior ou a menor
eficiéncia do poder o doador, ja que uma maior eletronegatividade sugere maior doacdo o
e, conseqlientemente, maior valor de VC=N. Seguindo o mesmo comportamento para os
estados de oxidagdo elevados, sendo seu efeito bastante expressivo. Ja o efeito do nimero
de coordenacdo no VC=N pode ser racionalizado da seguinte maneira: um aumento no
numero de coordenacdo reduz a carga positiva do metal, o que, por conseqiiéncia,
enfraquece a ligagdo o, diminuindo o vC=N.

Geralmente, tais complexos apresentam as bandas de ligantes coordenados com
fraca ¢ média intensidade com analises nem sempre uteis na elucidacdo de suas
propriedades moleculares [77]. Os estiramentos vVC=N e vFe-C podem ser empregados
como ferramentas na elucidacdo da natureza redox do centro metalico de ferro e na
avaliacdo de sua capacidade particular de interagdo de retrodoacdo 7w, quando na forma de
Fe(Il), bem como os modos de coordenagdo do ligante [77, 79]. Para tais complexos
capazes de deslocalizar densidade eletronica para os orbitais pn* dos cianetos, pode-se
observar uma reducdao nas freqiiéncias de estiramento C=N quando comparadas com
Fe(IlI), o qual apresenta pouca ou nenhuma interagdo de retrodoacdo ©m com o ligante. Este
fenomeno origina um enfraquecimento na ordem de ligacdo C=N por meio de aumento de
densidade eletronica em orbitais de natureza antiligantes. A analise das estruturas de
ressonancia a seguir descreve uma melhor explicacdo dos efeitos por retrodoagdo m nos

estiramentos C=N:

L—Fe=C =N «—> L=Fe— C =

Complexos de pentacianoferrato(Il) investigados por espectroscopia na regido do
infravermelho apresentam interessantes informagdes quanto ao sexto ligante na esfera de
coordenacao, por meio das absorgdes referentes aos cianetos previamente discutidas.

A estrutura ( 1 ) é favorecida quando o ligante L é um composto que nio tem

orbitais com energia ¢ nem simetria para fazer retrodoagdo m. Quando o ligante L tem
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orbitais de simetria e energia apropriada para que ocorra a transferéncia de densidade
eletronica do metal para o ligante, a estrutura ( I ) é favorecida, o que gera um

fortalecimento da ligagdo C=N e, conseqiientemente um aumento no numero de onda

referente a este estiramento. Indiretamente, os efeitos de interagdes de retrodoacdo m no

ligante L sdo refletidos nos estiramentos C=N. Tal observacdo pode ser explicada pelo fato

da diminuicao de densidade eletronica nos orbitais de carater antiligantes do C=N, devido a

transferéncia de densidade eletronica do metal para o ligante.

Tabela 5. Dados de infravermelho para os complexos pentacianoferrato(Il) com ligantes L,

em pastilhas de KBr (valores em cm™).

Classe [Fe(CN)sL]*; L= | vC=N,, VvFe-C VN-N vC=N vC=0 Figuras

Iso' [IA4H 2052 568 | 1054 | 1515 | 1664 | Figura 88
[IA40Met 2048 571 | 1064 | 1508 | 1655 | Figura 89
IA4F 2050 570 | 1068 | 1507 | 1657 | Figura 90

Nic®> | NA4H 2051 568 | 1063 | 1542 | 1655 | Figura 91
NA4OMet 2050 572 | 1070 | 1515 | 1667 | Figura 92
NA4F 2045 573 | 1071 | 1508 | 1675 | Figura 93

Oxa’ |IO3H 2048 | 571 | 1508 | 1508 - | Figura 94
I03Met 2050 570 | 1493 | 1493 - Figura 95
103S 2050 571 | 1487 | 1487 - Figura 96
103SMet 2045 572 | 1495 | 1495 - Figura 97

Lit* Tionicotinamida® 2052 572 - - - -
Isotionicotinamida® | 2046 571 - - - -
Pirazinamida® 2061 | 559 - - - -
Piridina® 2048 572 - - - -
Isoniazida® 2044 | 569 - - - -
4-benzoilpiridina® | 2052 | 571 - - - -
Amonia* 2040 570 - - - -

1- Derivados isonicotinicos; 2- Derivados nicotinicos; 3- Derivados oxadiazois;

4- Compostos da literatura. a — referéncia [25]; b — referéncia [52]; ¢ — referéncia [77];

d — referéncia [87]; - = Auséncia de estiramento; (resolugio £ 2 cm™)
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De acordo com os valores do numero de onda dos vC=N nos complexos
pentacianoferratos aqui apresentados, o metal apresenta-se no estado de oxidacdo 2+.
O estado de oxidagdo 3+ é caracterizado pelo vC=N com valores superiores a 2100 cm™.
Estes resultados estdo de acordo com os dados de espectroscopia eletronica onde se
observa bandas de transferéncia de carga metal-ligante para os complexos, as quais foram
discutidas anteriormente.

O ligante 103S apresenta duas formas tautoméricas, conforme ilustradas na

(@ (b)

Figura 98. Formas tautomericas do ligante 103S (a) tiol e (b) tiona

O ligante livre apresenta-se na forma tiol e quando coordenado ao centro metalico a
forma tiona. Esta atribui¢do ¢ refor¢ada pelo aparecimento de uma banda na regido de
1206 cm™ (Figura 95) que é caracteristico do vC=S com o concomitante desaparecimento

da banda na regido de 2420 cm™, o qual ¢ caracteristico do vS-H [86, 91].

4.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Diversos trabalhos na literatura [79, 99-101], envolvendo complexos
pentacianoferrato destacam o uso da técnica de RMN sob o ponto de vista estrutural e para
avaliar as propriedades eletronicas do complexo. Estudos com complexos de derivados
piridinicos correlacionam os efeitos de coordenacdo, tal como a capacidade de retrodoacao
7, aos sinais de hidrogénio e carbono [63, 77-79, 102-105]. Segundo Lavalee e Fleischer
[63], os deslocamentos quimicos dos hidrogénios de uma espécie coordenada devem ser
interpretados, levando-se em consideragdo diversos fatores, tais como: paramagnetismo
induzido do ion metalico, efeitos anisotropicos da vizinhanga e variagdes na protecao

diamagnética, decorrentes dos efeitos indutivos e mesoméricos [63, 104, 105].
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Um espectro de RMN unidimensional exibe grande soma de informacdes e ¢
bastante complicado se muitos protons estiverem presentes, pois as estruturas finas dos
diferentes grupos de linhas podem se superpor. A complexidade poderia ser reduzida se
fossem usados dois eixos para registrar os dados, com as ressonancias pertinentes a grupos
diferentes localizadas em pontos diferentes no segundo eixo. Esta separagéo ¢ a que se faz
na RMN bidimensional (RMN-2D) [94, 106]. Dentre as técnicas de RMN-2D mais
utilizadas se destacam: (a) COSY: que observa a acoplamento entre hidrogénios até trés
ligacdes; (b) HSQC ou HETCOR: que observa o acoplamento hidrogénio-carbono a uma
ligacdo e (c) HMBC: que observa o acoplamento hidrogénio-carbono a mais de uma

ligagdo.

4.3.1 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H

O espectro de RMN 'H de todos os compostos organicos estudados confirmou as
estruturas propostas, visto que a sintese dos ligantes se encontra facilmente na literatura
[107]. A reagdo dos compostos derivados da isoniazida com os derivados de aldeidos
forma hidrazonas, na qual podem formar uma mistura de dois isomeros, (E) ou (Z). A

forma de como os isdmeros sdo formados durante a reagdo esta ilustrado na Figura 99.

m~» @@«O

H
Q /N—Z
. / \ + 2H,0
=
X*

Figura 99. Mecanismo de formagao dos isomeros (Z) e (E). Onde X* = H, O-Met ou F.

A disting8o entre qual isdmero ¢ predominante pode ser feita observando o
deslocamento quimico do sinal hidrogénio proximo a imina. A literatura reporta [108] que

0 8 Hy sin > 8 Ha,anti, (Figura 100).
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7,52 9,9 1.86 9,9
’ OH

Ha /OH )

S N
N
(E) (2)

Ha
1,83 6,92

Figura 100. Valores de deslocamento quimico de dois isdmeros de iminas.

Os espectros de hidrogénio de todas as hidrazonas apresentam-se como isdémeros
(E). O sinal caracteristico do hidrogénio ligado ao grupo imina, ilustrado no espectro de
hidrogénio das hidrazonas em anexo, mostra-se mais intenso para o hidrogénio mais
desprotegido caracteristico do isomero (E).

O surgimento do tripleto referente ao sinal Hy;, 11> 8,85 e 8,30 do composto [A4F e
NA4F ¢ devido ao acoplamento 'H — "F, visto que o nticleo de '°F é bem abundante na
natureza quase 100% e possui uma razdo giro magnética préxima a do hidrogénio
(y= 25,16 x 10" rad.s™.T™), ou seja, o fluor é bem ativo na ressonancia, tanto quanto o
hidrogénio.

Os valores dos sinais de 'H sugerem que a coordenagdo dos ligantes Hidrazonas ou
oxadiazois ao centro metalico ocorre pelo nitrogénio piridinico, devido ao maior
deslocamento quimico nos H, e Hy:. Isto ¢ uma conseqiiéncia da desprotecdo anisotrépica
causada pelos cianetos do pentacianoferrato e prote¢do dos H; e Hjz- devido as interagdes
de retrodoagdo w para os ligantes [A4H, IA4OMet, [A4F, I03H, 103S, 103S e I03SMet.
Para os ligantes NA4H, NA4OMet e NA4F ocorreu uma desprotecdo anisotropica para os
H; e H¢ por motivos ja comentados e protecdo nos hidrogénios situados na posi¢do 5. Essa
teoria ¢ reforcada pela literatura [77]. Sistemas metalicos no qual apresentam ligantes w
inocentes, como ¢ o caso das pentaaminas, ndo apresentam esse tipo de comportamento

para hidrogénios [77].

4.3.2 Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear de B¢

Os carbonos Cj; e Cy4 dos ligantes [A4F e NAA4F, respectivamente, apresentam
sinais desdobrados devido ao acoplamento BC_-YF. Em geral os espectros de carbono - 13
sdo desacoplados do 'H por uma seqiiéncia de pulso especifica para que o sinal de carbono

., . o , 19 - A .
seja unico, mas o carbono-13 nao ¢ desacoplado do F. Por essa razao a existéncia do
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desdobramento para C;; e Cj4 dos ligantes [A4F e NA4F, respectivamente, conforme
ilustrados nas Figuras 36 ¢ 41.

Os espectros de RMN "°C dos ligantes estdo de acordo com as estruturas propostas
e também confirmam a coordenagdo dos ligantes ao centro metalico pelo nitrogénio
piridinico. Com a coordenacdo, parte da densidade eletronica do ligante ¢ deslocada para
formar a ligacdo, os carbonos proximos ao nitrogénio que faz a coordenagdo ao centro
metalico sdo desprotegidos mais do que os outros, o que torna indicativo do ponto de

coordenacdo.

4.4 Eletroquimica

Voltametria Ciclica

A determinagdo dos potenciais formais de reducdo (E°) dos complexos metalicos
pode ser feita por medidas potenciométricas, no caso de espécies relativamente inertes em
solugdo. Entretanto, a voltametria ciclica para a medi¢do destes potenciais formais tem sido
mais amplamente empregada [87, 109]. A Equacdo 8 relaciona o potencial formal de
reducdo com o potencial de meia onda (E,;,), envolvendo os coeficientes de difusdo do par

redox.

Eiz=E"+0,0592 . n™" . log(Drea/Doxia) " (8)

Onde n ¢ o numero de elétrons envolvido no processo, Dreq € Doxia S0 0s coeficientes de
difusdo das espécies na forma reduzida e oxidada, respectivamente, os quais para os
cianoferratos, geralmente, sdo comparaveis. Desta forma, o potencial de meia onda tem
sido igualado aos potenciais formais de redugao nestes complexos [110].

As medidas eletroquimicas possivelmente representam de forma direta as
interagdes de retrodoagdo m, que sdo responsaveis pela estabilizagdo do metal na forma
reduzida, uma vez que tal técnica esta sujeita também a outros fatores que podem
estabilizar um particular estado redox, tal como as interagdes com o solvente, contra-ions e
presenca de reagdes secundarias. De forma genérica, um aumento no potencial formal do

complexo sugere uma mais intensa interacdo de retrodoacdo m, porque neste fenomeno a
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densidade eletronica do metal o torna menos redutor e, conseqiientemente, mais dificil de

ser oxidado.

Os voltamogramas ciclicos para os fons complexos do tipo [Fe(CN)s(L)]*,

exibiram potencias de meia onda em torno de 300 mV (vs AglAgCI|CIl"). Os complexos

aqui estudados apresentaram potencial redox mais positivo com relacdo ao complexo de

partida, [Fe(CN)5NH3]3' (E12 =123 mV), nas mesmas condi¢des experimentais, indicando

uma maior estabilizagdo do centro metalico no estado reduzido. Esta observacdo ¢

compativel com as caracteristicas m-receptoras dos ligantes L, em comparagdo com a NHj

conforme ja discutido anteriormente. Os valores de potenciais de Ein, AE e |I/I| estdo

inseridos na Tabela 6.

Tabela 6. Potenciais de oxi-redug@o dos ions complexos em NaTFA 1M, pH = 6,8.

[Fe(CN)sL]*; L = Eip,mV AE (E,—E)mV |L/I| Figuras
1A4H 300 95 0,98 Figura 101
Iso'  IA40Met 302 111 0,98 Figura 102
[A4F 305 57 0,98 Figura 103
NA4H 299 61 0,99  Figura 104
Nic>  NA4OMet 294 110 0,97 Figura 105
NA4F 280 69 0,98  Figura 106
103H 280 70 0,98 Figura 107
o’ 103S 305 123 0,97 Figura 108
103Met 280 104 0,99  Figura 109
103SMet 277 99 0,99  Figura 110
Lit'  [Ru(CN)s(isoniazida)]* 780 102 0,98 -
[Ru(NH;)s(isoniazida)]* 356 120 0,96 -
[Fe(CN)s(NH3)]> 123 125 0,95 -

1- Derivados isonicotinicos; 2- Derivados nicotinicos; 3- Derivados oxadiazoles;

4- Outros sistemas metalicos [25, 87].

Estudos de inibi¢do da enzima InhA com o fon complexo [Ru(CN)s(izd)]* mostraram

que o mesmo nao apresentou inibicdo consideravel [25]. Uma explicagdo para este fato é

que o potencial redox Ru™"

(780 mV vs. Ag|AgCl|CI") para este sistema ¢ muito alto,
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sendo de dificil acesso no meio. Por outro lado, como os valores de E;, para os ions
complexos aqui apresentados sdo proximos aquele apresentado pelo ion complexo
[Fe(CN)s(izd)]” (305 mV, onde izd = isoniazida) [25], o qual apresenta inibi¢do da InhA,

0s mesmos apresentam-se como bons candidatos para essa finalidade.

4.5 Ensaios de inibicio enzimatica da trans-2-enoil redutase

A busca de novas drogas anti-tuberculose tem como objetivo principal a
seletividade de acdo no alvo especifico, além de baixa toxicidade e um amplo espectro de
acao.

As descobertas de rotas mecanisticas de acdo das drogas sdo de extrema
importancia para elaboracdo de novos farmacos. J& que a complexidade do sistema
bioldgico pode dar origem a certa diversidade de possibilidades, tal como a inibi¢do de
enzimas chaves através de reconhecimento molecular de um complexo no sitio ativo de
uma proteina. Uma previsdo mais precisa dos possiveis processos enfrentados por tais
compostos ¢ extremamente complexa para ser realizada por ensaios quimicos. Desta
forma, iniciaram-se, em colaboragdo com o centro de pesquisas em biologia molecular e
funcional da PUC, os ensaios bioquimicos destes complexos metalicos e similares,
selecionando-se a enzima InhA, alvo primdrio destas drogas livres, uma vez que a presenga
de cepas multiresistentes tem sido um problema alarmante. O “design” de drogas que
possam superar tais rotas de resisténcia ¢ de grande interesse. Como os estudos quimicos
dos compostos aqui apresentados conduzem a possibilidade de acdo dos mesmos nessas
rotas, reforcou-se o interesse neste tipo de experimento € o uso de InhA mutante e S94A
(serina substituida na posi¢do 94 por alanina), resistente a isoniazida.

As condigOes experimentais utilizadas para os ensaios de inativagdo estdo descritas
na literatura [34]. Os dados de inativacdo da enzima InhA, espécie selvagem, foram
utilizados para calcular a porcentagem de atividade enzimatica residual em fungdo do
tempo. O valor de 100 % corresponde a atividade enzimatica na auséncia do complexo
metalico inibidor.

Foram realizados trés testes de inibicdo com os complexos sintetizados, descritos

abaixo:
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1° Inibidor (complexo) + Enzima (selvagem ou mutante): teste utilizado para saber se o
complexo inibiu as enzimas alvos sem a necessidade de ativagdo por outras enzimas. A
constante de velocidade de inibigdo foi calculada em condi¢des de pseudo-primeira ordem.
2° Inibidor (complexo) + Enzima (selvagem ou mutante) + 10 pmol.L'l de NADH: A
literatura reporta que esta ¢ a concentragdo de NADH presente in vivo durante a
biossintese da parede celular da bactéria.

3° Inibidor + Enzima (selvagem ou mutante) + 100 pmol.L" de NADH: A concentragio de
100 pmol.L™" de NADH faria com que todos os sitios ativos da enzima fossem ocupados
pelo NADH dificultando a inibig@o e/ou inutilizando o inibidor.

As curvas de inibicdo para os 10 complexos estdo ilustradas na Figura 111 e os
dados estdo resumidos na Tabela 7, juntamente com os valores de constante de inibigdo e
tempo de meia-vida, t;..

Os resultados de inibi¢do nos levam a propor um possivel perfil de mecanismo de
inibicao, baseado na acdo direta dos complexos com a enzima InhA, em um sitio ativo
diferente da isoniazida. Ja que os complexos também inibem a InhA mutante, para a qual a
isoniazida € pouco eficiente. Poderiamos propor que a interagdo dos complexos com a
enzima se faca através de alguma rota de reconhecimento molecular, que poderia incluir
como etapa determinante a interacdo eletrostatica ¢ uma possivel reacao redox entre o
complexo e a enzima visto que o fon complexo [Ru(CN)s(izd)]*, o qual possui elevado

potencial redox, ndo inibe a atividade da enzima.

Tabela 7. Constantes de velocidade da cinética de inibigdo das enzimas selvagens e

mutantes frente aos complexos sintetizados.

Grupo Ensaios Figuras

S94AInhA + [Fe(CN)s(IA4H)]™ 643 £26 x 107 1,08
" S94AInhA + [Fe(CN)s(IA4H)]* + 10pmol.L de NADH 393+ 19x 107 1,76
(]
E WTInha + [Fe(CN)s(IA4H)]* 307 +21x 107 225 Figura
g WTInha + [Fe(CN)5(IA4H)]3' + 10umol.L de NADH 147 +7x 107 4,7 111a
_E S94AInhA + [Fe(CN)s(IA4H)]* + 100pumol.L de NADH 140+ 4 x 107 4,9
(=)
£  WTInha + [Fe(CN)s(IA4H)]* + 100umol.L de NADH 72+4,7x 107 9,6
(=]
2]
.
s
= 3 477 +£40x 107 Figura
S94AInhA + [Fe(CN)s(IA40Met)]* \ 1,45 1
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Nicotinoil Hidrazonas

WTInha + [Fe(CN)s(IA40Met)]*

S94AInhA + [Fe(CN)s(IA40Met)]* +
NADH

10pmol.L de

WTInha + [Fe(CN)s(IA40Met)]* + 10pmol.L de NADH

S94AInhA + [Fe(CN)s(IA40Met)]” + 100umol.L de
NADH
WTInha + [Fe(CN)s(IA40Met)]* + 100umol.L de NADH

WTInha + [Fe(CN)s(IA4F)]*

S94AInhA + [Fe(CN)s(IA4F)]>

S94AInhA + [Fe(CN)s(IA4F)]> + 10pmol.L de NADH

WTInha + [Fe(CN)s(IA4F)]* + 10pmol.L de NADH
S94AInhA + [Fe(CN)s(IA4F)]* + 100pumol.L de NADH
WTInha + [Fe(CN)s(IA4F)]*" + 100pumol.L de NADH

S94AInhA + [Fe(CN)s(NA4H)]* + 10pmol.L de NADH

S94AInhA + [Fe(CN)s(NA4H)>

WTInha + [Fe(CN)s(NA4H)]>

WTInha + [Fe(CN)s(NA4H)]** + 10pmol.L de NADH
S94AInhA + [Fe(CN)s(NA4H)]* + 100umol.L de NADH
WTInha + [Fe(CN)s(NA4H)]* + 100pumol.L de NADH

S94AInhA + [Fe(CN)s(NA4OMet)]*

S94AInhA + [Fe(CN)s(NA4OMet)]> + 10umol.L de
NADH

WTInha + [Fe(CN)s(NA4OMet)]*
WTInha + [Fe(CN)s(NA4OMet)]* +
NADH

10umol.L de

WTInha + [Fe(CN)s(NA4OMet)]* + 100umol.L de
NADH
S94AInhA + [Fe(CN)s(NA4OMet)]* + 100umol.L de

410+40x 10

3

277+29x 107

3

143 £16 x 107

3

92+3x10°

69+3x10°

488 £22 x 107

3

421 +34x 107

3

310+ 21 x 107

3

158 £7x 107
146 £9x 107
79+2x 107

307 £21 x 107

3

301 £20x 10

3

305 £26x 107

3

122+4x 107

62+25x 107

55+21x10°
522 +26x 107
386 +£31x 107
382+17x 107

143+11x 107

103+6x 102

78 +6,3x 107

1,69

10,0

1,42

1,65
Figura

2,23 111c

4,39
4,7
8,8

Figura

23 111d

5,7
11,2
12,6

1,33
1,8
1,8

Figura
4,3 111e
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NADH

WTInha + [Fe(CN)s(NA4F)]” 380+ 30x 10° 1,82
S94AInhA + [Fe(CN)s(NA4F)]* 313+31x 107 2,2
S94AInhA + [Fe(CN)s(NA4F)]* + 10umol.L de NADH ~ 245+22x 10° 2,83
S94AInhA + [Fe(CN)s(NA4F)]* + 100umol.L de 98 + 6.4 x 10° 7.07
NADH

WTInha + [Fe(CN)s(NA4F)]* + 10umol.L de NADH 96 +4,7x 107 72
WTInha + [Fe(CN)s(NA4F)]* + 100pumol.L de NADH 56+52x10° 12,4

S94AInhA + [Fe(CN)s(I03H)]*" 359+7x10° 1,93
. 345+ 16 x 107
S94AInhA + [Fe(CN)s(I03H)]* + 10pmol.L de NADH , 2,0
\ 266+ 21 x 10°
WTlInha + [Fe(CN)s(I03H)]* ; 2,6
WTInha + [Fe(CN)s(I03H)]* + 10umol.L de NADH 104 +4x 107 6,6
S94AInhA + [Fe(CN)s(I03H)]* + 100umol.L de NADH 59+ 1,9x 10° 11,74
WTInha + [Fe(CN)s(IO3H)]* + 100pmol.L de NADH 54+22x 107 12,8
S94AInhA + [Fe(CN)s(I03 S)]l' 274+ x 10'! 2,53
; 235+20x 10°
WTInha + [Fe(CN)s(I03S)]* , 2,95
223+ 14,5 x
S94AInhA + [Fe(CN)s(103S)]*" + 10pmol.L de NADH 107 3,11
i . 157 £ 15 x 107
g WTlInha + [Fe(CN)s(IO3S)]™ + 10umol.L de NADH 3 4,41
S
WTInha + [Fe(CN)s(I03S)]* + 100pmol.L de NADH 65+22x 107 10,6
S94AInhA + [Fe(CN)s(I03S)]*" + 100pmol.L de NADH 55+3,8x 107 12,6

s 600 £ 24 x 10

S94AInhA + [Fe(CN)s(I03SMet)]™” 3
s 454 + 22 x 10

WTInha + [Fe(CN)s(I03SMet)]™ 5
392 £28 x 10

S94AInhA + [Fe(CN)s(I03SMet)]* + 10umol.L de NADH .

WTInha + [Fe(CN)s(I03SMet)]* + 10pmol.L de NADH 138+9x 107
S94AInhA + [Fe(CN)s(I03SMet)]** + 100umol.L de
NADH

85+53x10°

WTInha + [Fe(CN)5(IOSSMet)]3'+ 100pumol.L de NADH 68 +4x107

1,15

1,53

1,77

5,02

8,15

10,2

Figur
111f

Figur
111g

a

a

Figura

111h

Figura

111i
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X 713 £ 46,7 x 107
S94AInhA + [Fe(CN)s(I03Met)]* \ 0,97
WTInha + [Fe(CN)s(I03Met)]* 507 +30x 107 1,37
S94AInhA + [Fe(CN)s(I03Met)]> + 10umol.L de .
495+ 32x 10~ 1,4 Figura
NADH

\ 111j
WTInha + [Fe(CN)s(I03Met)]* + 10umol.L de NADH 179 + 14 x 10° 3,87 !

S94AInhA + [Fe(CN)s(I03Met)]” + 100pmol.L de 143 +10,5x 10°
NADH 3
WTInha + [Fe(CN)s(I03Met)]* + 100umol.L de NADH ~ 75+43 x 107 9,24

4.6  Ensaios preliminares de toxicidade

Os ensaios de toxicidade exigem uma quantidade apreciavel de complexo, para os
mesmos foram sintetizados 5 g do complexo Naj[Fe(CN)s(isoniazida)]3H,O. Esse
complexo foi a primeira metalodroga que apresentou atividade antituberculose.

Os animais utilizados nos testes permaneceram em gaiolas metabdlicas por
24 horas. Apo6s a administracdo da droga ou placebo, para avaliagdo do consumo alimentar,
agua e diurese, realizou-se coleta de sangue para a avaliacdo bioquimica e hematologica.
Os animais foram observados durante 14 dias, para que fossem avaliados os efeitos da
droga em manifestacdo de nocicepcao. No décimo quarto dia os animais voltaram por mais
24 horas em gaiolas metabolica para observacdo de consumo alimentar, d4gua e diurese.
Depois foram sacrificados e os o6rgdos encaminhados para andlise histopatologica. Em
seguida, coletou-se o sangue para nova avaliacdo bioquimica e hematologica. Os animais
foram pesados no primeiro e no décimo quarto dia.

Utilizaram-se dados da literatura [111] sobre a droga isoniazida para calcular as
doses de drogas a serem usadas nos ensaios de toxicidade, partiu-se de uma dose de 66,666
mg/Kg (G1), 300 mg/Kg (G2), 600 mg/Kg (G3), 1200 mg/Kg (G4) e ainda 2400 mg/Kg
(G5), além de um grupo controle o qual recebeu apenas veiculo de diluicdo da droga. A
droga foi administrada por gavagem (via oral). A metodologia se cumpriu apenas para os
grupos controle, G1, G2, G3, pois os grupos G4 e¢ G5 apresentaram mortalidade nas
primeiras 24 horas. As observagdes macroscopicas para os grupos G4 e G5 indicam,
hermaturia, oliguria, sangramento nasal além de comecarem a morrer 4 horas apods

administracdo da droga. J& os grupos controle, Gl e G2 ndo apresentaram sinais de
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toxicidade nos 14 dias os quais foram observados. Quanto ao grupo G3, inicialmente foi
observado animais com pelo erissado e alguns animais paralisados, nas primeiras 24 horas
houve um obito e dentro das proximas 48 horas mais 1 6bito, dando um total de
4 sobreviventes que ndo apresentaram sinais de nocicepgdo apos 24-48 horas até o décimo
quarto dia.

A DL foi calculada pelo programa Graf pad através de curva dose resposta, dando
um valor de 884,5 mg/Kg. Em comparagdo com a isoniazida, pro-droga mais utilizada no
combate contra a tuberculose, que tem a DLsy igual a 151 mg/Kg via intraperitonial e
149 mg/Kg via intravenosa o complexo apresentou-se menos toxico o que ¢ importante
pois podemos administrar uma quantidade maior da droga com o intuito de reduzir assim o

tempo de tratamento.

4.7 Calculos teoricos

A utilizagdo do computador em pesquisa nas areas de ciéncias exatas ¢€
indispensavel. Diversos artigos [112-116] na area de quimica apresentam resultados
computacionais para dar mais suporte ao embasamento tedrico.

O estudo de DFT (density functional theory — teoria do funcional da densidade) foi
dividido em vdrias etapas: Inicialmente, realizou-se uma otimiza¢cdo da geometria dos
ligantes partindo de diferentes conformeros, ja que a estrutura inicial do composto ¢
importante para reduzir o custo computacional e chega a uma estrutura final de menor
energia e conseqiientemente mais estavel. Apds a escolha do conformero mais estavel
(de menor energia), fez-se o célculo e andlise de suas propriedades quimicas tedricas.
Calculou-se a densidade eletronica e o potencial eletrostatico. Para os complexos,

procedeu-se da mesma maneira.
Potencial Eletrostatico Molecular

Superficies moleculares definidas pelas densidades moleculares eletronicas ou em
critérios simplesmente geométricos oferecem até o presente momento o melhor método de

interpretacdo de reatividade quimica. Isso se da principalmente através do potencial

eletrostatico molecular.
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O potencial eletrostatico (PE) em um ponto qualquer do espaco r, denominado ¢(r),
¢ definido como o trabalho realizado para trazer uma carga positiva do infinito até o ponto
r mencionado. A energia eletrostatica de interacao entre uma carga pontual q localizada em
r e a molécula, é dada pela expressdo q@(r)[117]. Esse potencial eletrostatico é resultado da
soma das contribui¢des tanto do nucleo quanto dos elétrons da molécula. O potencial

eletrostatico de um nucleo de peso atdmico M ¢ dado pela equacgao:

Z

Pnicleo (I‘) = le’\-\/l=1 h‘——gA| ©)

Ja a contribuicdo eletronica é obtida através da integragcdo da densidade eletronica:

dr'p(r)
Petstron(T) = — [ Tt (10)
Sendo, portanto, o potencial eletrostatico dado pela expressao.
qo(r) = Qerstron (™) + Onicieo (1) (11)

O calculo do potencial eletrostatico ¢ bastante util e importante para a compreensao
das interacdes entre moléculas ¢ bem como nos processos de reconhecimento molecular.
Isso se deve ao fato de que as forgas eletrostaticas serem as mais basicas na interagcdo de
longa distancia entre moléculas [117].

O potencial eletrostatico negativo (em vermelho) corresponde a uma atragdo de um
proton por uma densidade de elétrons concentrada na molécula. O potencial eletrostatico
positivo (em azul) corresponde a uma repulsdo de um préton pelo nucleo atdmico nas
regides onde existe uma baixa densidade eletronica e a carga nuclear estd incompleta.

O PE negativo se localiza claramente em torno dos 4tomos de nitrogénio do anel
piridinico e sobre o oxigénio carbonilico para os ligantes hidrazonas, indicando assim dois
possiveis pontos de coordenacdo ao centro metélico, como ilustra a Figura 112. J& os
ligantes oxadiazois mostram que os nitrogénios hidrazinicos sao favoraveis a coordenacao
juntamente com o nitrogé€nio piridinico, ilustrado na Figura 113. A Figura 114 ilustra a
estrutura otimizada para os complexos.

Esses resultados sugerem que a coordenacdo do ligante ao ferro se da através do

atomo de nitrogé€nio piridinico ou oxigénio carbonilico, onde o potencial negativo do
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ligante ¢ atraido pelo potencial positivo do metal. Por meio de técnicas espectroscopicas,
tais com RMN, Infravermelho e Uv-Visivel, constatou-se que a coordenacdo do ligante ao
centro metalico se faz através do nitrogénio piridinico.

Contudo, ¢ importante lembrar que muitas reatividades quimicas classicas
dependem da interagdo de receptores e doadores de dois elétrons que n3o pode ser
observada pelo PE. Tais propriedades sdo mais bem observadas através da funcao de Fukui
[118]. As propriedades calculadas através dessa funcdo se diferem daquelas do PE, pois
ndo sdo observaveis fisicos, mas informam sobre regio- ou estereo-seletividade de reacoes.

Observa-se uma semelhanca na distribuicdo de cargas nos complexos, com grande
parte da densidade de cargas negativas localizada sobre os cianetos. O estudo do potencial
eletrostatico pode ajudar a entender melhor como se d4 a interagdo do complexo com a
enzima e no design de novos metalo-fArmacos com melhor interagao.

A Tabela 8 mostra os valores dos potenciais eletrostaticos maximos negativos,
Prmax Neg., potenciais eletrostaticos maximos positivos, Pmax.pos, € @ diferenca de distribuigdo
de cargas entre os potenciais para um valor de isosurface 0,04. Pode-se observar que nos
complexos a variagdo de distribuigdo de carga, em termos de potenciais eletrostaticos, €
bem maior que a variagdo de distribuicao de carga do ligante livre, dando indicios de que a
distribuicdo eletronica no complexo ¢ facilitada, tanto em termos de potencial eletrostatico

como em termos de orbitais de fronteira.

Tabela 8. Valores de potenciais eletrostaticos dos ligantes e dos complexos.

Valores referentes aos Valores referentes aos Complexos

I Ligantes [Fe(CN)sL |*
Prax. Neg.  Pmax. Pos. ANy Prax. Neg. 1w, Mo |AP|

NA4H -0,0600 | 0,0966 | 0,1566 -0,3696 -0,1426 0,2270
NA4F -0,0584 | 0,0995 | 0,1579 -0,3670 -0,1362 0,2313
NA4OMet | -0,0674 | 0,1001 | 0,1675 -0,3711 -0,1024 0,2687
1A4H -0,0638 | 0,1039 | 0,1677 -0,3619 -0,1330 0,2289
IA4F -0,0625 | 0,1068 | 0,1693 -0,3600 -0,1288 0,2312
IA40Met | -0,0652 | 0,1000 | 0,1693 -0,3636 -0,0946 0,2690
103S -0,0610 | 0,1243 | 0,1853 -0,3895 -0,0936 0,2959
I03H -0,0608 | 0,0820 | 0,1428 -0,4017 -0,0942 0,3074
I03SMet | -0,0656 | 0,0603 | 0,1259 -0,3875 -0,1227 0,2648
103Met -0,0642 | 0,0559 | 0,1201 -0,3986 -0,1403 0,2583
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O orbital LUMO distribuido por todo o complexo pode facilitar as interagdes de
retrodoagdo m para o ligante e, conseqiientemente facilitaria as interagdes complexo-
enzima e possiveis reagdes redox entre o complexo e a enzima.

Observa-se que o orbital LUMO esta localizado predominantemente no ligante,
Figura 115. O que ¢ esperado, ja que ¢ o orbital que faz as interagdes de retrodoagdo m
com o metal, através do HOMO-1 para as hidrazonas e HOMO-2 para os oxadiazois. Outra
observagdo importante € que os orbitais de fronteira, os quais sdo responsaveis por
processo redox do complexo estdo distribuidos tanto no metal quanto nos ligantes.
Os ligantes oxadiazois exibem melhor interacdo metal ligante em termos de orbitais de
fronteira, visto que o orbital LUMO se distribui tanto no metal quanto no ligante.

Na tentativa de se estabelecer uma correlagdo entre o potencial eletrostatico do
complexo e sua atividade contra a enzima InhA, calculou-se o potencial eletrostatico do
ion complexo hexacianoferrato(Il) e hexacianoferrato(Ill), os quais ndo apresentam
atividade frente a essa enzima, conforme j4 mencionado anteriormente. Observou-se que a
distribuigdo de carga nos hexacianoferratos encontra-se densamente negativo isso com
relacdo a faixa de distribuicdo de carga dos complexos pentacianoferratos (potencial
maximo negativo igual -0,4 e potencial maximo positivo igual a -0,09 com isosurface
- 0,04), ilustrado na Figura 116a. A faixa de distribuicdo de carga dos hexacianoferratos
mostraram-se de -0,49 a -0,57 com o isosurface igual a 0,04 para o hexacianoferrato (III) e
de -0,38 a -0,41 com o isosurface igual a 0,04 para o hexacianoferrato (II). As Figuras
116b e 116¢, mostra melhor a distribui¢do de cargas mais negativa e mais positiva nos
complexos hexacianoferrato (II) e (III) respectivamente. Observa-se que a regido mais
negativa do complexo ¢ uma regido mais externa nos nitrogénio que sdo os vértices do

octaédrico, enquanto que a regido mais positiva seria o centro metalico.
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Figura 116. Densidade eletronica molecular total com gradiente de potencial eletrostatico

dos complexos (a) Hexacianoferrato (II), (b) Hexacianoferrato (II) com ajuste de gradiente

e (c) Hexacianoferrato (III) com ajuste de gradiente.

Outro  célculo  interessante  foi  feito com o ion  complexo
pentaciano(isoniazida)rutenato (II), o qual ndo inibe a enzima possivelmente por seu
elevado potencial redox. A Figura 117 mostra a distribui¢do de carga para este ion
complexo. Observa-se que a distribuicdio de carga do {fon complexo
pentaciano(isoniazida)rutenato  (I) é  semelhante a do ion  complexo
pentaciano(isoniazida)ferrato (II). No entanto, o complexo de ruténio tem a energia do
orbital HOMO menor do que o complexo de Ferro. Isso explica seu elevado potencial
redox com E;, aproximadamente de 770 mV vs. Ag/AgCl, enquanto que os valores de E;
dos complexos em estudo apresentam-se em torno de 300 mV vs. Ag/AgCl. Através do

calculo das energias dos orbitais de fronteira pode-se ter uma idéia das energias de orbitais
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HOMO e por correlagdo prever se o ion complexo proposto tem potencial para inibir ou

ndo a enzima.

PR TETY
- ="ua
T |
@
Y
aiod. I“
A

(@ (b)

Figura 117. Densidade eletronica molecular total com gradiente de potencial eletrotatico
dos complexos; (a) pentaciano(isoniazida)ferrato (1D e (b)

pentaciano(isoniazida)rutenato(II).

Outro sistema interessante para o estudo do design de metalo-farmacos contra a
tuberculose foi feito com o ion complexo pentaamin(isoniazida)rutenato(Il), ilustrado na
Figura 118. Esse complexo ndo inibe a enzima, mas mata o bacilo. O mesmo possui um
potencial redox com E;, igual a 356 mV vs. Ag/AgCl [25]. Este valor ¢ bastante
semelhante aos apresentados pelos complexos pentacianoferratos, mas possui carga liquida
positiva igual a 2+, o que muda radicalmente a distribui¢do de cargas no ion complexo.
Estes resultados sugerem que a enzima tem preferéncia por uma regido no complexo

densamente negativa que € o caso de complexo cianoferratos.
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(@ (b)
Figura 118. (a) Estrutura otimizada do complexo pentaamin(isoniazida)rutenado (II)
(b) Densidade eletronica molecular total com gradiente de potencial eletrostatico do

complexo pentaamin(isoniazida)rutenado (II).
Podemos propor um possivel mecanismo de inibi¢do baseado numa maior interagao

do complexo com a enzima com relacdo aos substratos de forma que o potencial redox ¢

importante para que ocorra a processos redox entre enzima-inibidor.
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“A tuberculose foi um dos maiores desafios da satide no
inicio do século XX. N6s ndo podemos permitir que a TBMR torne-
se o0 maior problema de saude no século XXI.”

Pesquisador Michael Iseman, da Universidade de Colorado
e do National Jewish Medical and Research Center.
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Os ligantes em estudo coordenados ao sistema pentacianoferrato exibiram
propriedades inibitorias frente as enzimas tipo selvagem (WT InhA) e mutante (S94A
InhA). Esta inibicdo ¢ dependente de pelo menos dois fatores importantes, o potencial

redox das espécies e a distribuicao de carga do complexo, ilustrado na Figura 119.
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Figura 119. Grafico do Potencial eletroquimico vs. distribuigdo de carga de: O complexos

ndo inibidores e [1 complexos inibidores.
Observa-se que os complexos inibidores devem ter certas propriedades eletronicas e

eletroquimicas para que ocorra o docking e a transferéncia de elétrons para que ocorra a

inibicédo.
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“Trate seus soldados como seus filhos e eles o seguirdo aos vales mais
profundos; trate-os como filhos queridos e o defenderdo com o
proprio corpo até a morte.”

Sun Tzu, A Arte da Guerra.
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O desenvolvimento dessa tese visa a investigacdo da atuagdo de complexos
inorganicos que inibem a acdo enzimatica da 2-trans-enoil redutase, o que foi alcancado
com sucesso. No entanto, ¢ necessaria a realizacdo de novas pesquisas baseadas na
investigacdo do potencial redox de outros complexos, bem como o estudo de docking dos
mesmos frente a enzima, levando em conta os parametros de Hammett associados aos

potenciais redox dos complexos e a posterior realizacdo de testes bioldgicos in vivo.

84



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

“E sdbio olhar para trds, pois é avaliando a
fortuosidade de nossas pegadas que poderemos
garantir um caminho reto para o futuro.”

Autor Desconhecido.
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ANEXOS

“As coisas, por si s0s, ndo sao interessantes, mas tornam-se
interessante apenas se nos interessamos por elas.”

S. Ceccato, Ingegneria della Felicita.
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Figura 25. Espectro de RMN 'H para o composto IO3H, em DMSO, 5S00MHz.
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Figura 26. Espectro de RMN 'H para o composto 103S, em DMSO, 500MHz.
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Figura 27. Espectro de RMN Bc para o composto 103S, em DMSO, S00MHz.
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Figura 28. Espectro de RMN 'H para o composto I03Met, em CDCl;, SOOMHz.
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Figura 29. Espectro de RMN Bc para o composto IO3Met, em CDCl;, S00MHz.
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Figura 30. Espectro de RMN 'H para o composto [03SMet, em DMSO, 500MHz.
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Figura 31. Espectro de RMN Bc para o composto [03SMet, em DMSO-dg, SOOMHz.
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Figura 32. Diagrama de contorno de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear a

longa distancia para o composto I03SMet, em DMSO, 500 MHz.
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Figura 33. Espectro de RMN 'H para o composto [Fe(CN)5(IA4H)]3', em DO,

500 MHz.
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Figura 34. Espectro de RMN 'H para o composto [Fe(CN)s(IA40Met)]*, em D,0,

500 MHz.
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Figura 35. Espectro de RMN 'H para o composto [Fe(CN)5(1A4F)]3', em DO,
500 MHz.
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Figura 36. Espectro de RMN 'H para o composto [Fe(CN)s(NA4H)]*, em D,0,
500 MHz.
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Figura 37. Diagrama de contorno de RMN bidimensional de correlacio homonuclear

para o composto [Fe(CN)s(NA4H)]3 ", em D,0, 500 MHz.
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Figura 38. Espectro de RMN 'H para o composto [Fe(CN)s(NA4OMet)]*, em D,0,
500 MHz.
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Figura 39. Diagrama de contorno de RMN bidimensional de correlacio homonuclear

para o ion complexo [Fe(CN)s(NA4OMet)]3', em D,0O, 500 MHz.
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Figura 40. Espectro de RMN 'H para o composto [Fe(CN)s(NA4F)]3', em D50,

500 MHz.
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Figura 41. Espectro de RMN 'H para o composto [Fe(CN)s(I03H)]*, em D,0,
500 MHz.
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Figura 42. Espectro de RMN 'H para o composto [Fe(CN)s(I03S)]”, em D,O,
500 MHz.
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Figura 43. Espectro de RMN 'H para o composto [Fe(CN)5(IO3Met)]3', em D0,
500 MHz.

120



H3 3 —— : i

H2,2’ —

Figura 44. Diagrama de contorno de RMN bidimensional de correlagdo homonuclear

para o fon complexo [Fe(CN)s(I03Met)]*, em D,0, 500 MHz.
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Figura 45. Espectro de RMN 'H para o composto [Fe(CN)s(I03SMet)]*, em D,0,

500 MHz.
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Figura 46. Espectro de RMN "*C para o composto [Fe(CN)s(IA4H)]>, em D,0,

500 MHz.
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Figura 47. Diagrama de contorno de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear

para o fon complexo [Fe(CN)s(IA4H)]*, em D,0, 500 MHz.
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Figura 48. Espectro de RMN Bc para o composto [Fe(CN)5(NA4H)]3', em D0,
500 MHz.
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Figura 49. Espectro de RMN °C para o composto [Fe(CN)s(IA40Met)]*, em D,0,
500 MHz.
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Figura 50. Diagrama de contorno de RMN bidimensional HETCOR para o ion
complexo [Fe(CN)5(1A4OMet)]3 ", em D,0, 500 MHz.
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Figura 51. Espectro de RMN Bc para o composto [Fe(CN)s(NA4OMet)]3', em DO,
500 MHz.
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Figura 52. Diagrama de contorno de RMN bidimensional de correlacdo heteronuclear

para o ion complexo [Fe(CN)s(NA4OMet)]3', em D,0O, 500 MHz.
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Figura 53. Diagrama de contorno de RMN bidimensional de correla¢do heteronuclear a

longa distancia para o ion complexo [Fe(CN)5(NA4OMet)]3', em D,O, 500 MHz.
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Figura 54. Espectro de RMN "C para o composto [Fe(CN)s(IA4F)]*, em D,O,
500 MHz.
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Figura 55. Espectro de RMN "C para o composto [Fe(CN)s(NA4F)]*, em D,0,
500 MHz.
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Figura 56. Diagrama de contorno de RMN bidimensional de correlagdo heteronuclear a

longa distancia para o ion complexo [Fe(CN)s(NA4F)]3', em D,0, 500 MHz.
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Figura 57. Espectro de RMN C para o composto [Fe(CN)s(IO3H)]*, em D,O,
500 MHz.
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Figura 58. Espectro de RMN "°C para o composto [Fe(CN)s(I03S)]*, em D,O,
500 MHz.
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Figura 59. Diagrama de contorno de RMN bidimensional de correla¢do heteronuclear a

longa distancia para o ion complexo [Fe(CN)s(103 S)]3', em D,0, 500 MHz.

132



C3,3’

C,,
2 3
NC CN N
V2 W
WA
NC  CN 0
2' 3 10
G
Cemmtnriﬁ] ‘
‘ C7 C4
Caxia]. Cﬁ

Figura 60. Espectro de RMN °C para o composto [Fe(CN)s(I03Met)]*, em D,0,

500 MHz.
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Figura 61. Espectro de RMN Be para o composto [Fe(CN)s(IO3SMet)]3', em D0,
500 MHz.
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Figura 64. Espectro eletronico em meio aquoso dos ligantes hidrazonas derivados do

acido nicotinico, pH = 6,8.
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Figura 65. Espectro eletronico em meio aquoso dos ligantes hidrazonas derivados do

acido nicotinico, pH = 6,8.

134



0.7

——103H
—— 103Met
06+ 103S
: — 103SMet
0.5+
]
0.4 4
Abs. . |
0.2+
0.1+
0.04
T T T T T T T T T 1
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda, nm

Figura 66. Espectro eletronico em meio aquoso dos ligantes oxadiazois, pH = 6,8.
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Figura 67. Espectro eletronico em meio aquoso do fon complexo [Fe(CN)s(IA4H)]*"

pH =6,8.
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Figura 68. Espectro eletrdbnico em meio aquoso do ion complexo
[Fe(CN)s(IA40Met)]’, pH = 6,8.
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Figura 69. Espectro eletronico em meio aquoso do fon complexo [Fe(CN)s(IA4F)]*,

pH=6.,8.
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Figura 70. Espectro eletronico em meio aquoso do ion complexo [Fe(CN)s(NA4H)]*"
pH=6,8.
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Figura 71. Espectro eletrdbnico em meio aquoso do ion complexo

[Fe(CN)s(NA4OMet)]* pH = 6,8.
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Figura 72. Espectro eletronico em meio aquoso do ion complexo [Fe(CN)s(NA4F)]*
pH =6,8.
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Figura 73. Espectro eletrénico em meio aquoso do ion complexo [Fe(CN)s(IO3H)]3'

pH =6,8.
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Figura 74. Espectro eletronico em meio aquoso do ion complexo [Fe(CN)s(I03Met)]*
pH =6,8.
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Figura 75. Espectro eletronico em meio aquoso do ion complexo [F e(CN)s(IO3S)]3' pH
=6,8.
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Figura 76. Espectro eletrdnico em meio aquoso do ion complexo [Fe(CN)s(I03SMet)]*

pH =6,8.
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Figura 78. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o composto IA4H, em

pastinha de KBr.
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Figura 79. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o composto I[A4OMet,

em pastinha de KBr.
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Figura 80. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o composto IA4F, em

pastinha de KBr.
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Figura 81. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o composto NA4H,

em pastinha de KBr.

100

80 -

60

T%
40 -

20 —

o v ] v 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

, -1
Numero de onda, cm

Figura 82. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o composto

NA4OMet, em pastinha de KBr.
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Figura 83. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o composto NA4F, em

pastinha de KBr.
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Figura 84. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o composto IO3H, em

pastinha de KBr.
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Figura 85. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o composto 103S, em

pastinha de KBr.
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Figura 86. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o composto I03Met,

em pastinha de KBr.
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Figura 87. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o composto IO3SMet,

em pastinha de KBr.
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Figura 88. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo

Na;[Fe(CN)s(IA4H)].xH,O, em pastinha de KBr.
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Figura 89. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo

Naz[Fe(CN)5(IA40Met)].xH,0, em pastinha de KBr.
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Figura 90. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo

Najs[Fe(CN)s(IA4F)].xH,0, em pastinha de KBr.
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Figura 91. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo

Naz[Fe(CN)s(NA4H)].xH,0, em pastinha de KBr.

100

80 —

60 -

T%
40 -

20

0 v T v T v T v T v T v T v T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

P -1
Numero de onda, cm

Figura 92. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo

Nas[Fe(CN)s(NA4OMet)].xH,O, em pastinha de KBr.
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Figura 93. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo

Nas[Fe(CN)s(NA4F)].xH,0, em pastinha de KBr.
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Figura 94. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo

Nas[Fe(CN)s(I03H)].xH»O, em pastinha de KBr.
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Figura 95. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo

Naz[Fe(CN)5(103S)].xH,0, em pastinha de KBr.
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Figura 96. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo

Nas[Fe(CN)s(I03Met)].xH,0, em pastinha de KBr.
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Figura 97. Espectro vibracional na regido do infravermelho para o complexo

Najs[Fe(CN)s(I03SMet)].xH,O, em pastinha de KBr.
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Figura 101. Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em solugao aquosa
(NaTFA 0,1 mol.L", pH = 6,8) contendo o ion complexo [Fe(CN)5(1A4H)]3',
v =100mV/s.
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Figura 102. Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em solugdo aquosa
(NaTFA 0,1 mol.L", pH = 6,8) contendo o fon complexo [Fe(CN)s(IA4O0Met)]™,
v=100mV/s.
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Figura 103. Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em solu¢do aquosa

(NaTFA 0,1 molL", pH = 6,8) contendo o ion complexo [Fe(CN)5(1A4F)]3',
v=100mV/s.
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Figura 104. Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em solugdo aquosa

(NaTFA 0,1 mol.L"', pH = 6,8) contendo o0 ion complexo [Fe(CN)s(NA4H)]",

v=100mV/s.
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Figura 105. Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em solu¢ao aquosa

(NaTFA 0,1 mol.L", pH = 6,8) contendo o ion complexo [Fe(CN)s(NA4OMet)]3',

v=100mV/s.
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Figura 106. Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em solugdo aquosa
(NaTFA 0,1 mol.L-1, pH = 6,8) contendo o fon complexo [Fe(CN)s(NA4F)]>,
v=100mV/s.
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Figura 107. Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em solu¢do aquosa

(NaTFA 0,1 mol.L™, pH = 6,8) contendo o ion complexo [Fe(CN)s(IO3H)]3',
v=100mV/s.
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Figura 108. Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em solugdo aquosa
(NaTFA 0,1 mol.L", pH = 6,8) contendo o ion complexo [Fe(CN)s(I03Met)]*,
v=100mV/s.
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Figura 109. Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em solu¢do aquosa

(NaTFA 0,1 molL", pH = 6,8) contendo o ion complexo [Fe(CN)s(IO3S)]3',
v=100mV/s.
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Figura 110. Voltamograma ciclico do eletrodo de carbono vitreo em solugdo aquosa

(NaTFA 0,1 molL", pH = 6,8) contendo o fon complexo [Fe(CN)s(I03SMet)]”,
v =100mV/s.
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Figura 111. Grafico de Atividade Residual (%AR) da enzima InhA inibida com o ion
[Fe(CN)sL]*, onde L = (a) NA4H; (b) IA4H; (c) NA4OMet; (d) IA4OMet; () NA4F;
(f) TA4F; (g) IO3H; (h) IO3S; (i) IO3SMet; (j) I0O3Met. (M= Wt InhA selvagem +

complexo na presenca de 10 umol.L” de NADH; ¥ = S94A InhA + complexo na

presenca de 10 pmol.L"' de NADH;.

= Wt InhA + complexo na presenca de

100 umol.L™! de NADH; < = S94A InhA + complexo na presenca de 100 pmol.L™" de

NADH).
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Para os ligantes hidrazonas
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Figura 112. Estrutura otimizada para os ligantes hidrazonas e sua densidade eletronica
molecular total com gradiente de potencial eletrotatico. Estruturas otimizadas:
(a) NA4H; (c) NA4F; (e) NA4OMet; (g) [A4H; (i) IA4F; (k) IAAOMet. Gradiente de
potencial eletrostatico: (b) NA4H; (d) NA4F; (f) NA4OMet; (h) 1A4H; (j) [A4F;
(1) IA40OMet
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Para os ligantes oxadiazois
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Figura 113. Estrutura otimizada contornada pelo potencial eletrostatico para os ligantes

{1

(2) (h)

oxadiazois e sua densidade eletrdnica molecular total com gradiente de potencial
eletrotatico. Estruturas otimizadas: (a) 103S; (¢) IO3H; (e) 103SMet; (g) 103Met.
Gradiente de potencial eletrostatico: (b) I03S; (d) IO3H; (f) I0O3SMet; (h) IO3Met.
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Figura 114. Estrutura otimizada para os complexos e sua densidade eletronica
molecular total com gradiente de potencial eletrostatico; Estruturas otimizadas do tipo
[Fe(CN)sL]*, onde L= (a) NA4H; (c) NA4F; (¢) NA4OMet; (g) IA4H; (i) IA4F;
(k) IA4OMet; (m) 103S; (o) IO3H; (q) IO3SMet; (s) I03Met. Gradiente de potencial
eletrostatico dos complexos do tipo [Fe(CN)sL]*, onde L= (b) NA4H; (d) NA4F;
(f) NA4OMet; (h) IA4H; (j) IA4F; (1) IA4OMet; (n) 103S; (p) IO3H; (r) I03SMet;
(t) I03Met.
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Figura 115. Orbitais de fronteira para os complexos; Orbitais LUMO para estruturas
otimizadas do tipo [Fe(CN)sL]", onde L= (a) IO3H; (c) I03S; (¢) IO3Met;
(g) 103SMet; (i) [A4H; (k) IA4OMet; (m) [A4F; (o) NA4H; (q) NA4OMet; (s) NA4F.
Orbitais HOMO-2; (b) IO3H; (d) 103S; (f) IO3Met; (h) I0O3SMet; Orbitais HOMO-1;
(§) IA4H; (1) IA4OMet; (n) IA4F; (p) NA4H; (r) NA4OMet; (t) NA4F.
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