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RESUMO

ARRUDA, Henrique Jefferson de. Sintese e avaliacio farmacolégica de complexos de Zn"
e Ag' utilizando ligantes hibridos planejados como prototipos para o tratamento
quimioterapico de infec¢oes. 2023. 263 p. Tese (Doutorado em Quimica). Instituto de
Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Doengas negligenciadas sdo doencgas causadas por agentes infecciosos e/ou parasitas
e sdo consideradas endémicas em populacdes de baixa renda. Essas doengas possuem
indicadores inaceitaveis e investimentos reduzidos em pesquisa, producao de medicamentos e
em seu controle, devido a isso, se fazem necessarios a busca por novos farmacos que causem
um melhor tratamento para os pacientes, além de que sejam menos toxicos. Dentre as doengas
negligenciadas que serdo abordadas neste trabalho, se encontram a Doenca de Chagas, Zika e
Chikungunya, doengas essas com poucos ou nenhum farmacos disponiveis. Dentro do contexto
da quimica medicinal, os compostos de coordenacdo ganharam destaque devido as suas
aplicacdes bioldgicas, por exemplo, o tratamento do cancer e da artrite, agentes antimicrobianos
e inibidores enzimaticos. O conhecimento estrutural e a compreensdo dos mecanismos de acao
farmacologica destes compostos sao de fundamental importancia no desenvolvimento de novos
farmacos mais eficientes e seguros ao organismo humano. Derivados de cumarina e quinolona
e diversos complexos metalicos vém sendo estudados quanto ao seu potencial como agentes
frente a doengas negligenciadas. Sendo assim, ligantes hibridos de cumarina-imidazopiridina
do tipo 2-(R)-2-ox0-2H-cromen-3-il)imidazo[ 1,2-a]piridina-3-carboxilato de etila (R = 7-EtoN
(HL1), 7-OCH3; (HL2), 8-OCHs (HL3) e 6-CH; (HL4)) e 2-(R)-2-oxo0-2H-cromen-3-
il)imidazo[1,2-a]piridina (R = 7-OCH3 (HLS5), 8-OCH3 (HL6)) além de quatro ligantes
derivados de quinolona do tipo 3-carboetoxi-4-oxo-1,4-diidroquinolina (R = 6-H (HL7), (6-F
(HLS), (6-Cl1 (HL9) e (6-Br (HL10)) foram sintetizados. Reagdes entre os ligantes (HL1-HL6)
e cloreto de Zinco resultaram em complexos neutros do tipo [ZnClo(HL1-6)2] (C1-C6), ¢ as
reacdes entre os ligantes HL1-HL3 com AgNO; resultaram nos complexos carregados
[Ag(HL1-3):]NO; (C1Ag-C3Ag). Sinteses envolvendo Zn(NQOs),, fenantrolina e os ligantes
derivados de quinolona (HL7-HL10) resultaram nos complexos carregados [Zn(phen)(HL7-
10)]NO; (C7-C10). As estruturas cristalinas dos complexos C2 [ZnCl(HL2),] ¢ C3
[ZnCl(HL3)2] foram determinadas por difracdo de raios X de monocristal (DRX), que
revelaram a coordenacao de dois ligantes através do nitrogénio do grupamento imidazopiridina,
com dois cloros completando a esfera de coordenacdo do metal e assim, exibindo uma

geometria tetraédrica distorcida. Neste trabalho, realizou-se a avaliacao anti-cruzi, anti-zika e
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anti-chikungunya de quatro pares de ligantes (HL1-HL4) e complexos (C1-C4). A avaliagao
anti-t.cruzi mostrou que, de forma inicial, o complexo C4 foi a molécula mais ativa, possuindo
o dobro de atividade do seu ligante correspondente HL4 (12,4 e 22,8 uM), indicando que a
coordenacdo pode estar favorecendo a atividade bioldgica e até mesmo ajudando a
biodisponibilizar o ligante no meio biologico. Além disso, a avaliacdo antiviral dos ligantes
(HL1-HL4) e dos respectivos complexos (C1-C4) frente a Chikungunya (CHIKV) e Zika
(ZIKV) mostrou que, de uma maneira geral, todos os compostos exibiram excelente atividade
antiviral, com destaque para os complexos C2-C4, que foram mais ativos para ZIKV que seus
ligantes de origem (ICso C2-C4 = 0,8 uM, ICso HL2-HL4 entre 1,2 ¢ 4,8 uM) e cerca de 4x
mais ativos que o controle Ribavirina (ICso = 3,95 uM). Contra CHIKV, destaca-se o ligante
HL3, que exibiu atividade mais alta que o controle e baixissima citotoxicidade (ICso = 0,67 uM
e CCso = 910 uM vs ICso Ribavirina = 2,42 uM e CCso = 297 uM), resultando em excelente
indice de seletividade (SI). Diferentemente do observado para ZIKV, a atividade dos ligantes
ndo aumentou com a complexacdo quando se trata do CHIKV, no entanto, todos os compostos

sdo elegiveis a terem seus mecanismos de acao estudados, o que se encontra em andamento.

Palavras-chave: complexos de zinco, hibridos de cumarina, atividade anti-cruzi, atividade

antiviral.



ABSTRACT

ARRUDA, Henrique Jefferson de. Synthesis and pharmacological evaluation of Zn'" and
Ag' complexes using hybrid ligands designed as prototypes for the chemotherapeutic
treatment of infections. 2023. 232 p. Thesis (Doctor in Chemistry) Chemistry Institute,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2023.

Neglected diseases are diseases caused by infectious agents and/or parasites and are considered
endemic in low-income populations. These diseases have unacceptable indicators and reduced
investments in research, drug production and their control, because of this, it is necessary to
search for new drugs that cause better treatment for patients, in addition to being less toxic.
Among the neglected diseases that will be addressed in this work are Chagas disease, Zika and
Chikungunya, diseases with few or no drugs available. Within the context of medicinal
chemistry, coordination compounds gained prominence due to their biological applications, for
example, the treatment of cancer and arthritis, antimicrobial agents and enzyme inhibitors.
Structural knowledge and understanding of the mechanisms of pharmacological action of these
compounds are of fundamental importance in the development of new, more efficient and safer
drugs for the human body. Coumarin and quinolone derivatives and various metal complexes
have been studied for their potential as agents against neglected diseases. Thus, coumarin-
imidazopyridine hybrid linkers of the ethyl 2-(R)-2-oxo-2H-chromen-3-yl)imidazo[1,2-
a]pyridine-3-carboxylate (R = 7-Et2N) (HL1), 7-OCH3 (HL2), 8-OCH3 (HL3) and 6-CH3
(HL4)) and 2-(R)-2-ox0-2H-chromen-3-yl)imidazo[1,2- a]pyridine (R = 7-OCH3 (HLY), 8-
OCH3 (HL6)) plus four quinolone-derived linkers of the 3-carboethoxy-4-oxo-1,4-
dihydroquinoline type (R = 6-H (HL7 ), (6-F (HLS), (6-Cl (HL9) and (6-Br (HL10)) were
synthesized. Reactions between ligands (HL1-HL6) and zinc chloride resulted in neutral
complexes of the type [ZnCly(HL1-6)2](C1-C6), and reactions between HL1-HL3 ligands with
AgNO:s resulted in charged complexes [Ag(HL1-3)2]NO3 (C1Ag-C3Ag). Syntheses involving
Zn(NOs)2, phenanthroline and the quinolone-derived ligands (HL7-HL10) resulted in the
charged complexes [Zn(phen)(HL7-10)]NOs; (C7-C10). The crystal structures of the C2
complexes [ZnClo(HL»)2] and C3 [ZnClay(HL3)2] were determined by single crystal X-ray
diffraction (XRD), which reveals showed the coordination of two ligands through the nitrogen
of the imidazopyridine group, with two chlorines completing the metal coordination sphere and
thus exhibiting a distorted tetrahedral geometry. In this work, the anti-cruzi, anti-zika and anti-

chikungunya evaluation of four pairs of ligands (HL1-HL4) and complexes (C1-C4) was carried
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out. The anti-t.cruzi evaluation showed that, initially, the C4 complex was the most active
molecule, having twice the activity of its corresponding ligand HL4 (12.4 and 22.8 uM),
indicating that coordination can be be favoring the biological activity and even helping to make
the ligand bioavailable in the biological environment. Furthermore, the antiviral evaluation of
the ligands (HL1-HL4) and respective complexes (C1-C4) against Chikungunya (CHIKV) and
Zika (ZIKV) showed that, in general, all compounds exhibited excellent antiviral activity, with
highlight for the C2-C4 complexes, which were more active for ZIKV than their parent ligands
(ICs0 C2-C4 = 0.8 uM, ICso HL2-HL4 between 1.2 and 4.8 uM) and about 4x more active than
the Ribavirin control (ICso = 3.95 uM). Against CHIKV, the HL3 ligand stood out, which
exhibited higher activity than the control and very low cytotoxicity (ICso = 0.67 uM and CCso
=910 uM vs ICso Ribavirin = 2.42 uM and CCso = 297 uM ), resulting in excellent selectivity
index (SI). Unlike what was observed for ZIKV, the activity of the ligands did not increase with
complexation when it comes to CHIKV, however, all compounds are eligible to have their

mechanisms of action studied, which is in progress.

Keywords: zinc complexes, coumarin hybrids, anti-cruzi activity, antiviral activity.
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INTRODUCAO GERAL

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as doengas negligenciadas podem
ser caracterizadas como “um conjunto de doencas associadas a situagao de pobreza, as precarias
condi¢des de vida e as iniquidades em saude”'. Com isso, pode-se dizer que as doencas
negligenciadas sdo doengas que prevalecem em condi¢cdes de pobreza, mas também sdo
importantes para que o quadro de desigualdade seja mantido, visto que atrasam o
desenvolvimento dos paises. Os principais paises com o0s mais baixos indices de
desenvolvimento humano (IDH) e maior prevaléncia de doengas tropicais negligenciadas
(DTN) estao localizados em regides tropicais e subtropicais do mundo. O Brasil possui o 70°
indice de desenvolvimento humano (IDH) do mundo. Nove das dez doengas tropicais
negligenciadas estabelecidas pela OMS estdo presentes no Brasil®*.

Apesar de haver financiamento € 0 mesmo ser oferecido as pesquisas relacionadas as
doencas negligenciadas, nem todo o conhecimento produzido ¢ revertido em avangos
terapéuticos, tais como novos métodos diagnosticos, fArmacos e vacinas*. Uma razio para esse
quadro € o baixo interesse da industria farmacéutica no assunto, que pode ser justificado pelo
baixo potencial de retorno lucrativo, visto que a populacao atingida ¢, principalmente, de baixa
renda e vive nos paises em desenvolvimento®. Estes paises, que representam 80% da populagdo
mundial, respondem por apenas 20% do mercado de medicamentos. Menos de 1% dos mais de
1300 novos medicamentos desenvolvidos nos ultimos vinte e cinco anos foram destinados a
essas doencas. Cerca de 90% dos recursos para pesquisa e desenvolvimento no setor
farmacéutico sdo destinados a medicamentos contra doengas que atingem 10% da populacdo
mundial, como hipertensio e diabetes®. Para a populacdo dos paises em desenvolvimento, esse
desequilibrio existente entre suas necessidades e a disponibilidade de medicamentos ¢ muito
prejudicial. A doenca do sono, por exemplo, atinge quinhentas mil pessoas e ameaca outras
sessenta milhdes na Africa. Apesar disso, até pouco tempo atras, os pacientes tinham como
unica alternativa de cura um tratamento a base de arsénico que, além de doloroso, matava uma
a cada vinte pessoas que se submetiam a ele. J4 a dengue atinge cerca de cinquenta milhdes de
pessoas em mais de cem paises. A malaria, para a qual ndo ha cura 100% eficaz, infecta mais
de trezentos milhdes e mata um milhdo de pessoas a cada ano’?®,.

O uso medicinal de complexos metalicos ndo ocorreu de forma aleatoria, como
muitos pensam, esse uso ja ¢ conhecido desde a antiguidade. No entanto, apds estudos
realizados por Paul Ehrlich em 1909 em que administrou compostos quimicos de arsénio no

tratamento da sifilis’, esse enfoque se tornou maior. A quimica inorganica medicinal ou quimica
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bioinorganica que identificamos atualmente foi promovida pelas descobertas de Francis Dwyer
(entre 1950 e 1960) que obteve compostos polipiridinicos de ruténio com propriedades
bacteriostaticas e anticancerigenas'®, e mais tarde consolidada com a descoberta realizada por
Rosenberg, que acidentalmente encontrou propriedades antitumorais do complexo de platina,
complexo este (cisplatina) que ficou marcado na histdria por seu sucesso na quimioterapia do

1112 "ysado clinicamente no mundo todo'.

cancer
A versatilidade na producao de metalofarmacos deve-se as propriedades que sao
caracteristicas dos metais de transi¢cao e dos ligantes coordenados ao ion metalico. Os centros
metdalicos apresentam diferentes estados de oxidacdo, diferentes formas geométricas, além de
particularidades cinéticas e termodinamicas'®. Segundo Ming!3 (2003), diversos farmacos que
desempenham atividades no sistema biologico podem apresentar diferentes habilidades
farmacologicas e toxicologicas ao se coordenarem a metais como: Ni, Cu, Zn, Co ou Mn'S,
Nao ¢ s6 de metal que um composto de coordenagdo ¢ feito, pois os ligantes
coordenados ao ion metalico desenvolvem papel tdo importante quanto o metal na atividade
biologica apresentada, seja através de sinergismo metal/ligante, seja a modificagdo de uma
estrutura alvo, até mesmo na obten¢ao de um novo mecanismo de acao. Dentre as moléculas
organicas promissoras, temos as cumarinas, que sdo compostos que apresentam atividades

1'7. A warfarina por exemplo, ¢ uma

bioldgicas, tais como antiviral, antimicrobiana e antitumora
das cumarinas amplamente utilizadas atualmente como anticoagulante, cuja administracdo oral
previne tromboembolismo venoso!®. Outra classe organica bastante promissora e difundida
dentro da quimica medicinal ¢ a da imidazopiridina. Os compostos organicos derivados do
nticleo imidazo[1,2-a] piridina apresentam diversas atividades biologicas'®.

Uma terceira classe de grande interesse na quimica medicinal inorganica sdo as
quinolonas. A descoberta ¢ o desenvolvimento da primeira quinolona com propriedades
terapéuticas — o acido nalidixico —desencadeou o interesse de diversos cientistas em sintetizar
e testar compostos desta familia. Em muitos casos a formacao de complexos quinolona — cation
divalente metalico origina compostos ainda mais ativos que os ligantes do tipo quinolénico que
lhes deram origem, o que instiga a atencdo por parte dos pesquisadores'®. Diversos complexos
deste tipo tém sido sintetizados para investigar as propriedades fisico-quimicas e biologicas, de
modo a explorar possiveis aplicagdes para além da antimicrobiana®’.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho consistiu na obtencao de ligantes inéditos

hibridos de cumarina-imidazopiridina e seus complexos de Zn" [ZnClo(HL1-6)2] (C1-C6), e de
Ag'[Ag(HL1-3),]NOs (C1Ag-C3Ag), Figura 1.
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HL1

cumarina-imidazopiridina

HL2 :
HL3 :
HL4 :
HLS :
HL6 :

: R = 7-N(Et), ; R2 = CO,Et
R = 7-OCH, ; R2 = CO,Et
R = 8-OCH; ; R2 = CO,Et
R = 6-CH,. ; R2 = CO,Et
R=7-OCH;;R2=H
R=8-OCH;;R2=H

Figura 1: Hibridos de cumarinas-imidazopiridina e seus complexos de Zn'' [ZnClo(HL1-6),]

(C1-C6), e de Ag'[Ag(HL1-3):]NOs (C1Ag-C3Ag).

Também foi planejada uma classe de complexos de Zn" contendo ligantes derivados

de quinolonas e auxiliares do tipo fenantrolina, [Zn(phen)(HLn)]NO3, Figura 2.

o 0 HL7:R=H
-~ HL8:R=4-F
rRZ T ° HL: R = 4-CI
NN HL10: R = 4-Br
H

_l N03-

7 N\ A
N =

A4
Zn
/\
¢ ¥
PN
XN

Figura 2: Derivados de Quinolona (HL7-HL10) e seus complexos de Zn' e fenantrolina

[Zn(phen)(HL7-10)]NO3 (C7-C10).
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Para os complexos [ZnClx(HL1-6)2], os ligantes se coordenariam em sua forma
neutra gerando complexos também neutros, pois os cloretos completariam a carga do metal. J&
para os complexos [Ag(HL1-3);]NOs, os complexos estariam em sua forma carregada,
possuindo um anion NOs3™ fechando o balango de carga. Para os complexos [Zn(phen)(HL7-
10)]NO3, derivados das quinolonas, apresentariam os hibridos coordenados de forma
desprotonada, onde os complexos teriam carga +1 com um anion NO3™ fechando o balango de
carga.

Além da sintese, tém-se como objetivos:

v' A caracterizagdo por técnicas analiticas (p.f. e massas de alta resolugdo), espectroscopicas
na regido do infravermelho e ressonancia magnética nuclear, além de DRX de monocristal,

quando possivel;

v" Investigagdo da citotoxicidade dos ligantes e dos complexos frente a linhagens de células
infectadas pelas formas amastigotas do 7. cruzi em comparacdo com os resultados de

farmacos ja estabelecidos;

v" Investigagdo da atividade anti-Zika e anti-Chikungunya dos ligantes e dos complexos.

v" Estudo do mecanismo de agdo dos compostos mais potentes frente a ZIKV e CHIKV.
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Capitulo 1: Ligantes Hibridos de
cumarima-imidazopiridina
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RESUMO

Este capitulo aborda a sintese e a caracterizagdo de sete hibridos inéditos do tipo
cumarina-imidazopiridina (HL1-7). Inicialmente foram descritos procedimentos
reacionais para a obtencdo de cumarinas e de compostos hibridos similares ja
apresentados na literatura e, em seguida, uma discussdo sobre as metodologias abordadas
e alguns mecanismos de reacdo. Nos topicos posteriores, dados de espectroscopia no
infravermelho, de ressonancia magnética nuclear (1D e 2D) de 'H e '3C, bem como a
descricao da estrutura de HL.1 determinada por Difracdo de raios-X de monocristal, serdo

reportados e analisados, delineando a caracterizacdo estrutural dos ligantes.

ABSTRACT

This chapter describes the synthesis and characterization of seven novel coumarin-
imidazopiridines hybrids (HL1-5). Initially, the methodologies for the synthesis of
coumarins and their derivatives are reported, followed by a discussion on the procedures
and some reactions mechanisms. In the subsequent topics, IR, 'H, '>*C NMR (1D and 2D)
spectroscopy data, as well as the description of the crystalline structure of HLI,
determined by X-ray single crystal analyses are presented and analyzed, delineating the

structural characterization of the ligands.
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1.1. INTRODUCAO

Os compostos heterociclicos, devido a sua variedade na natureza e fungdes
relacionadas ao metabolismo celular, como por exemplo, sua atuacdo no material
genético, possuem diversas aplicagdes tanto como farmacos, quanto em aplicagdes
industriais'. Dentre estes compostos encontram-se, com papel de destaque, as cumarinas,
também conhecidas como cromenonas, que sdo lactonas do 4cido hidroxicindmico
presentes em uma ampla variedade de metabdlitos secundérios de plantas. Podem ser
produzidas por alguns tipos especificos de fungos e bactérias®’. As cumarinas sio
classificadas como benzopironas, que sdo membros de uma familia de compostos em que
todas as estruturas quimicas possuem um anel de benzeno (A) ligado a um anel de pirona
(B). As benzopironas podem ser subdivididas em benzo-a-pironas (cumarinas) (C) e o

benzo-y—pirona (flavonoides)*® (Figura 1.1).

O, — T
0~ 0 0" "0
(A) (B) (©)

a-benzopironas

Figura 1.1: Estrutura quimica das cumarinas (C).

O nome cumarina ¢ originado do tupi “kumaru” nome dado a arvore
Dipteryxodorata, popular no norte do Brasil, de onde foram isoladas das suas sementes
as primeiras cumarinas por Vogel em 1820°. Podem ser classificadas em: simples (1),
furanocumarinas (2), piranocumarinas (3), cumarinas com substituintes no anel pirona (4)

e cumarinas miscelaneas (5) (Figura 1.2)’.

Figura 1.2: Estrutura quimica os diferentes tipos de cumarinas.
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Existem mais de 1300 cumarinas isoladas de plantas, bactérias e fungos obtidas
através de sua rota biossintética a partir do 4cido chiquimico ou pela via dos
policetideos®*!°. Também podem ser obtidas sinteticamente pelas reagdes de Perkin,
Pechmann e de Knoevenagel'!!2.

A reagdo de Perkin foi a primeira reacao de condensacao descrita envolvendo
o nicleo cumarinico em 1868!%. Como mostra o esquema 1.1, a reagio de Perkin consiste

na formag¢do nucleo cumarinico por condensagao alddlica, de orfo-hidroxibenzaldeido

aromatico e um anidrido acido, na presenca de um sal alcalino como catalisador'*.

o % % N
O
(:[Ol I Base O O
Esquema 1.1. Reacdo de condensacao de Perkin.

J4 a reagdo de Pechmann foi descrita pela primeira vez em 1883 como uma
sintese eficiente de cumarinas, que consiste na condensagao de um fenol com B-ceto éster
na presenca de um catalisador 4cido como mostra o esquema 1.2'>!®, Essa rota sintética
foi otimizada com reag¢ao livre de solvente, no micro-ondas, obtendo-se altos rendimentos
e, diante disso, tem sido frequentemente usada para obter cumarinas e outras

benzopironas com propriedades biolégicas e para o uso industrial'’.

Rl
O O
PPN N
R’ OEt
OH Acido R (6) 0]

Esquema 1.2. Reacdo de condensacao de Pechmann.

A reacdo de Knoevenagel (Esquema 1.3) foi primeiramente publicada em
1894. A reacdo de condensagdo consiste na reacdo de um aldeido com dietil malonato na
presenca de amonia ou amina como catalisador como mostra o esquema 1.3'%. A reagio
¢ catalisada por bases fracas ou pela combinagdo de aminas com acido carboxilico ou

acido de Lewis.
O O

COH R’
NN ©f>[
OH Base 0 O
Esquema 1.3. Reagdo de condensagdo de Knoevenagel.
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Diante de suas propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e terapéuticas, as
cumarinas tém ganhado grande enfoque na quimica medicinal devido a sua atuacdo como
antibidticos,  antiparasitarios, antifingicos, anticoagulante, anti-inflamatérios,
antibactericida e outros (Figura 1.3)!*?°, dentre outras propriedades como as relacionadas
ao sistema nervoso central (SNC), sendo alvo de pesquisa para o tratamento da Doenga
de Alzheimer (DA) e apresentando uma ampla quantidade de compostos com grande

variabilidade de atividades biologicas?'.

AN N N
CH;
0" o OH 0~ 0 0 (O N0

Cumarina per si Umbeliferona II:;:;“&”“&]
Antitumoral Antiadipogénica tumora
Antiinflamatério Antitubercular
Antibacteriano
o) OH N /o N
v
OH (@] 0 OH (6) O OH (@] (0]
: OH
Escopoletina Es.cule.:(tjma ‘
Antiadipogénica Antioxidante Fraxetina
Antitubercular Antiinflamatério Antiadipogénico
Antihipertensiva Antioxidante

Atividade neuroprotetora

Figura 1.3. Exemplos de cumarinas e suas aplica¢des farmacologicas.

Como dito no inicio deste capitulo, a quimica dos heterociclicos tem sido alvo
de inimeras pesquisas para projetar, sintetizar e explorar esqueletos com aplicagdes
farmacéuticas?>?*. O uso de heteroatomos nestes esqueletos, principalmente nitrogénio,
apresenta um grande enfoque e diversas linhas de pesquisa, devido a suas inumeras
aplicagdes em varias disciplinas como medicina, quimica, organometalicos e ciéncia dos
materiais>»?>. Dentro destes compostos encontram-se as imidazopiridinas (IMs), que s3o
heterociclos nitrogenados que possuem um anel imidazol fundido com anel piridinico®®.

Sao compostos que podem apresentar diferentes isdmeros: imidazo[1,2-
a]piridinas (Ims[1,2-a]), imidazo[ 1,5-a]piridinas, imidazo[4,5-b] piridinas € imidazo[4,5-
c]piridinas, classificadas de acordo com a posicao dos atomos de nitrogénio resultando
em diferentes anéis de imidazol e piridina e cada um com suas caracteristicas e

propriedades fisico-quimicas sendo as IMs [1,2-a] a forma mais conhecida (Figura 1.4)
27,28
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Figura 1.4. Isomeros da imidazopiridina.

Estes compostos apresentam uma ampla aplicacdo farmacolédgica apresentando
atividades como antibacteriana, anticancer, antiviral, anti-inflamatoria, antitumoral,
antiparasitdria, agentes antipiréticos, agentes antituberculares, analgésicos, no tratamento
de hepatite C e HIV. Apresentam também novas utilidades como herbicidas e
fungicidas®-.

Além de serem blocos de constru¢ao muito populares de diversas estruturas as
IMs[1,2- a] estdo presente em uma série de compostos biologicamente ativos, incluindo
produtos naturais e farmacos (Figura 1.5), por exemplo, saripidem, zolpidem (que € um

dos medicamentos mais populares para o tratamento de insénia); além do miroprofeno

(analgésico e antiinflamatorio ndo esteroidal) e 4cido minodrénico (osteoporose)®®3.

. N / Cl S N /
\NE 0
N\
B /
Sarapidem Zolpidem
Ansiolitico Tratamento de insdnia
. _N Y OH N / Q\
og/ P~0OH
. OH
Miroprofeno HO p_on
Analgésico e antiinflamatério HO'
ndo esteroidal Acido minodrdnico
Osteoporose

Figura 1.5. Exemplos de imidazopiridinas e suas aplicacdes farmacoldgicas.
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1.2. MATERIAIS E METODOS

1.2.1. Materiais e métodos de caracterizacao

Os salicialdeidos foram utilizados sem qualquer tratamento prévio. Os
solventes utilizados: metanol (Vetec), etanol (Vetec), éter etilico (Vetec), diclorometano
(Vetec), DMF (Vetec), DMSO (Vetec) e acetona (Vetec) foram usados como recebidos.

A purificacdo dos compostos foi realizada a partir da técnica de cromatografia
liquida de adsor¢do em coluna flash, Isolera Biotage, modelo ISO-4SV (ICE-UFRRJ).
Para a confecgdo da pastilha, utilizou-se silica gel 70-230 mesh (Merck). Como fase
movel, foram utilizadas as misturas solventes como hexano/acetato de etila 30% e 50%
ou diclorometano/metanol 5% de acordo com as propriedades fisico-quimicas de cada
componente.

O ponto de fusdo dos ligantes foi medido em um aparelho AAKER PMF II, no
Departamento de Quimica da UFRRJ. Os espectros na regido do infravermelho foram
obtidos no modo ATR com 64 scans e resolugio de 1 cm™! em espectrofotdometro FT-IR
Bruker Vertex 70, no Instituto de Quimica da UFRRI, e atribuidos os valores de nimero
de onda em cm™. Os espectros de RMN de 'H, '3C, COSY, DEPT-Q, HSQC foram
obtidos em espectrofotometros Bruker Ultrashield Plus (RMN de 'H: 400 ou 500 MHz e
RMN de "*C: 100 ou 125 MHz), em CDCl; e/ou DMSO-ds no Instituto de Quimica da
UFRRJ. Os espectros foram interpretados utilizando o programa ACD Labs Processor
12.0.

A estrutura cristalina do HL1, obtida ap6s evaporagdo lenta de solucao
etanodlica, foi determinada por difracdo de raios X por monocristal no Laboratério de
Difracao de Raio-X (LDRX - UFF), pelo Prof. Guilherme Pereira Guedes em um
difratometro D8 Venture (Bruker), usando radiacio MoK« (A = 0,7107 A) em
temperatura ambiente.O refinamento dos pardmetros de célula unitéria foi realizado com
o programa APEX23!. A redug¢io dos dados foi feita utilizando o programa SAINT?2. A
corre¢do de absorcdo foi feita utilizando reflexdes equivalentes através do programa
SADABS™®. A resolugdo da estrutura cristalina foi realizada nos programas SHELXS-97
e SHELXL-2014**. As imagens das unidades moleculares dos complexos em forma de

elipsoides foram obtidas no programa Mercury.
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1.2.2. Sintese dos hibridos cumarina-imidazopiridina contendo o grupo éster (HLI-

HL4)

Os ligantes imidazopiridinicos (HL1-HL4) e os derivados cumarinicos do tipo
B-cetoéster (A1-A4) foram sintetizados em parceria com o aluno de doutorado Felipe

Vitorio, do grupo do LadMol-QM em sua forma pura, utilizando e adaptando

metodologias ja descritas na literatura?>°2® esquema 1.4.
O O | N NH;
Rs N 0 @/(1.5 mmol) Rs
CBr4(1.3 mmol)/CH,;CN
Ry 0”0 1 MPOIEREN R,
Rz
0.5 mmol
A1: Ry =N(Et),, R,=He R; =H. HL1: R, = N(Et),, R, =H e R; = H.
A2: R1 = OCH3, R2 =He R3 =H. HL2: R1 = OCH3, Rz =He R3 =H.
A3: Ry =H, R,=0CHj; e R; =H. HL3: R;=H, R,=0OCH; e R; =H.
A4:R1=H, R2=HeR3=CH3. HL4:R1=H, R2=HeR3=CH3.

Esquema 1.4: Esquema genérico da sintese dos hibridos cumarina-imidazopiridina com

grupamento éster (HL1-HL4)

Essa reagdo consiste na condensacdo de Knoevenagel entre o respectivo [3-
cetoéster (0,5 mmol — A1-A4) e a 2-aminopiridina (1,5 mmol) refluxando em 5,0 mL de
CH3CN por 24h usando CBr4 (1,3 mmol) como agente de bromacgao/catalisador. A
imidazopiridina correspondente (HL.1-HL4) foi obtida ap6s colocar o contetido da reagdo
na geladeira e forgar a precipitagdo do solido da reacdo, que foi filtrado e lavado com
CH3CN gelado e seco, purificando-se posteriormente o sélido através de coluna
automatica de silica (ISOLERA), utilizando hexano/acetato (50%) como eluente,

obtendo-se 90% de rendimento.
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HL1: 2-(7-(dietilamino)-2-0x0-2H-cromen-3-il)imidazo[1,2-a] piridina-3-carboxilato
de etila

Rendimento: 90%

P.F: 200°C

RMN 'H (500 MHz)CDCl3: He = 9,34 (1H, d, *J = 1Hz, *J = 7,08); Hs= 7,94 (1H, s);
Hi =735 (1H, d, *J = 9,14 Hz); Hs-= 7,32 (1H,dt); Hs-= 7,27 (1H, d, ] = 9,14 Hz); Hs =
7,05 (1H, d, 31 = 7,08 Hz, *J = 1 Hz); He= 6,56 (1H, d, *J = 9,14Hz, *J = 2,35); Hs=6,55
(1H, d, J =2,4); OCH2= 4,35 (2H, q); NCH2= 3,46 (4H, q); CH3=1,28 (9H, m). RMN
13C (125 MHz) CDCls: Cio = 160,89; C> = 156,85; C7= 151,00; Co = 147,20; C» =
147,20; C4= 143,18; Cs= 140,36; C¢ = 129,46; C3-= 127,91; Cs= 127,74; Cs= 96,31;
Cy=117,38; Co=116,07; C10=113,77; C3e3 = 108,44; Cs=97,14; C11-= 60,72; Ci1¢13
=44.81; Ci2=14,15; Ci2c 14=12,55.

IV ATR (64 scans): 1690 (vC=0 éster), 1673 (vC=0 lactona), 1610 (vC=N), 1583
(vC=0), 1471, 1340, 1280, 1208, 1077, 953.

Formula molecular; Ca3H23N304.

HL2: 2-(7-metoxi-2-0x0-2H-cromen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina-3-carboxilato de
etila

Rendimento: 79%

P.F. : >260°C

RMN 'H (500 MHz)CDCls: He = 9,35 (1H, d, J = 6,81Hz); Ha = 8,01 (1H, s), H3’ =
7,73 (1H, d, J 8,82Hz); Hs = 7,47 (2H, t);Hs = 7,28 (1H, d, J = 8,27); Hs = 7,08 (1H, t);
He =6,90 (1H, d, J = 7,89 Hz); Hg=6,89 (1H, t); OCH2= 4,34 (2H, q); OCH3= 3,92 (3H,
s); CHs = 1,27 (3H, t). RMN 3C (125 MHz) CDCl3:Cip» = 163,10; C, = 160,46; C7 =
160,06; Co=155,93; Co-=147,70; Co: = 146,33; C4=142,60; Cs=129,33; C¢: = 127,94;
C3e8=120,37; Cy e5=117,54; C3=114,44; Cs= 112,88; Cs=100,65; C11>= 60,83; C11
=55,84; Ci2-= 14,06.

IV ATR (64 scans): 1702 (vC=0 éster), 1673 (vC=0 lactona), 1610 (vC=N), 1581
(vC=0), 1490, 1361, 1277, 1203, 1011, 944.

Formula molecular; Co0Hi6N2Os.

HL3: 2-(8-metoxi-2-0x0-2H-cromen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina-3-carboxilato de
etila

Rendimento: 64%
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P.F. : 178°C (P.D)

RMN 'H (500 MHZz)CDCls: He' = 9,34 (1H, d, J = 6,90Hz); Hs= 8,05 (1H, s); H3 = 7,74
(1H, d, J 9,10Hz); Hs = 7,49 (2H, t); Hs» = 7,28 (1H, t); Hse6= 7,15 — 7,09 (2H, d); H7=
7,07 (1H, t); RMN 13C (125 MHz) CDCls: Cio = 160,50; C> = 159,20; Cs= 147,14; Co
= 147; Cy = 145,85; C4= 142,60; C6’= 127,01; C3 8= 128,01; Csc 4 = 124,43; Co =
124,29; Cs=119,72; C10=119,66; C7=114,55; C3:¢5>=113,91; C11-=60,90; C11= 56,29;
Ciz=14,11.

IV ATR (64 scans): 1726 (vC=0 éster), 1686 (vC=0 lactona), 1609 (vC=N), 1583
(vC=C), 1450, 1322, 1287, 1220, 1020, 959.

Formula molecular; Co0Hi6N2Os.

HL4: 2-(6-metil-2-o0x0-2H-cromen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina-3-carboxilato de etila
Rendimento: 56%

P.F. :240°C

RMN 'H (500 MHZz)CDCls: He = 9,35 (1H, d); Hs= 8,01 (1H, s); H3= 7,74 (1H, d, J
= §8,80Hz); Hs-= 7,48 (2H, t); H7="7,39 (1H, d, J = 7,39 Hz); Hs=7,36(1H, s); Hs= 7,32
(1H, d, J = 8,6 Hz); Hs= 7,09(2H, dt); OCH>= 4,34 (2H, q); CHs= 2,35 (3H, s); CHs =
1,25 (3H, t). RMN 3C (125 MHz) CDCl3: Cip' = 160,49; C>=160,01; Co = 152,17; C»’
=143,03; Co=146,12; C4=142,39; Cs-=134,31; C3=123,91; Co=118,79;C10=114,12;
Ce=133,09; C7=128,05; Cs=127,97; C4=117,62; C3:c 5= 114,52;C11>= 60,48; C11=
20,81; Ci2>=14,02.

IV ATR (64 scans): 1725 (vC=0 éster), 1696 (vC=0 lactona), 1605 (vC=N), 1555
(vC=0), 1490, 1311, 1290, 1217, 970.

Féormula molecular: C20H;sN2Oa4.
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1.2.3. Sintese dos hibridos cumarina-imidazopiridina sem o grupo éster (HL5-HL?7)

Os ligantes foram sintetizados no Ladmol QM e cedidos em sua forma pura
pela discente Larissa Ferreira do LADMOL-QM. Em um tubo de ensaio de borosilicato
de (25 mL), onde foram adicionados 0,5 mmol de 3-(2- bromoacetil) -cumarina (74a-c) e
0,5 mmol de 2-aminopiridina (62) em 2 mL de etanol. Em seguida, o frasco foi selado e

a mistura foi agitada e aquecida a 80°C por 24h (Esquema 1.5).

0 IN\ NH, N )
R wBr @(0-5 mmol) N
U — R—
= o Yo EtOH o Yo

24h

0.5 mmol
HL5: R = 7-N(Et),
HL6: R = 8-OCH;3

Esquema 1.5: Esquema de sintese dos hibridos cumarina-imidazopiridina sem

grupamento éster (HL5-HL6). Adaptado de Kummerle, 2009.

HLS: 2-(7-(dietilamino)-2-0x0-2H-cromen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina.
Rendimento: 63%

P.F.: 199°C

RMN 'H (500 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm): He: = 8,91 (1H, d); H4= 8,83 (1H, s); Ho
=8,76 (1H, d, J = 8,80Hz); H3:HsH4= 7,80 (3H, m); H¢= 7,37 (1H, d, J = 7,39 Hz); Hsg
=7,13(1H, s); Hs= 7,07 (1H, d, J = 8,6 Hz); OCH3 = 3,91 (3H, s); RMN 3C (125 MHz)
CDClI3 / TMS (6-ppm): C2 =162,70; C9 = 160,29; C7 = 157,92; C2° = 147,83; C8’ =
138,63; C4 = 138,42; C5=129,27; C6’ = 126,10; C9’ = 125,56; C10=117,62; C5 =
116,95; C6 = 113,79; 113,20, C4> =113,02; C5> =112,43; C8 = 100,42; C11 =56,02.
IV ATR: 1720 (vC=0 éster), 1620 (vC=N), 1410, 1391, 1289, 1201, 1112, 1043.

Féormula molecular: C;7H2N>Os.

HL6: 2-(8-(metoxi)-2-0x0-2H-cromen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina.

Rendimento: 64%

P.F.: 178°C

RMN 'H (500 MHz) CDCI3 / TMS (8-ppm): He:= 9,06 (1H, d); Hs= 8,79 (1H, s); Ho’
=8.,601 (1H, d, J = 8,80Hz); H3Hs = 7,84 (2H, m); H4 = 7,52 (1H, m); Hs= 7,32 (1H, d,
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J =739 Hz); Hy = 7,08 (1H, d, J = 8,6 Hz); H;= 7,01 (1H, d, ] = 8,6 Hz); OCH; = 3,89
(3H, s); RMN 13C (125 MHz) CDCI3 / TMS (3-ppm): C2 = 168,12; C9 = 163,61; Cs =
158,83; C2° = 146,94; C4 = 140,60; Co = 126,59; Cs ¢ = 124,75;C6 = 120,50; Cy =
114,51; Cqr 7= 114,04; C11 = 11,53; Coes= 102,56

IV ATR (64 scans): 1684 (vC=0 éster), 1603 (vC=N), 1415, 1377, 1277, 1198, 1112,
1055.

Formula molecular: Ci7H12N20s.

1.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.3.1. Sintese dos hibridos cumarina-imidazopiridina com éster (HL1-4)

A sintese dos ligantes inéditos HL.1-4 foi dividida em duas etapas sendo a
primeira (sintese de A1-4), ja descrita em literatura pelo nosso grupo de pesquisa®. A
primeira etapa consistiu na obtencdo do nucleo cumarinico contendo um grupamento
¢éster (4) através de uma condensacao de Knoevenagel. Ja a segunda etapa, foi obtida
através de um acoplamento oxidativo na presenga do tretabromometano a aminopiridina
originando os produtos HL1-HL4.

Na proposta de mecanismo representado pelo Esquema 1.5, inicialmente ocorre
o equilibrio ceto-endlico do betacetoéster (A1-4), sendo sua forma endlica (E1-E4), o
nucleéfilo para reacdo de bromagao ocorrendo a adicdo de bromo do tetrabrometo de
carbono, no carbono a-carbonilico gerando um estado de transi¢do (a), que ¢
desprotonado pelo ion tribromometano, formando outro intermedidrio (b) que reage com
a aminopiridina por uma segunda substitui¢ao nucleofilica entre o bromo € o nitrogénio
piridinico formando o intermediario (c). Em seguida ocorre uma adi¢ao nucleofilica
acilica da amina primaria ligada ao anel piridinico, através de um ataque nucleofilico ao
carbono eletrofilico da cumarina formando o estado de transi¢ao pseudo-tetraédrico (d),
seguido de transferéncia de protons da amina para oxigénio da carbonila formando os
intermediarios de ressonancia, a carbinolamina neutra (e) € o ion iminio (f). Por fim,
ocorre uma transferéncia de protons para a hidroxila gerando o intermediario (g), seguida
de eliminacdo de uma molécula de dgua, ocorre entdo a formacdo da ligagdo dupla
carbono-carbono do composto (HL.1-4).

A reacgdo se mostrou dependente da reatividade da 2-aminopiridina, de acordo

com os substituintes do anel heteroaromatico. A 2-aminopiridina sem grupo substituinte,
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proporcionou maiores rendimentos para a formag¢ao das imidazopiridinas. Por outro lado,
com grupos retiradores de elétrons, como o bromo, os rendimentos tornaram-se
36 irad de elé d bilizand
menores™. Isso ocorre porque grupos retiradores de elétrons atuam desestabilizando o
estado de transi¢ao aminopiridinium, dificultando a formag¢ao dos produtos desejados. O
que nao ocorre quando nao ha substituintes ou ha presenca de grupos doadores de elétrons
que aumentam a densidade eletronica do anel heteroaromatico, estabilizando o
intermediario e diminuindo a energia de ativagao para formacao dos produtos (McMurry,

2012).

Esquema 1.6: Mecanismo proposto para formagao dos ligantes (HL1-HL4); Adaptado
de HUO, 2016).
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Para confirmag¢ao dos ligantes de interesse (HL1-4), experimentos de
determinacdo estrutural por IV, além de RMN de 'H e de *C (Anexos) foram realizados.
A comprovacdo da formagdo dos ligantes foi feita através da correlagdio com os

intermediarios beta-cetoésteres (A1-4).

o Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (IV)

As principais bandas de absor¢ao dos espectros na regido do infravermelho dos

compostos HL1-4 estdo mostradas na Tabela 1.1.

Tabela 1.1: Principais bandas dos espectros no infravermelho (cm™', ATR) de HL1-4
v(C=0)  v(C=O)iactona v(C=N) v(C=C)

HL1 1690 1673 1610 1583
HL2 1702 1673 1610 1581
HL3 1726 1686 1609 1583
HL4 1725 1696 1605 1579

Compostos contendo nucleos imidazopiridina descritos por Huo e
colaboradores (2016) apresentam bandas referentes a v(C=0) em 1697 e 1686 cm™'. Por
outro lado, estiramentos na faixa de 1616-1606 cm™' foram atribuidos a ligagio C=N
presente no anel imidazopiridinico’®.

Para HL1, h4 duas bandas referente aos v(C=0) da carbonila do éster e da
lactona do anel cumarinico, em 1690 e 1673 cm™!, respectivamente, ji a banda em 1610
cm’! ¢ referente ao v(C=N) do grupamento imidazo[1,2-a]piridina correspondente, o que

confirmou a formagio dos hibridos cumarina-imidazopiridina®’.
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° Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

A fim de facilitar a compreensao, a figura 1.6 contém um sistema de numeracgao

utilizado para atribui¢ao nos espectros dos ligantes (HL1-HL4).

6 5
L HLI: R = 7-N(Et),
e HL2: R =7-OCH;
HL3: R =8-OCH;
HL4: R = 6-CH,

Figura 1.6: Sistema de numeracao utilizado para a atribui¢do de sinais nos espectros de

RMN.

A fim de comparacdo, a Figura 1,7 compara o precursor Al com o HLI1

sintetizado.
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Figura 1.7: Comparacgdo do espectro de RMN de 'H do precursor Al com o HLI em
CDCls.

Os ligantes HL.1-4 apresentam perfis bastante semelhantes em seus espectros
de RMN de 'H. A unica variacdo encontrada é devido aos substituintes em posicdes
diferentes, o que gera também acoplamentos diferentes. O sinal de H4, o hidrogénio mais
desblindado do anel cumarinico, ¢ visto como um singleto em & 8,80°®. Os demais

hidrogénios aromaticos do anel da cumarina foram atribuidos com base nos acoplamentos
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observados no COSY (Tabela 1.3 e espectros em anexo). O sinal referente a HS, em o
7,49 foi caracterizado como um dupleto devido ao acoplamento com H6. Os sinais de H6
e H8 foram verificados em deslocamento mais baixo dentre todos os hidrogénios
aromaticos, naregido de o 6,53-6,84, como um dupleto ou um duplo dupleto e um singleto
ou um dupleto, respectivamente.

De maneira similar para todas as imidazopiridinas sintetizadas (HL1-HL4), o
principal indicativo da formagao do produto ¢ o desaparecimento do sinal correspondente
ao metileno alfa-dicarbonilico, referente ao precursor -cetoéster (A1-A4), variando de o
3,90- 4,00 ppm. O hidrogénio da cromenona tornou-se mais protegido, devido a presenca
do anel piridinico no lugar da carbonila cetdnica, podendo ser observado na faixa de 6
7,95-8,56 ppm no espectro de RMN 'H.

Identificou-se um sinal na faixa de o 9,23-9,56 referente ao hidrogénio
ortopiridinico, o que corrobora com a conclusdo de ciclizacdo e formacao no nucleo
imidazopiridinico.

A tabela 1.2 mostra os sinais dos espectros de RMN de 'H para os ligantes HL1-
HLA4, a fim de comparagao, que confirmam a formag¢ao dos hibridos e a semelhanca entre

eles.
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Tabela 1.2: Caracterizag¢ao dos sinais de RMN de 'H dos ligantes (HL1-HL4) em DMSO-

ds. Dados obtidos a 500 MHz.

H HL1 HL2 HL3 HL4
M m;JHz) [ H(m;JHz) [ H(m;JHz) |6 '"H (m; J
Hz)
4 7,95 (s) 8,01 (s) 8,05 (s) 8,01 (s)
5 7,34 (d,J =827 | 7,42 (d,J=8,27 | 7,15 (m) 7,36 (s)
Hz) Hz)
6 7,32(d,J =827 7,32(d,J=8,27 | 7,29 (m) -
Hz) Hz)
7 - - 7,15 (m) 739 d, J =
7,39 Hz)
8 7,36 (s) 7,36 (s) - 732 (d; J =
7,39)
3 7,75(d,J=8,82 | 7,76 (d,1=8,82 | 7,73 (d; J=9,10 | 7,74 (d; J=
Hz) Hz) Hz) 8,80 Hz)
4 7,47 (t,J1=8,82| 7,47 (t,J1=8,82 | 7,47 (t, J1 =748 (dt, J1 =
eJ2=7,79Hz) |eJ2=7779Hz) |882eJ2=7,79 882 e J2 =
Hz) 7,79 Hz)
5 7,06 7,08 7,08 | 7,09 (dt, J1 =
(t,J1=681¢ (t,J1=681¢ (t,J1=68le |68l ¢ J2 =
J2="7,79 Hz) J2="1,79 Hz) J2="7,779 Hz) | 7,79 Hz)
6’ 9,36 (d,J=6,81 |9,35(d,J=6,81 | 9,36(d,J=6,90 | 9,35 (d, J =
Hz) Hz) Hz) 6,81 Hz)
OCH2CH3 | 4,34 (9) 4,34 (q) 4,34 (q) 4,34 (q)
OCH,CH; | 1,27 (b) 1,27 (t) 1,27 (t) 1,25 ()
OCH3; 3,92 (m) 3,92 (s) 3,92 (s) -
NCH;CH; | 1,27 (m) - - -
NCH,CH; | 3,42 (m) - - -
CH; - - - 2,35 (s)

No intuito de se determinar acoplamentos entre hidrogénios proximos foi
realizado em espectro de RMN COSY?>® do produto HL3 (Figura 1.8). Através deste,
pdde-se verificar a intera¢do entre o H4’ e o H6’ (6 7,63 ppm — 9,22 ppm) em um
acoplamento em “W”, além da interacdo dos hidrogénios vizinhos H5 e H6 (6 7,84 ppm

— 7,03 ppm).
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Figura 1.8: Espectro de RMN bidimensional COSY para o HL3. Acoplamento entre
hidrogénios proximos. Ampliagdo na regido de 6 6,00 — 8,00 ppm no espectro 1D de 1H
em DMSO-ds.

A fim de completar e melhorar toda a caracterizag@o, o espectro de RMN de

3C em DEPTQ foi realizado, Figura 1.9.

Figura 1.9: Espectro de RMN de *C em DEPTQ para o HL3 em DMSO-ds.

Pela atribuicdo do RMN de *C DEPTQ foi possivel identificar os carbonos
carbonilicos, que sao os mais desblindados do espectro, com destaque para o carbono 10°,
referente ao éster ligado ao grupamento imidazopiridinico que foi assinalado em 6 160,5,

seguido do carbono 2, referente a carbonila da lactona presente no anel cumarinico que
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se encontra em o 159,2. Pode-se destacar também as atribui¢des dos CH3 distintos, o
carbono 11 muito mais deslocado para campo mais baixo devido ao fato de estar ligado
a um oxigénio, sendo observado em d 56,3, enquanto o CH3 terminal do éster se encontra
em o 14,1.

Através da atribuicdo dos sinais no espectro de hidrogénio descritos
anteriormente foi possivel determinar, no espectro de carbono, os sinais correspondentes
aos carbonos ligados a esses hidrogénios através de um experimento de HSQC. Este
visualiza o acoplamento entre os nucleos de carbono e de hidrogénio presentes na

1°%. A Figura 1.10 demonstra o

estrutura do produto através de uma ligagdo covalente, J
espectro de HSQC para o espectro de hidrogénio no eixo horizontal, e para o espetro de

carbono no eixo vertical.

Figura 1.10: Espectro de RMN bidimensional HSQC para o HL3 em DMSO-ds.
Acoplamento entre carbonos e hidrogénios dos sistemas aromadticos através de uma
ligacdo covalente, J1.

Os acoplamentos do tipo J1 observados entre os hidrogénios e carbonos sao

descritos na Tabela 1.3.
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Tabela 1.3: Principais acoplamentos (C-H) apresentados no espectro HSQC (J1) de HL3
DMSO-d6

Acoplamento C-H H 1B3C
C4-H4 8,28 143.4
C5-H5 7,84 129,0
Co6-H6 7,03 101,3
C8-HS8 7,12 113,3
C3’-H3’ 7,77 127.,9
C4’-H4’ 7,29 115,5
C5’-HS’ 7,63 117,7
C6’-H6’ 9,22 130,5
° Andlises por difracao de raios X de monocristal (DRX) de HL1

Monocristais prismaticos na cor laranja de HL.1 foram obtidos por evaporagao
lenta de uma mistura de hexano/acetato de etila do respectivo ligante a temperatura
ambiente e confirmou a formagao do nucleo imidazopiridina e sua regioquimica. O HL.1
cristaliza num grupo espacial P-1 triclinico. A unidade assimétrica deste derivado encontra
-se disponivel na Figura 1.11. Os dados de refinamento dos cristais de HL1 estdo
disponiveis no anexo (Tabela A1), bem como os de comprimento e angulos de ligagdes,

angulos de tor¢ao e ligagdes de hidrogénio (Tabela A2-AS).

Figura 1.11: Estrutura molecular do HL1. A cristalizagdo da molécula de solvente foi
omitida por razdes de clareza. Codigos por cor: cinza (carbono), vermelho (oxigénio) e

azul (nitrogénio). Os dtomos de hidrogénio sdo representados como esferas brancas.
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Os comprimentos das ligagdes 02-C2, O3-C10’ em torno de 1,20A caracterizam
uma ligacdo dupla entre os atomos. J4 a ligagdo O1-C2 apresenta comprimento maior, em
torno de 1,38A caracterizando uma ligagdo simples. Esses valores estdo de acordo com
ligagcdes similares encontradas na literatura, visto que compostos hibridos cumarina-
imidazopiridina ainda ndo sao tdo descritos na literatura.

Os principais comprimentos de liga¢ao e angulos do ligante HL 1 estdo disponiveis

na tabela 1.4.

Tabela 1.4: Principais comprimentos de ligagdo bem como angulos de ligacdo HL1

obtidos por DRX.

Atomos Comprimento de Ligacdo

O(1)-C(2) 1,3801(2)

0(2)-C(2) 1,2031(8)

0(3)-C(10%) 1,2006(12)

Atomos /fngulo de ligacao [°]
0(1)-C(2)-0(2) 116,13(4)
0(3)-C(107)-0(4) 122,88(6)
N(2)-C(2’)-N(1) 111,79(4)

1.3.2. Sintese dos hibridos cumarina-imidazopiridina sem grupo éster (HL5-7)

Devido ao fato destes ligantes terem sido cedidos pela discente de doutorado
Larissa Ferreira, todos os dados sobre a sintese e purificagdo podem ser encontrados na
dissertacdo de mestrado da mesma. Os espectros de RMN de 'H confirmaram a formagio

e a pureza dos ligantes utilizados.
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° Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

A fim de facilitar a compreensao, a figura 1.12 contém um sistema de numeragao

utilizado para atribui¢ao nos espectros dos ligantes (HL5-HL6).

HL5: R = 7-OCH
HL6: R = 8-OCH

Figura 1.12: Sistema de numeracdo utilizado para a atribui¢do de sinais nos espectros de

RMN.

De forma similar aos ligantes (HL1-HL4), nos espectros do HL5 e HL6 ndo se
observou o sinal correspondente ao metileno alfa-dicarbonilico variando de & 3,90- 4,00
ppm. O hidrogénio da cromenona (H4), caracteristico da formac¢ao das cumarinas, tornou-
se mais protegido, devido a presenca do anel piridinico no lugar da carbonila cetdnica,

podendo ser observado na faixa de 7,95-8,56 ppm no espectro de RMN de 'H.

Identificou-se um sinal na faixa de 9,23-9,56 referente ao hidrogénio
ortopiridinico (H3”), o que corrobora com a conclusao de ciclizagao e formagao no nucleo

imidazopiridinico.

1.4. CONCLUSOES

A metodologia reacional utilizada na sintese dos quatro derivados hibridos
inéditos do tipo cumarina-imidazipiridina (HL.1-4) mostrou-se satisfatdria e reprodutivel,
levando a obten¢do dos compostos em sua forma pura, com bons rendimentos e com as
estruturas esperadas, sendo confirmadas por todas técnicas de caracterizacao utilizadas.
A similaridade entre as andlises espectroscopicas e analiticas de HLL1-4 indicaram que
todos os ligantes possuem a mesma configuragao. Os ligantes HLS-HL6 foram recebidos
em sua forma pura, apesar da sintese dos mesmos ser bem diferente dos HL1-HL4, ha
grande similaridade dos sinais no RMN de 'H e de *C, corroborando com a formagao e

a purcza dos mesmos.
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RESUMO

Este capitulo se inicia com uma revisdo de literatura sobre as fungdes biologicas dos
metais Zn e Ag, suas aplicagdes terapéuticas, seguido das principais metodologias de
sintese. Em seguida, ¢ descrita a sintese de sete complexos inéditos do tipo [ZnCl>(HL1-
6)2] (C1-6), com os derivados dos hibridos de cumarina-imidazopiridina HL.1-6 além dos
complexos inéditos do tipo [Ag(HL1-3)2]NO3 (C1Ag-C3Ag), com os derivados dos
hibridos de cumarina-imidazopiridina HLL1-HL3, ligantes estes descritos no Capitulo 1.
Os procedimentos reacionais, bem como caracterizagdes por massas de alta resolugao,
IV, RMN (1D e 2D) de 'H e '*C, e a descri¢do das estruturas dos complexos C2 ¢ C3

determinadas por DRX de monocristal, sdo discutidas no texto.

57



ABSTRACT

This chapter begins with a literature review on the biological functions of Zn and Ag
metals, their therapeutic applications, followed by the main synthesis methodologies.
Then, the synthesis of seven novel complexes of the type [ZnCl,(HL1-6)2] (C1-6) is
described, with derivatives of the coumarin-imidazopyridine hybrids HL1-7, in addition
to the novel complexes of the type [Ag( HL1-3)2]NO3 (C1Ag-C3Ag), with derivatives of
coumarin-imidazopyridine hybrids HL1-HL3, ligands described in Chapter 1. Reaction
procedures, as well as characterizations by high-resolution masses, IR, NMR ( 1D and
2D) of 'H and '3C, and the description of the structures of the C2 and C3 complexes
determined by single crystal XRD, are discussed in the text.
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2.1. INTRODUCAO

2.1.1. Complexos de Zn'': papel no sistema biolégico e uso terapéutico

O Zinco, dentre os diversos metais do bloco d, ¢ considerado o segundo mais
abundante, o qual apresenta a configuragio eletronica: [Ar] 3d!? 4s>. No meio celular, é
somente encontrado na forma de Zn"! com o seu orbital da camada de valéncia totalmente
preenchido eletronicamente (3d!%), originando assim, complexos diamagnéticos e
incolores!?. As funcdes desempenhadas por este metal estio relacionadas a certas
propriedades, dentre elas podem ser citadas: (a) alta estabilidade em processos de
oxirredugio; (b) a configuragio eletronica 3d'°, que torna a geometria nio dependente de
campos ligantes de estabilizacdo® (c) sua polarizabilidade intermediaria, que permite a
ligacdo com atomos doadores, como O, N e¢; (d) seu carater acido de Lewis, capaz de agir
de forma coordenante com substratos®. Ademais, com relagdo as suas geometrias, o
numero de coordenagdo (NC) mais comum para os complexos de zinco € o 4, levando a
compostos tetraé¢dricos. Além dessa, pode apresentar outras geometrias com numero de
coordenagdo iguais a 5 (bipirAmide trigonal) e 6 (octaédrico)’.

O Zinco estd presente em diversos procedimentos metabolicos; para uma
melhor exemplificagdo, suas principais fungdes sao divididas em trés classes: catalitica,
reguladora e estrutural’. Na maioria das metaloenzimas, o Zinco apresenta atividade
catalitica, atuando na transformacgio de substratos®’ , ¢ um cofator da anidrase carbonica,
uma enzima capaz de converter diéxido de carbono (CO2) em bicarbonato (HCO3")
reversivelmente. Além disso, fornece uma estabilidade estrutural a enzimas terciarias e
quaternarias, semelhante a acio das pontes dissulfeto®. Adicionalmente, liga-se

fortemente a metaloproteinas como componente estrutural®!

e sua atividade regulatoria
pode estar relacionada aos “dedos de zinco” (figura 2.1), estruturas proteicas que possuem
um ou mais cations de zinco na sua conformagao. A a¢do dessas espécies associa-se ao
controle da transcricdo genética, sendo capazes de modular outras proteinas, o DNA e o
RNA, especificamente, eles regulam a transducao de sinal, diferenciag¢@o ou proliferagao

celular'!.
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Figura 2.1: Estruturas dos dedos de zinco com cadeias laterais, representadas como
varetas, dos residuos de cisteina e histidina conservados coordenados com um ion zinco
(esfera vermelha). Sendo a projecao de seis dedos de zinco em um complexo com o DNA

mostrados na parte inferior'?. Fonte: Adaptado de GERBASCH; G; BARBAS, 2014.

Considerando a baixa toxicidade do Zinco, biodisponibilidade e sua
essencialidade, muitos estudos também sdao voltados para a busca de metalofarmacos,
envolvendo este metal e diversas formulagdes farmacéuticas contendo zinco ja sao
utilizadas na clinica'® (Figura 2.2).

Sais de zinco sdo usados por via oral para tratar doengas metabolicas graves,
como a doenca de Wilson, uma doenga hereditaria caracterizada pelo acimulo de cobre
no cérebro e no figado. Por sua vez, piritionato de zinco ¢ usado em xampus para tratar
seborréia, enquanto propionato de zinco e caprilato de zinco sdo usados como agentes
antifingicos tépicos. O Dermodex®'*, um farmaco contendo 6xido de zinco, é
empregado no tratamento de dermatites e estudos recentes demonstram o potencial

antiinflamatério de complexos de zinco.
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Figura 2.2: Estruturas de farmacos contendo zinco. A) Acetato de zinco; B) sulfato de
zinco utilizados no tratamento de doenca de Wilson; C) propionato de zinco e D) caprilato

de zinco usados como antifungicos topicos.

Guilherme e colaboradores publicaram em 2010 dois complexos de diclofenaco-
Zn" ¢ avaliaram a atividade antiinflamatéria comparando com o diclofenaco de potassio.
O complexo sintetizado (Figura 2.3) reduziu as contor¢des abdominais € o nimero de
lesdes gastricas, ou seja, possuindo menor toxidez sistémica € com 1SS0 possui um

caminho promissor se comparado a farmacos j4 estabelecidos no mercado'®.

Figura 2.3: Estrutura conformacional proposta por Guilherme e colaboradores para o

complexo diclofenaco-zinco (DCF-Zn)

Em 2017, Romanovi¢ e colaboradores reportaram a caracterizacio estrutural e
espectroscopica de dois complexos de Zn'! sintetizados a partir do cloreto de 2-quinolino-
(carboximetil)trimetilamoniohidrazona (HqctmahCl). O complexo, figura 2.4, possuia
potencial antimicrobiano contra cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e

contra uma cepa fingica. Estes compostos apresentaram atividade antimicrobiana baixa
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ou moderada frente os microorganismos testados, com valores de concentragao inibitdria

minima (CIM) maior do que os formacos utilizados como controle positivo'®.

Figura 2.4: Representacdo da estrutura do complexo [Zn(gctmah)(NCO)z].

2.1.2. Complexos de Ag': uso terapéutico

A Prata ¢ um metal de transicdo do grupo 11 da tabela periddica com
configura¢do eletronica [Kr] 5s' 4d'°. Os compostos de Ag! tém sido explorados durante
muito tempo devido as suas propriedades medicinais, luminescentes e também no campo
de materiais!’. Em particular, devido ao efeito bactericida, compostos de prata vém sendo
utilizados em filtros de agua, maquinas de lavar louga e geladeiras. No campo de quimica
bioinorganica medicinal, varios compostos de prata, como o nitrato de prata vém sendo
usados na preven¢do de infeccdes em feridas por queimaduras, no tratamento de
traumatismo, feridas abertas e ulceras cronicas. Durante muito tempo, os compostos de
prata foram usados como antibidticos, mas cairam em desuso com o uso da penicilina e
derivados'®.

Devido ao uso indiscrimidado de alguns antibidtipos, toxidez sistémica e
resisténcia bacteriana adquirida, o desenvolvimento de compostos de prata tem se
apresentado promissor na busca por farmacos com baixa toxicidade e, neste sentido, a
coordenacdo de moléculas organicas com potencial atividade farmacologica a diversos
metais, tais como o zinco, pode ser uma boa estratégia para a obtencdo de compostos

seguros e eficazes'’.
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Ag' quando combinada a compostos organicos que apresentam propriedades
medicinais, como antibactericida, forma diversos complexos cujas propriedades tém sido
investigadas. Moléculas organicas como o benzotriazol e derivados, contém nitrogénio
doadores de elétrons e um sistema biciclico que demonstraram atividades biologicas
como antibactericida, anticancerosa, antimicrobiana e antifingica®’. Atualmente, um dos
compostos contendo Ag' mais utilizados como agente bactericida ¢ a sulfadiazina de prata
(figura 2.5A). O farmaco se mostrou mais eficaz no tratamento de feridas causadas por
queimaduras quando comparada a antibidticos, uma vez que estes apresentaram-se
inadequados devido ao surgimento de organismos resistentes?'.

Como ja dito anteriormente, a acdo bactericida da prata é conhecida desde os
tempos remotos, porém, mais recentemente a atividade antitumoral dos complexos de Ag'
vem sendo estudada. A pesquisa de terapia baseada em complexos cresceu nos ultimos
anos devido aos resultados satisfatorios de compostos de Pt', como a cisplatina. Porém,
algumas linhas de cancer possuem resisténcia a cisplatina e aos fArmacos de cisplatina e
derivados (e.g. A2780 cis-ovario)*>. Estudos apontam que em diversos tumores,
complexos de Ag' apresentaram maior eficiéncia quando comparados a cisplatina. Em
alguns estudos os autores relatam que a a¢ao farmacoldgica exibida pelos compostos de
prata é exclusiva dos ions Ag'?. Embora o mecanismo de agio dos ions Ag' ndo seja
devidamente compreendido e raramente abordado na literatura, o efeito desses ions pode
ser observado através de mudancas estruturais € morfoldgica nas células. Os trés possiveis
mecanismos de agdo propostos sdo: (1) inibicdo das fungdes de transporte na parede
celular (respiracao); (2) interrup¢ao do metabolismo da célula (mudanga na estrutura das
enzimas) e (3) inibi¢do da divisdo celular (interacdo com DNA). Recentemente mostrou-
se que um complexo de Ag' com bis(carbeno N-heterociclico) (Figura 2.5B) provocou
danos na estrutura do DNA por diferentes mecanismos incluindo inibi¢ao das enzimas
topoisomerase | e tiorredoxina redutase (TrxR), e inducdo na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Além disso, o complexo revelou-se como potente inibidor da
enzima poli-(ADPribose) polimerase 1 (PARP-1), que € essencial no processo de reparo
do DNA, inibiu seletivamente a glicolise de células de carcinoma de ovario (A2780 e
OVCAR3) e ocasionou morte celular via apoptose. Os danos causados no DNA foram
consistentes para melhorar a acdo citotoxica preferencialmente contra linhagens celulares
A2780 resistentes a cisplatina, tornando esse complexo um promissor agente antitumoral.
Por outro lado, estudos mecanisticos envolvendo complexos de Ag' com

bis(difenilfostino) alcanos (Figura 2.5C) revelaram indu¢ao da apoptose de células de
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adenocarcinoma de pulmao (A549) e de mama (MCF-7), evidenciado por mudancas
morfoldgicas nas células e associado a producao excessiva de ROS. Em outro estudo, a
incorporagdo da Ag' nas estruturas dos ligantes ftalazina (Figura 2.5D) e quinazolina
(Figura 2.5E) proporcionou o aumento da atividade antibacteriana frente a isolados
clinicos de Pseudomonas aeruginosa e atuaram como agentes intercalantes do gDNA,

inibindo assim sua replicagdo®*.

Figura 2.5: A) Sulfadiazina de prata (I); B) Complexo de Ag(I) com bis(carbeno N-
heterociclico) [Ag(NHC)2AgBr2]; C) Complexo de Ag(l) com bis(difenilfosfino)
alcanos [Ag2(barb)2(mdppe)(DMSO)2]; D) Complexo de Ag(l) com ftalazina {[Ag(qz-
N)][BF4]}n; E) Complexos de Ag(I) com quinazolina {[Ag(R-O)(phtz-N)](u-phtz-
N,N")2}

2.1.3. Complexos relevantes de Zn e Ag contendo nucleos cumarinicos,

imidazopiridinicos ou correlatos

A procura por novos ligantes ¢ um campo de interesse continuo, para facilitar
nas aplicacdes praticas, novos ligantes devem ser facilmente preparados através de
materiais simples e disponiveis. Neste sentido, a utilizacao de diferentes ligantes pode
modificar a atividade biologica dos complexos®.

Dentre os mais diversos ligantes utilizados na obten¢do de compostos de
coordenagdo, estdo os compostos heterociclicos. Eles sdo caracterizados por serem
estaveis e por conterem no anel pelo menos um heteroatomo (geralmente N, O ou S),

sendo sua estabilidade explicada pela teoria da ressonincia®®. A grande maioria dos
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compostos heterociclicos pode ser encontrada na natureza e possuem diversas aplicagdes
farmacolodgicas e fungdes biologicas importantes. Exemplos destes compostos incluem a
cafeina (alcaloide presente nos graos de café), prolina (aminoacido essencial), porfirina
(estrutura comum a hemoglobina e clorofila), dentre outros.

O intuito deste capitulo ¢ sintetizar e investigar a atividade bioldgica de novos
complexos de Zn"' e Ag' contendo derivados de cumarina e imidazopiridina, devido as
atividades biologicas e sitios de coordenacgdo ja descritos no capitulo anterior. Todo esse
foco nessas classes de compostos esta fundamentada em trabalhos ja estabelecidos na
literatura.

Em 2007, por exemplo, novos complexos de Ag' contendo derivados de
cumarina-carboxilatos, Figura 2.6, foram sintetizados e caracterizados por Thati e
colaboradores, onde os ligantes se coordenam de forma monodentada ao metal, sendo um
ligante do tipo O-doador e conferindo geometria linear. Além disso, suas atividades
biologicas foram avaliadas frente a candida albicans, incluindo mecanismo de acdo?’,
onde os compostos apresentaram atividades promissoras, alguns possuindo MIC de 34
uM. Este trabalho demonstra ainda que a atividade antifingica dos complexos de Ag!
ocorre devido a interrupgao da respiragao, levando assim a um aumento de vazamento na
membrana, pela interrupgao a sintese de ergosterol.

R\\
\ /9

f——

(o)

o
(0} \Ag

Figura 2.6: Complexos de Ag' contendo derivados de cumarina-carboxilatos.

Islas e colaboradores publicaram em 2017 diversos complexos de Zn!
contendo cumarina e o-fenantrolina e avaliaram as suas atividades microbioldgicas e seus
comportamentos frente a fosfatase alcalina, Figura 2.7 28. Os complexos sdo octaédricos,
possuindo 3 quelatos, 2 ligantes e 1 o-fenantrolina. Os complexos contendo fenantrolina
possuiram MIC < 100, ou seja, sendo bastante ativos frente as linhagens fingicas, mas

sendo inativos, MIC > 750 frente as linhagens bacterianas.
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Figura 2.7: Complexos de Zn" contendo derivados de cumarina e tendo fenantrolina

como amina auxiliar.

Ha vérios artigos que exploram a coordena¢do de zinco a derivados
imidazopiridinicos, principalmente com ligantes com atividade biologica ja reconhecida,
como o Zolpidem. Em 2021, Strianese e colaboradores sintetizaram complexos de zinco
e imidazopiridina como prototipos para sondas fluorescentes de sulfeto de hidrogénio®,
Figura 2.8. Os resultados preliminares, aliados a calculos teoricos por DFT, mostram que

estes complexos podem vir a ser 6timas sondas para deteccdo de H>S em modelos vivos.

R
Q nc
TR0
— \
CH; O N
Zn(LR
[Zn(L"),] .

R= H(1),Br(2), NO, (3), OH (4)
Figura 2.8: Prototipos de sondas fluorescentes de Zn" contendo derivados de

imidazopiridina.

Muitos autores também reportam o uso de ligantes substituidos do tipo
benzoimidazol para obter os respectivos complexos de zinco com intuito de avalia¢do de
diversas atividades biologicas. Em particular, 7 novos complexos de zinco foram

reportados por Elif Apohan e colaboradores®® e outros 9 foram reportados por Ulku

Yilmaz e colaboradores?!, Figura 2.9.

66



Figura 2.9: Complexos de Zn" contendo N-heterociclos do tipo benzoimidazol.

2.2. MATERIAIS E METODOS

2.2.1. Materiais e métodos de caracterizaciao

Os solventes metanol, etanol, DMSO, diclorometano, hexano e acetato de etila
(Aldrich) bem como acetonitrila (Vetec) ¢ DMF seco (anhydrosolv — TEDIA), e o
reagente ZnCl, (Aldrich), foram usados sem tratamento prévio.

A metodologia e aparelhagem utilizadas para as analises dos complexos por
ponto de fusdo, espectroscopia na regido do infravermelho, ressondncia magnética
nuclear (RMN de 1H, 3C, COSY) foram as mesmas descritas no Capitulo 1 para os
ligantes HL1-6. Espectrometria de massas de alta resolucdo (High resolution mass
spectrometry - HRMS) foi realizada usando o Espectrometro de massas hibrido
quadrupolo - Orbitrap QExactive ™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, EUA) com
ionizacao por eletrospray (Electrospray ionization -ESI). Solucdes padrao de trabalho dos
compostos (1000 ng mL!") foram preparadas com agua/metanol 7:3 e fortificada com
acido formico 0,1% e NH4COOH (formato de amodnio) a 5 mM, sendo as solug¢des usadas
por infusdo direta. Dados de difragdo de raios X de monocristais para os complexos C2-
3 foram coletados e tratados da mesma forma como descrito para os ligantes no Capitulo
1. Os atomos de hidrogénio foram tratados utilizando uma mistura de refinamentos
independentes e restritos. Para C2 e C3, monocristais foram obtidos de uma solugao 1:1
MeOH:Acetato de etila. As medidas de condutividade foram realizadas em um
condutivimetro ION DDS-120W equipado com cela de platina e uma constante de célula
1,03236 uS cm!,no Departamento de Quimica da UFRRIJ. As solugdes foram preparadas
em DMF grau espectroscopico (Am= 0,96 pS cm™) na concentragio de 1,0 x 10 mol L

!. Brometo de tetraetilamdnio (Am= 79,56 pS cm™) foi utilizado como eletrolito padrio
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1:1. As solugdes foram medidas a temperatura ambiente, logo apds serem preparadas e
apos 20 min em solugao.
2.2.2. Sintese dos complexos do tipo Zn"-Cumarina-imidazopiridina
2.2.2.1. Sintese dos complexos do tipo [ZnCI>(HLI-6)] (CI-6)
O procedimento da sintese dos complexos a partir do precursor ZnCl, foi

estabelecido através da adaptagdo de metodologias descritas em literatura!®>!®, O

Esquema 2.1 mostra a rota de sintese geral dos complexos C1-6.

() Q
7
ZnCl, (10%) Ry—
“ani70°C o o

J

Etanol N
O\ / R
C1:R1=7-N(Et),; R2 = CO,Et N 1
C2:R1=7-OCH;; R2 = CO,Et R,

C3:R1=8-OCH,; R2 = CO,Et
C4:R1=6-CH,. ; R2 = CO,Et
C5:R1=7-OCH;;R2=H
C6:R1=8-OCH;; R2=H

Esquema 2.1: Esquema geral de sintese dos complexos do tipo [ZnCl,(HL1-6)] (C1-6).

Preparou-se uma suspensao contendo 50 mg dos respectivos ligantes HL.1-6
em um baldo de fundo redondo contendo 10 mL de etanol, que foi levado a agitacdo. Em
um béquer, adicionaram-se 1 equivalente de ZnCl; (com 10% de excesso) em 10 mL de
etanol e a solugdo foi vertida sobre a suspensao de HLL1-6 contida no baldo. A mistura
reacional foi mantida sob refluxo e agitagdo por 4 h. O volume de solvente foi reduzido
a metade por rotaevaporacao e a solucdo final, mantida na geladeira para a evaporagdo
lenta do solvente, onde se obteve um so6lido marrom (C1, C4, C5, C6) e cristais brancos
(C2-3). Todos os so6lidos obtidos foram purificados através de filtragao e lavagem com

etanol gelado. Os produtos foram mantidos em dessecador sob vacuo.
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(C1): bis-2-(7-(dietilamino)-2-oxo0-2H-cromen-3-il)imidazo[ 1,2-a]piridina-3-carboxilato
de etila diclorozinco (II)

Rendimento: 37%

P.F. :154-155°C (com degradacao)

RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 6 9,37 (d, 1H, H6" (J = 8,72 Hz); 8,46 (d, 1H,
H3’ (J =8,40 Hz); 7,88 (s, 1H, H4); 7,47 (t, 1H, H4* (J1 = 8,82 Hz ¢ J2 = 7,79 Hz); 7,07
(m, 2H, Hs e Hs"); 6,48 (d, 1H, Hs (J = 7,89 Hz); 6,29 (s, 1H, Hs); 4,27 (q, 2H, OCH:CH}3);
3,44 (m, 2H, N(CH>CHj3)2); 1,25 (t, N(CH2CH3)2); 1,14 (t, OCH2CH5).

IV (ATR, vmax/em™): 1700 (vC=O0 éster/lactona), 1620 (vC=N), 1523, 1401, 1356, 1211,
1145, 1012, 877.

Condutividade molar (DMF — 103 M): 11,12 ps cm™.

LC-MS (m/z +): 948.23 m/z, 947,18 m/z (calculado).

Formula molecular: C46H46CpNsOsZn.

(C2): bis-2-(7-metoxi-2-0x0-2H-cromen-3-il)imidazo[ 1,2-a]piridina-3-carboxilato de
etila diclorozinco (II)

Rendimento: 39%

P.F. :172°C (com degradacdo)

RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 5 9,38 (d, 1H, H6" (J = 8,72 Hz); 8,49 (d, 1H,
H3’ (J=8,40 Hz); 7,87 (s, 1H, H4); 7,33 (t, 1H, H4’ (J1 = 8,82 Hz ¢ J2 = 7,79 Hz); 7,31
(t, IH, Hs(J1=6,81¢J2=7,79 Hz); 7,12 (d, 2H, H5 e H6 (J = 7,89 Hz); 7,02 (s, 1H, Hs);
4,26 (q, 2H, OCH:CH5); 4,01 (s, 3H, OCH;); 1,26 (t, OCH2CH3).

IV (ATR, vmax/em™): 1715 (vC=0 éster), 1700 (vC=0 lactona), 1615 (vC=N), 1573,
1443, 1377, 1225, 1173, 1021, 920.

LC-MS (m/z +): 866,11 m/z, 864,99 m/z (calculado).

Formula molecular: C4H32C1nN4O10Zn.

(C3): bis-2-(8-metoxi-2-0x0-2H-cromen-3-il)imidazo[ 1,2-a]piridina-3-carboxilato de
etila diclorozinco (II)

Rendimento: 50%

P.F. :188°C (com degradacdo)

RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 6 9,35 (d, 1H, H6" (J = 8,72 Hz); 8,46 (d, 1H,
H3’ (J=8,40 Hz); 7,88 (s, 1H, H4); 7,47 (t, 1H, H4’ (J1 = 8,82 Hz ¢ J2 = 7,79 Hz); 7,09
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(m, 3H, H5, H6 e H7); 7,08 (t, 1H, Hs*(J1 =6,81 ¢J2 =7,79 Hz); 4,34 (q, 2H, OCH>CH}3);
4,01 (s, 3H, OCH53); 1,26 (t, OCH2CH3).

IV (ATR, Vmax/em™): 1710 (vC=0 éster), 1700 (vC=0 lactona), 1611 (vC=N), 1565,
1440, 1391, 1229, 1173, 1016, 917.

Condutividade molar (DMF — 103 M): 11,93 ps cm™.

LC-MS (m/z +): 866,11 m/z, 864,99 m/z (calculado).

Formula molecular: C4H32C1aN4O10Zn.

(C4): bis-2-(6-metil-2-ox0-2H-cromen-3-il)imidazo[ 1,2-a]piridina-3-carboxilato de etila
diclorozinco (II)

Rendimento: 63%

P.F. :163°C (com degradacdo)

RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHz, ppm): 5 9,40 (d, 1H, H6" (J = 6,81 Hz); 8,49 (d, 1H,
H3’ (J = 8,40 Hz); 7,94 (s, 1H, H4); 7,33 (dt, 1H, H4* (J1 = 8,82 ¢ J2 = 7,79 Hz); 7,12
(dt, 1H, H5* (J1 = 8,82 ¢ J2 = 7,79 Hz) ; 7,04 (m, 3H, H5 H7 e HS); 4,26 (q, 2H,
OCH:CH3); 2,38 (s, 3H, CH3); 1,09 (t, OCH2CH3).

IV (ATR, Vmax/em™): 1710 (vC=0 éster), 1700 (vC=0 éster), 1611 (vC=N), 1588, 1515,
1477, 1396, 1256, 1121, 1020.

Condutividade molar (DMF — 103 M): 18,34 ps cm™.

LC-MS (m/z +): 834,11 m/z, 832,99 m/z (calculado).

Formula molecular: C4H3:CipN4OgZn.

(C5): bis-2-(7-metoxi-2-0x0-2H-cromen-3-il)imidazo[ 1,2-a]piridina diclorozinco (II)
Rendimento: 64%

P.F.: 178°C

RMN 'H (500 MHz) CDCl3 / TMS (8-ppm & 8,83 (d, 1H, H6’ (J = 6,81 Hz); 8,80-8,76
(m, 2H, H4 e H9); 7,84-7,82 (m, 2H, H3 e H5); 7,78 (t, 1H, H4 (J1 = 8,82 Hz e J2 =
7,69 Hz); 7,24 (d, 1H, H6 (J = 7,89 Hz); 7,13 (s, 1H, HS); 7,06 (t, 1H, H5°(J1= 6,81 Hz
e J2=17,79 Hz); 3,91 (s, 3H, OCHj3).

IV (ATR, Vmax/em™): 1716 (vC=0 lactona), 1652 (vC=N), 1481, 1469, 1375, 1322, 1173,
1010.

Condutividade molar (DMF — 103 M): 17,22 ps cm™.

Formula molecular: C34H24C1pN4OgZn.
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(C6): bis-2-(8-metoxi-2-0x0-2H-cromen-3-il)imidazo[ 1,2-a]piridina diclorozinco (II)
Rendimento: 62%

P.F.: 182°C

RMN H (500 MHz) CDCl3z / TMS (8-ppm): 6 8,86 (m, 2H, H6 e H9’; 8,73 (s, 1H,
H4); 7,85(m, 2H, H3 e H5); 7,79 (t, 1H, H4’(J1=8,82 Hz ¢ J2 = 7,69 Hz); 7,40 (d, 1H,
H6 (J=17,89 Hz); 7,35 (m, 1H, H7 e H5"); 3,95 (s, 3H, OCH5).

IV (ATR, Vmax/em™): 1697 (vC=0 lactona), 1648 (vC=N), 1607, 1595, 1520, 1443, 1377,
1225, 1173, 1021, 920.

Condutividade molar (DMF — 103 M): 15,19 ps cm™.

Féormula molecular: C3sH>4C2N4OsZn

2.2.3. Sintese dos complexos do tipo Ag'-Cumarina-imidazopiridina

2.2.3.1. Sintese dos complexos do tipo [Ag(HL1-3)] (C14g-C3A4g)

O procedimento da sintese dos complexos de prata seguiu protocolo bem
semelhante aos complexos de Zn', utilizando AgNOs como precursor, através da
adaptagdo de metodologias descritas em literatura (Esquema 2.2)!*!®. Os complexos de
Ag' foram sintetizados utilizando sempre excesso de precursor metalico frente ao ligante,
a fim de que o ligante fosse totalmente consumido e assim, o produto da sintese fosse

mais facil de purificar.

4h/70°C
Etanol

C1Ag : R = 7-N(Et),
C2Ag: R =7-OCH;
C3Ag : R = 8-OCHj.

Esquema 2.2: Esquema geral de sintese dos complexos do tipo [Ag(HL1-3)], (C1Ag-
C3Ag).
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Preparou-se uma suspensao contendo 50 mg dos respectivos ligantes HL1-HL3
em um baldo de fundo redondo contendo 10 mL de etanol, que foi levado a agitacdo. Em
um béquer, adicionou-se 1 equivalente de AgNO3 (Com 10% de excesso) em 10 mL de
etanol e a solugdo foi vertida sobre a suspensao do ligante contida no baldo. A mistura
reacional foi mantida sob refluxo e agitagao por 4 h. O volume de solvente foi reduzido
a metade por rotaevaporacao e a solucdo final, mantida na geladeira para a evaporagdo
lenta do solvente, onde se obteve um sélido branco. Todos os solidos obtidos foram
purificados apo6s filtragdo e lavagem com etanol gelado. Os produtos foram secos e

mantidos em dessecador sob vacuo.

(C1Ag): Nitrato de bis-2-(7-dietilamino-2-oxo0-2H-cromen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina-
3-carboxilato de etila prata (I)

Rendimento: 52%

P.F.: 195°C (com degradacao)

RMN de 'H (DMSO, 400 MHz, ppm): 8 9,37 (d, 1H, H6" (J = 8,72 Hz); 8,00 (s, 1H,
H4);7,79 (d, 1H, H3” (J = 8,82 Hz); 7,49 (t, I1H, H4’ (J1 = 8,82 Hz e J2 = 7,79 Hz); 7,38
(d, 1H, H5 (J = 8,27 Hz); 7,10 (t, I1H, H5" (J1 = 6,61 Hz e J2 = 7,79 Hz); 6,63 (d, 1H, H6
(J =7,89 Hz); 6,57 (s, 1H, H8); 4,37 (q, 2H, CHy); 3,46 (m, 2H, NCH>); 1,26 (t, 9H,
NCH,CH; e CHa).

IV (ATR, vmax/em™): 1699 (vC=0 éster/lactona), 1608 (vC=N), 1591, 1320, 1293, 1173,
1021, 920.

Condutividade molar (DMF — 103 M): 77,12 ps cm™.

Formula molecular: C4H32AgN5013

(C2Ag): Nitrato de bis-2-(7-metoxi-2-0x0-2H-cromen-3-il)imidazo[ 1,2-a]piridina-3-
carboxilato de etila prata (I)

Rendimento: 48%

P.F.: 210°C (com degradacao)

RMN de 'H (DMSO, 400 MHz, ppm): 5 9,45 (d, 1H, H6" (J = 8,72 Hz); 8,18 (s, 1H,
H4);7,99 (d, 1H, H3” (J = 8,82 Hz); 7,68 (t, IH, H4’ (J1 = 8,82 Hz ¢ J2 = 7,79 Hz); 7,54
(d, 1H, H5 (J = 8,27 Hz); 6,93 (m, 1H, H5 e H6), 6,89 (s, 1H, HS); 4,38 (q, 2H, CH»);
3,94 (s, 3H, OCHj3); 1,29 (t, 3H, CH3).

IV (ATR, vmax/em™): 1686 (vC=0 éster/lactona), 1608 (vC=N), 1524 (vN=0), 1510,
1379, 1366, 1225, 1173, 1071, 1005.
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Condutividade molar (DMF — 103 M): 72,05 ps cm™.

Formula molecular: C4H32AgN5013

(C3Ag): Nitrato de bis-2-(8-metoxi-2-0x0-2H-cromen-3-il)imidazo[ 1,2-a]piridina-3-
carboxilato de etila prata (I)

Rendimento: 56%

P.F.: 187°C (com degradacao)

RMN de 'H (DMSO, 400 MHz, ppm): 5 9,37 (d, 1H, H6" (J = 8,72 Hz); 8,24 (s, 1H,
H4); 7,95 (d, 1H, H3* (J = 8,82 Hz); 7,62 (t, 1H, H4’ (J1 = 8,82 Hz ¢ J2 = 7,79 Hz); 7,29
(m, 1H, H5); 7,22 (m, 1H, H6); 7,15 (m, 1H, H7); 4,37 (q, 2H, CHz); 4,00 (s, 3H, OCH);
1,26 (t, 3H, CH3).

IV (ATR, vmax/em™): 1690 (vC=0 éster/lactona), 1612 (vC=N), 1573, 1377, 1221, 1173,
1077, 888.

Condutividade molar (DMF — 103 M): 78,34 ps cm™.

Formula molecular: C4H32AgNsO1;

2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1. Sintese dos complexos [ZnCl2(HL1-4)] (C1-C4)

Os complexos de Zn" contendo derivados cumarinicos-imidazopiridina
contendo grupamento éster foram sintetizados a partir do precursor metalico ZnCl, e dos
ligantes HL1-HL4. Os respectivos complexos C1-C4 foram sintetizados com 10% de
excesso do precursor de Zn'", a fim de se consumir totalmente os ligantes.

Os derivados hibridos cumarina-imidazopiridina (HL1-HL4) s3o muito
versateis na quimica de coordenagdo, visto que apresentam dois pontos suscetiveis a
complexacgdo: o atomo de oxigénio da lactona do grupamento cumarinico ¢ o atomo de
nitrogénio imidazopiridinico. Apds conhecer as caracteristicas estruturais destes ligantes,
planejou-se a sintese dos complexos C1-C4, a fim de que o ligante se coordenasse de
forma bidentada ao metal e possuindo dois cloretos completando a esfera de coordenacao,
sendo, portanto, neutro. Alguns parametros foram escolhidos a fim de se chegar a uma
condicdo ideal de sintese. O solvente utilizado, etanol, foi escolhido por solubilizar os

ligantes e por ser utilizado na sintese de complexos andlogos de zinco®2. O tempo
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reacional foi estipulado em 4h, apds monitoramento das reagdes por CCF, indicando que

este seria o tempo ideal para complexa¢do devido a relativa reatividade do zinco.
2.3.1.1. Caracterizacio estrutural dos complexos C1-4

o Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (IV)

Os complexos contendo o grupo éster C1-4 foram analisados por
espectroscopia no IV e as principais bandas de absor¢ao estdo mostradas na Tabela 2.1.

Os espectros no IV dos complexos de Zn'! exibiram alteracdes caracteristicas quando

comparados aos respectivos ligantes (Figura 2.10).

Figura 2.10: Espectros no infravermelho dos compostos HL.1 ¢ C1. A regido de 2800 a

1800 cm'! foi omitida por ndo conter estiramentos.
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O espectro no infravermelho dos ligantes exibe uma a banda fina em 1690 cm™
referente a0 v(C=0) do éster presente no grupamento imidazo[1,2-aJpiridina. Apds a
coordenacio desloca para 1700 cm™, se tornando um envelope de bandas junto com o
v(C=0) referente a lactona do anel cumarinico. O Vv(C=N) do grupamento
imidazopiridinico no ligante se encontra em 1610 cm™' e apds a coordenagio se desloca

para 1620 cm™

Tabela 2.1: Principais bandas no infravermelho (cm’!, ATR) observadas nos espectros

de C1-4.

v(C=0) v(C=N)
C1 1700 1620
C2 1715 1615
C3 1710 1611
C4 1710 1611
o Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

De maneira andloga aos seus respectivos ligantes (Capitulo 1), os complexos
C1-7 foram analisados através de experimentos 1D e 2D de RMN de 'H e '3C em CDCl;
e/ou DMSO-ds, € seus espectros encontram-se no anexo. A Figura 2.11 apresenta a

numerac¢ao utilizada para a atribui¢do dos sinais nos espectros.

Figura 2.11: Numerag¢ao para a atribui¢do de sinais nos espectros de RMN.
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A formagao do complexo C1 foi evidenciada pelas modificagdes caracteristicas

quando comparadas ao espectro de HL.1 (Figura 2.12).

Figura 2.12: Espectros de RMN de 'H em CDCIl; de HL1 (400 MHz) e C1 (400 MHz)
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No espectro do HL1, o hidrogénio mais desprotegido ¢ o H6’ presente no anel
piridinico e foi atribuido como dupleto em & 9,34 (J = 6,94 Hz). Observa-se apos a
coordenacdo, que o H6’ se mantém inalterado devido a distancia deste hidrogénio dos
pontos de coordenagdo, nao sendo assim, afetado pela complexacdo. O segundo
hidrogénio mais desblindado no HL1 ¢ o H4, presente no anel lactadmico e foi atribuido
como simpleto largo em & 7,94. Este hidrogénio por ser de facil identificagao, por ndo
acoplar com nenhum outro hidrogénio do espectro, foi o hidrogénio de referéncia para
integragdo. Apos formagao do C1, o H4 sofreu um leve deslocamento para campo mais
alto, em 6 7,88, que pode ser explicado pela doagdo eletronica que o zinco confere ao
ligante, protegendo mais este hidrogénio frente ao ligante livre.

O hidrogénio H3’ se encontra na forma de dupleto em & 7,73 e ¢ o hidrogénio
caracteristico da formacao do complexo, onde o sinal em C1 aparece como dupleto em &
8,46, que sofreu deslocamento para campo mais baixo se comparado ao ligante, indicando
assim a coordenag¢do através do nitrogénio do grupo imidazolico.

No ligante, os hidrogénios H4’ e H5’ se apresentam como tripletos em & 7,35
e & 7,32 respectivamente, e os hidrogénios H5 se encontra como um dupleto em & 7,04 (J
= 8,20 Hz). Os sinais do H6 e HS se encontram em 6 6,64 (dupleto —J = 8,20 Hz) e d 6,58
(simpleto), respectivamente. Observou-se, apos complexacdo, que todos os outros
hidrogénios aromaticos (H4’, H5’, H6 e H8) sofreram deslocamento para campo mais
alto, exceto o H5, que se manteve inalterado no espectro do complexo.

O CH2 mais desblindado no HL1 aparece como um multipleto na faixa de &
4,38-4,33, referente ao CH» do grupamento éster, e tornando-o mais desprotegido devido
aos efeitos indutivos causados pelos oxigénios deste grupo. Os outros dois CH» referentes
ao grupo dietilamino se apresentam como um multipleto largo na faixa de & 3,49-3,44.
Os hidrogénios de todos os grupos CH3 aparecem na regido esperada, como um multipleto
largo na faixa de & 1,31-1,24. Os dois sinais referentes aos CH, também sofreram
deslocamento para campo mais alto em C1, corroborando o efeito de prote¢ao causado
pelo zinco através da doagao eletronica pela sua camada d completa. Os sinais dos CH3
referentes ao grupo dietilamino sofreram deslocamento para campo mais baixo para &
1,26, destacando-se assim do CH3 do grupo éster, que se manteve inalterado em & 1,13,
devido a distancia dos pontos de coordenagao.

Toda a atribuicao foi baseada no acoplamento apresentado pelo espectro de 'H
2D (COSY), figura 2.13. Observa-se os acoplamentos de H5/H6, H5’/H6’, H6°/H4’ e

HS5°/H3’ corroborando com a caracterizagao feita pelo RMN de 'H.
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Figura 2.13: Espectro de COSY em CDClI; para C1.

Os espectros de RMN de 'H dos demais complexos apresentaram padrio
semelhante ao C1, o que indicou que todos se coordenaram da mesma forma ao metal. A
tabela 2.2 mostra os deslocamentos quimicos para os hidrogénios dos complexos C1-C4

em CDCl;
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Tabela 2.2: Dados obtidos nos espectros de RMN de 'H e COSY para C1-4 em CDCls.

H C1 C2 C3 C4
o ™H (m; o ™H (m; O 'H (m; J|6 'H (m; J
Hz) Hz) Hz) Hz)

4 7,88 (s) 7.87 (s) 7,88 (s) 7,94 (s)

5 7,07 (4, J = | 7,12 (d, J = 7,09 (m) 7,04 (s)
8,27 Hz) 8,27 Hz)

6 6,48 (d, J =| 7,12 (d, J =] 7,09 (¢ :
7,89 Hz) 7,89 Hz)

7 - - 7,09 (m) 7,04 (d, J =

7,39 Hz)

8 6,29 (s) 7,02 (s) - 7,04 (d; 8,6)

3 8,46 (d, J =849 (d, J =846 (d; J=|849 (d; J-
8,82 Hz) 8,82 Hz) 9,10 Hz) 8,80 Hz)

& 747 (t, J1 =| 733 (t, J1 =| 7,47 (t, J1 = | 7,33 (dt, JI =
8,82 ¢ J2 8,82 e J2 882 ¢ J2 =882 ¢ J2 =
7,79 Hz) 7,79 Hz) 7,79 Hz) 7,79 Hz)

5 7,07 (t, J1 = | 731 (&, J1 = | 7,08 (t, J1 = | 7,12 (dt, J1 =
6,81 e J2 6,81 e J2 6,81 e J2 =681 e J2 =
7,79 Hz) 7,79 Hz) 7,79 Hz) 7,79 Hz)

3 937 (d, J =938 (d, J =1935 (d, J =] 9,40 (d, J =
6,81 Hz) 6,81 Hz) 6,90 Hz) 6,81 Hz)

OCH:CH3 | 427 (q) 4.26 (q) 434 (q) 426 (q)

N(CH2CH3): | 1,26 (f) - - -

OCH; - 4,01 (s) 4,01 (s) -

OCH:CH3 | 1,13 (¢) 1,26 (t) 1,26 (t) 1,09 (t)

N(CH:CHs): | 3,44 (m) 3 . -

CH3; - - : 2,38 (1)
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° Anadlises por difracdo de raios X de monocristais (DRX) de C2 e
C3

Monocristais dos complexos C2 e C3 foram obtidos a partir da evaporacao
lenta das misturas de uma solugdo 1:1 de MeOH:Acetato de etila. O complexo C2
cristalizou no grupo espacial triclinico P-1, enquanto C3 cristalizou em grupo
monoclinico P2i/c. Dados completos de refinamento e das estruturas cristalinas estdo
disponiveis no anexo (Tabela A1). As unidades assimétricas de C2-3 estdo representadas

na Figura 2.14.

Figura 2.14: A) Unidade assimétrica de C2 e C3 com elipsoides térmicos tracados no
nivel de probabilidade de 40% e atomos de hidrogénio representados como esferas.
Cddigos por cor: cinza (carbono), vermelho (oxigénio), azul (nitrogénio), roxo (zinco) e
verde claro (cloro). Os atomos de hidrogénio sdo representados como esferas brancas.
Solventes de cristalizagdo foram omitidos para facilitar a visualizacdo. B) Visualizacio

da geometria tetraédrica dos complexos C2 e C3.

A estrutura cristalina do complexo C2 mostra que o ligante se coordena de

forma monodentada ao metal, através do nitrogénio do grupo imidazdlico na propor¢ao
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2:1 (ligante e metal). Nao ocorrendo complexagdo através da carbonila da lactona,
possivelmente, este fato se deu devido ao impedimento estéreo conferido pelo
grupamento éster ligado ao anel imidazodlico, torcendo o angulo de ligagdo e deixando
inviavel a coordenacao do ligante ao metal de forma bidentada. A fim de demonstrar isso,
na Figura 2.15 estd uma imagem de C3 mostrando a distancia do centro metalico em

relagdo ao oxigénio da lactona.

Figura 2.15: Distancia do centro metalico de C3 em relacao ao oxigénio da lactona.

Completando a esfera de coordenagdo do zinco, encontram-se dois cloretos. O
centro metalico se encontra na forma Zn'' e exibe geometria tetraédrica distorcida.

Os angulos das ligacdes N-Zn-N e Cl-Zn-Cl se encontram aproximadamente
107° para nitrogénios axiais, como em N-Zn-N e em torno de aproximadamente 115° para
Cl-Zn-Cl (Tabela 2.3). Os angulos das ligacdes N-Zn-Cl se encontram em torno de
107°.As ligagdes Zn-Cl e Zn-N apresentam uma distdncia média de 2,22 A e 2,06 A
respectivamente e isso esta de acordo com os valores encontrados na literatura para

complexos tetraédricos distorcidos>*,

81



Tabela 2.3: Principais comprimentos de ligacdo bem como angulos de ligacao de C2 e

C3 obtidos por DRX.

Comprimento de ligacio [A]

Atomos
C2 C3
Zn(1)-N(1) 2,044(2) 2,049(2)
Zn(1)-CI(1) 2,234(8) 2,345(7)
Zn(1)-CI(2) 2,221(12) 2,227(10)
, Angulo de ligacio [°]
Atomos
C2 C3
CI(1)-Zn(1)-C1(2) 112,87(4) 110,59(4)
CI(1)-Zn(1)-N(1) 106,66(4) 105,52(4)
CI(1)-Zn(1)-N(4) 112,76(4) 111,63(4)
° LC-MS dos complexos (C1-C4)

Os complexos (C1-C4) foram analisados por espectrometria de massas de alta
resolucdo e o resultado de C1 encontra-se na Figura 2.16, confirmando a pureza do
solido. Devido a similaridade dos espectros, os dos complexos C2-C4 se encontram no
anexo (X). Os compostos formados se apresentam na estequiometria 1:2 (M:L) contendo
dois atomos de cloro completando a esfera de coordenacao.

Para a obtengdo do espectro de massas de alta resolucao, C1-C4 foram
solubilizados em MeOH. Na figura abaixo, estd destacado o espectro de massas do

complexo C1 (Figura 2.14).
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Figura 2.16: Espectro de massas de alta resolugdo do complexo Cl1.

O espectro de massas de alta resolugdo corrobora com os resultados obtidos em
outras analises, mostrando que a estrutura proposta dos complexos C1-C4, coordenado
por duas unidades de cumarina-imidazopiridina e com dois cloros estd condizente.

Algumas quebras de massas foram feitas a fim de tentar atribuir alguns outros

picos presentes nos espectros, como pode ser visto na Figura 2.17 para o Cl1.

Massa molecular: 947,18

Massa molecular: 405,45

Figura 2.17: Espécies da fragmentacao para o C1
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Observa-se que o pico do complexo em 948 apresentado no espectro ¢ de fato
o ion molecular, devido ao fato de estar no modo positivo, a massa aumenta 1 unidade. O
pico base, em 406 (100%) ¢ da cumarina ndo coordenada. Outro pico encontrado foi o de
542 (10%), referente ao complexo de Zn''-cumarina na propor¢io 1:1.

Tanto o precursor metalico como outras propostas de complexos nao foram
encontrados no espectro de massas de alta resolucao, tanto no modo positivo quanto no
negativo. Os outros complexos seguem o mesmo padrao de fragmentacao e embora ainda
ndo haja estruturas cristalinas dos complexos C1 e C4, as técnicas de caracterizacao
realizadas, aliadas com os espectros de massas de alta resolucdo obtidos foram eficientes
na proposicao das estruturas destes complexos. Outro dado que confirmou a pureza dos
complexos foi o ponto de fusdo, que se encontra na se¢do de parte experimental, pois os

complexos se fundiram em grau especifico € ndo em uma faixa larga de graus.

o Condutivimetria dos complexos (C1-C4)

3

Uma solugdo dos complexos C1-C4 em DMF, na concentragdao de 1.10 ~ mol

L_l, foi utilizada para a realizagdo de medidas de condutividade. A titulo de comparagao,
realizou-se também a medida de condutividade do DMF e de um eletrolito padrao 1:1, o

brometo de tetraetilamonio®*. Os valores obtidos encontram-se na Tabela 2.4.

Tabela 2.4: Medida de condutividade molar para o DMF, o eletrdlito 1:1 e para os

complexos sintetizados.

Composto AM(1S) ¢ m_l)
DMF 1,09
Brometo de Tetraetilamonio 79,56
Cl1 11,12
C2 15,77
C3 18,09
C4 18,66
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O valor de condutividade molar obtido para os complexos C1-C4, abaixo de 20,00

uS crn_l, a temperatura ambiente foi inferior ao do eletrélito padrao 1:1,79,56 uS cm_l,

indicando que o complexo é neutro**. A medida de condutividade molar foi realizada
novamente apdés 20 minutos, onde foi obtido um valor muito préximo ao primeiro,
indicando que o complexo ¢ estadvel em DMF durante este tempo.

Estando o complexo em sua forma neutra, logo este deve possuir dois cloretos
coordenados ao Zn" para os complexos C1-C4. Em conjunto com as analises de RMN de
'H, massas de alta resolug istal fi Itad d a <

, ucdo e cristalografia, os resultados apontam coordenacao através
de duas unidades de imidazopiridina, sem haver coordenacao através do oxigénio da

lactona.

2.3.2. Sintese dos complexos [ZnCl2(HL5-6] (C5-C6)

A fim de avaliar se a fungdo éster ligado ao grupamento imidazopiridinico estava
impossibilitando a coordenacao do ligante ao metal através da lactona, visto que trabalhos
anteriores de nosso grupo, a lactona era um ponto de coordenacao, resolveu-se sintetizar
complexos com derivados cumarinicos-imidazopiridinicos sem essa fun¢ao anexada.

A sintese foi similar aos complexos C1-C4, onde houve a adi¢do do ligante em
etanol em que se formou uma suspensdo amarelada. Ao adicionar o precursor de zinco
solido a suspensao contendo o ligante HLS, houve solubilizagdo do ligante e formagao
de uma solucao amarelada. Apds 4h formou-se uma solugdo alaranjada e apds verificagao
através de CCF, cessou-se a rea¢do. Os solidos isolados da sintese por evaporagdo do
solvente foram lavados com etanol gelado e posteriormente foram enviados para RMN

de '"H em CDCIl3; e comparado com os ligantes.

2.3.2.1 Caracterizacao estrutural dos complexos C5-C6
o Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (IV)

Os complexos C5-C6 foram analisados por espectroscopia no IV, Figura 2.18,

e as principais bandas estdo mostradas na Tabela 2.5.
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Figura 2.18: Espectros no infravermelho dos compostos HLS e CS. A regido de 2800 a

1800 cm’! foi omitida por ndo conter estiramentos.

Os espectros no IV dos complexos de Zn'! exibiram alteragdes caracteristicas
quando comparados aos respectivos ligantes. No espectro de infravermelho dos ligantes,
h4 uma banda referente a v(C=0) da lactona do anel cumarinico, em 1720 cm’!, enquanto

que o envelope de bandas em 1620 cm’!

¢ referente ao v(C-N) do grupamento
imidazo[1,2-a]piridina correspondente®”.

Apo6s a formacao dos complexos, o v(C=0) sofre um leve deslocamento para
1716 cm™. Os dois v(C-N) do grupamento imidazo[1,2-a]piridina sofreram um
deslocamento de aproximadamente 30 cm’!, indo para maior nimero de onda em 1652

cm’!, o que pode indicar uma coordenagio através deste grupo’®.
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Tabela 2.5: Principais bandas no infravermelho (cm’!, ATR) observadas nos espectros

de C5-Cé6.

v(C=0). v(C=N)
C5 1716 1652
Co 1697 1648
° Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

De maneira andloga aos seus respectivos ligantes (Capitulo 1) os complexos
C5 ¢ C6 foram analisados através de experimentos 1D e 2D de RMN de 'H e *C em
CDCI3 e/ou DMSO-ds, € seus espectros encontram-se no anexo. A Figura 2.19 apresenta

a numeracao utilizada para a atribuicao dos sinais nos espectros.

Figura 2.19: Numeracdo para a atribui¢do de sinais nos espectros de RMN.

A formacao do complexo C5 (anexo) foi evidenciada pelas modificagdes

caracteristicas quando comparadas ao espectro de HLS (Figura 2.20).
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Figura 2.20: Espectros de RMN de 'H em DMSO-ds de HL5 (400 MHz) e C5 (400 MHz)
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No espectro do HLS, o hidrogénio mais desprotegido ¢ o H6’ presente no anel
piridinico e foi atribuido como dupleto em & 8,91 (J = 8,20 Hz). Apds complexagio,
observou-se que o H6’ sofre um pequeno deslocamento para campo mais alto, sendo um
dupleto em & 8,83 (J = 8,20 Hz), devido a distancia deste hidrogénio dos pontos de
coordenagao, ndo sendo assim, tao afetado pela coordenacdo. O segundo hidrogénio mais
desblindado ¢ o H4, presente no anel lactamico e foi atribuido como simpleto largo em
8,83. O hidrogénio H4 deslocou para campo mais alto e se encontra agrupado com o sinal
do H9’ em & 8,74, um deslocamento consideravel e que pode ser indicio de coordenacao.

Os hidrogénios H3’, HS e H4’ se apresentam como multipletos em 6 7,87, 7,80
e 7,76 respectivamente. O H6 aparece como dupleto em & 7,38 (J = 6,94 Hz). Os sinais
do H8 e H5’ se encontram em & 7,13 e 7,07 respectivamente singleto e tripleto (J = 8,20
Hz). Logo apo6s formagao do C5, os H3’, H5 e H4’ se mantiveram inalterados como
multipletos em & 7,87, 7,80 e 7,76 respectivamente. O H6 aparece mais blindado, como
dupleto em 5 7,20 (J = 6,94 Hz). Os sinais do H8 e H5’ se encontram em & 7,13 e 7,06
respectivamente singleto e tripleto (J = 8,20 Hz). Os hidrogénios do CH3 do grupo metoxi
aparecem na regido esperada, como um singleto largo em & 3,91 no ligante e apos
coordenagdo continuaram sem alteragdes visiveis, se apresentando como um singleto
largo em & 3,91°.

Os espectros de RMN de 'H dos demais complexos apresentaram padrio
semelhante ao C5, o que indicou que todos se coordenaram da mesma forma ao metal. A
tabela 2.6 mostra os deslocamentos quimicos para os hidrogénios dos complexos C5-C6
em CDCIl;. Toda a atribuicao foi baseada no acoplamento apresentado pelo espectro de

'H 2D (COSY).
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Tabela 2.6: Dados obtidos nos espectros de RMN de 'H e COSY para C5-6 em DMSO-

ds.

H Cs Cé
8 'H (m; J Hz) 8 'H (m; J Hz)

4 8,73 (s) 8,73 (s)

5 7,88 (d,J=8,82 Hz) | 7,85 (m)

6 724 (d,J=7.89 Hz) | 7,40 (m)

7 - 7,35 (m)

8 7,14 (s) -

3 7,88 (d,J=8,82 Hz) | 7,85 (m)

4 7,78 (t, J1 =8,82¢J2 | 7,79 (t,J1=8,82¢eJ2 =
=7,79 Hz) 7,79 Hz)

5 7,13 (t,J1=681¢J2 | 7,35(,J1=6,81el2=
=7,79 Hz) 7,79 Hz)

6’ 8,86 (d,J=6,81 Hz) | 8,86 (d,J= 6,90 Hz)

9’ 8,86 (s) 8,86 (s)

OCH; | 3,91 (s) 3,95 (s)

o Condutivimetria dos complexos (C5-C6)

De forma similar aos complexos (C1-C4), uma solucao dos complexos C5-C6

em DMF, na concentragdo de 1.10

de condutividade.

3

mol L_l, foi utilizada para a realizagdo de medidas

A titulo de comparagdo, realizou-se também a medida de

condutividade do DMF e de um eletrélito padrao 1:1, o brometo de tetractilamonio. Os

valores obtidos encontram-se na Tabela 2.7.
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Tabela 2.7: Medida de condutividade molar para o DMF, o eletrdlito 1:1 e para os

complexos sintetizados.

Complexo AM(uS)

DMF 1,09
Brometo de 79,56
Tetraetilamonio

C5s 17,22

Cé 15,19

O valor de condutividade molar obtido para os complexos C5 e C6, abaixo de

1

20,00 uS cm °, a temperatura ambiente foi inferior ao do eletrélito padrao 1:1,79,56 uS

cm_l, indicando que o complexo ¢ neutro®. A medida de condutividade molar foi
realizada novamente apds 20 minutos, onde foi obtido um valor muito préximo ao
primeiro, indicando que o complexo ¢ estavel em DMF durante este tempo. Estando o
complexo em sua forma neutra, logo este deve possuir dois cloretos coordenados ao Zn'
para os complexos C5-C6. Em conjunto com as andlises de RMN de 'H e IV, os resultados
apontam coordenagdo através de duas unidades de imidazopiridina, sem haver

coordenacdo através do oxigénio da lactona.

2.3.3. Sintese dos complexos [Ag(HL1-3]NO3 (C1Ag-C3Ag)

Para o Ag', uma sintese similar aos complexos C1-C4 foi realizada, utilizando
o0 mesmo procedimento, mas usando o precursor AgNOs. Este precursor foi escolhido a
fim de que o complexo fosse carregado e assim favorecesse a solubilidade. Apds o
término da reacdo, decisdo tomada apos acompanhamento por ccf, percebeu-se que todos
os complexos de Ag' eram bastante soltveis e com isso, resolveu-se deixar na geladeira a
fim de cristalizar. Nao se obteve cristais aptos para difracdo, mas foram obtidos sélidos
mais puros que foram utilizados em analises posteriores. Vale ressaltar que o tempo de
sintese dos complexos até a caracterizacdo foi relativamente curto, proporcionando
caracterizagdes adequadas, mas a longo prazo, percebeu-se uma instabilidade nestes

complexos, onde eles passavam a adquirir uma coloragdo preta (provavelmente devido a
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redugio da Ag' a Ag®)*”. Casos semelhantes sdo encontrados na literatura para compostos

de Ag', o que corrobora com o que se observou até entio>s’.

2.3.3.1 Caracterizacao estrutural dos complexos C1Ag-C3Ag.

o Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (IV)

A comparacao do infravermelho do ligante HL.2 e do C2Ag se encontra na Figura
2.21.

Figura 2.21: Espectros no infravermelho dos compostos HL.2 ¢ C2Ag. A regido de 2800

a 1800 cm’! foi omitida por ndio conter estiramentos.
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O v(C=N) foi atribuido em 1610 cm™!, mantendo a mesma posigiio no complexo
C8, em 1608 cm™ *. Esse comportamento foi mantido para todos os complexos
sintetizados. Além disso, sabe-se que o ion nitrato possui 4 vibragdes que podem ser
identificadas no espectro de absor¢ao na regido do infravermelho: v1 (estiramento NO),
v2 (fora do plano) e v3 e v4 (vibragdes degeneradas: estiramento NO, e deformacao NO»)
e devido a isso, pode-se observar, o sinal referente ao v(N=0) do contra-ion NO3~ em
1524-1529 cm™,'% além de uma banda de absorcio tipica de grupo nitrato em 1385 cm’!,
que pode ser atribuida ao modo de vis(NO2)NO3, presente apenas nos espectros dos
complexos C2Ag, como ¢ mostrado na Figura 2.19, ¢ C1Ag. J4 para C3Ag, nao foi
possivel determinar a banda referente ao contra-ion, sendo necessario uma analise
condutimétrica para confirmar a presenga do mesmo.

A caracteristica da ligagao numa série de nitratos metalicos passa de i6nico para
covalente; a simetria do grupo nitrato passa de D3 para Cay. Isso € uma consequéncia do
desdobramento da vibragao v3 (estiramento N-O) em duas bandas e um aumento da
intensidade e desdobramento da vibrac¢do vl, devido a reducdo da simetria do radical
nitrato.

Os dados de estiramento do C2Ag, tal como dos outros derivados se encontra na

tabela 2.8.

Tabela 2.8: Principais bandas no infravermelho (cm’!, ATR) observadas nos espectros

de C1Ag-C3Ag.
V(C=O)éster V(C=N) V(N=O)nitrato Vas(N=0)nitrat0

ClAg 1699 1608 1529 1385
C2Ag 1686 1608 1524 1381
C3Ag 1690 1612 -

93



Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

De maneira andloga aos seus respectivos ligantes (Capitulo 1) e aos complexos
de zinco, os complexos de prata foram analisados através de experimentos 1D e 2D de
RMN de 'H e *C em CDCI; e/ou DMSO-ds, € seus espectros encontram-se no anexo. A

Figura 2.22 apresenta a numeragao utilizada para a atribui¢ao dos sinais nos espectros.

Figura 2.22: Numeragao para a atribuicao de sinais nos espectros de RMN.

A formag¢do do complexo C2Ag foi evidenciada pelas modificagdes

caracteristicas quando comparadas ao espectro de HL2 (Figura 2.23).
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Figura 2.23: Espectros de RMN de 'H em CDCl; de HL2 (400 MHz) e C2Ag (400 MHz)

No espectro do HL2, o hidrogénio mais desprotegido ¢ o H3’ presente no anel
piridinico e foi atribuido como dupleto em 6 9,40. Apods a coordenagao observa-se que o
H3’ sofre um pequeno deslocamento para campo mais baixo, sendo um dupleto em &
9,47. O segundo hidrogénio mais desblindado ¢ o H4 presente no anel lactamico e foi
atribuido como simpleto em & 8,02. Apos formagdo do C2Ag, o H4 deslocou para campo
mais baixo e se encontra em & 8,19 um deslocamento consideravel e que pode ser indicio
de coordenagdo. O hidrogénio H4’ no ligante se encontra na forma de dupleto em & 7,92
e apos coordenagao se deslocou para campo mais baixo e se encontra em 8,05, sendo este
deslocamento devido a proximidade ao ponto de coordenagdo. O H6’, H5 e H5’ se
apresentam como multipletos em & 7,87, 7,60 e 7,30 respectivamente. O H6’ ¢ HS5’
deslocaram para campo mais baixo, também um indicio de complexacdao devido a
proximidade do ponto de coordenacao. Os sinais do H6 ¢ H8 se encontram no ligante em
87,13 e 7,07 respectivamente singleto e tripleto (J = 8,20 Hz). No C8, o H6 aparece mais
blindado, como dupleto em 8 7,20 (J = 6,94 Hz). Os sinais do H8 e H5’ se encontram em
8 7,09 e 7,02 respectivamente singleto e tripleto (J = 8,20 Hz). Os hidrogénios do anel

cumarinico H6/H8 se mantiveram inalterados em relagcao ao ligante.
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Os hidrogénios do CH3 do grupo metoxi aparecem na regido esperada, como

um singleto largo em & 3,91°, apos complexacio continuam sem alteragdes, como um

singleto largo em & 3,87°. O CHz e o CHs do grupo etoxi também se mantiveram

inalterados se comparados ao ligante. Toda a atribuicdo foi baseada no acoplamento

apresentado pelo espectro de "H 2D (COSY). Os espectros de RMN de 'H dos demais

complexos apresentaram padrdo semelhante ao C7, o que indicou que todos se

coordenaram da mesma forma ao metal. A tabela 2.9 mostra os deslocamentos quimicos

para os hidrogénios dos complexos C1Ag-C3Ag em CDCls.

Tabela 2.9: Dados obtidos nos espectros de RMN de 'H e COSY para C1Ag-C3Ag em

CDCl;

H ClAg C2Ag C3Ag
4 'H (m; J Hz) 8 'H (m; J Hz) 3 'H (m; J Hz)

4 8,00 (s) 8,18 (s) 8,24 (s)

5 7,38 (d, J = 8,27 | 7,54(d,J=8,27 Hz) 7,29 (m)
Hz)

6 6,63 (d, J = 7,89 6,93 (m) 7,22 (t)
Hz)

7 - - 7,15 (m)

8 6,57 (s) 6,89 (s) -

KX 7,79 (d, J = 8,82 7,99 (d,J=28,82 Hz) 7,95 (d; J= 9,10 Hz)
Hz)

4 7,49 (t,J1=8,82¢e| 7,68 (t,J1 =8,82¢eJ2=17,62(t,J1 =882¢]2
J2 =179 Hz) 7,79 Hz) =17,79 Hz)

5 7,10 (t,J1 = 6,81 e | 6,93 (m) 7,18 (t,J1 = 6,81 e J2
J2="17,79 Hz) =7,79 Hz)

6’ 9,37 (d, J = 6,81 | 9,45(d,J=6,81 Hz) 9,37 (d, J=6,90 Hz)
Hz)

OCH:CHs | 4,37 (9) 4,38 (q) 4,37 (q)

OCH:;CH3 | 1,25 (1) 1,29 () 1,26 (t)

OCH3; - 3,94 (s) 4,00 (s)

NCH:CH; | 1,25(t) - -

NCH,CH; | 3,46 (m) - -
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e Condutivimetria dos complexos (C1Ag-C3Ag)

De forma similar aos complexos (C1-C6), uma solu¢do dos complexos de prata C1Ag-

C2Ag em DMF, na concentracdo de 1.10_3 mol Ll foi utilizada para a realizacdo de
medidas de condutividade. A titulo de comparagdo, realizou-se também a medida de
condutividade do DMF e de um eletrdlito padrao 1:1, o brometo de tetractilamdnio. Os

valores obtidos encontram-se na Tabela 2.10.

Tabela 2.10: Medida de condutividade molar para o DMF, o eletrdlito 1:1 e para os

complexos sintetizados.

Complexo AM(uS)

DMF 1,09
Brometo de 79,56
Tetraetilamonio

ClAg 77,22

C2Ag 72,32

C3Ag 78,12

O valor de condutividade molar obtido para os complexos C1Ag-C3Ag, acima de
70,00 uS cm_l, a temperatura ambiente foi préxima ao do eletrélito padrao 1:1,79,56 uS

cm_l, indicando que o complexo é carregado®®. A medida de condutividade molar foi
realizada novamente apds 20 minutos, onde foi obtido um valor muito préximo ao
primeiro, indicando que o complexo ¢ estavel em DMF durante este tempo. Estando o
complexo em sua forma carregada, logo este deve possuir um contra-ion em sua esfera
de coordenacdo para fechar o balanco de carga. Em conjunto com as andlises de RMN de
'H e IV, os resultados apontam coordenacio através de duas unidades de imidazopiridina,

sem haver coordenagao através do oxigénio da lactona.
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2.4. CONCLUSOES

Uma metodologia reacional reproduzida da literatura e empregada na obtengao
dos complexos de Zn'" contendo ligantes do tipo imidazopiridina se mostrou satisfatdria
na obten¢ao de seis novos complexos (C1-6) do tipo [ZnCl2(HL1-6)2] (C1-C6).
Contudo, a modificag@o no ligante, obtendo ligantes sem o éster ligado ao anel piridinico,
foi feita no intuito de favorecer a coordenagao através de dois pontos no ligante, formando
assim um quelato, que apresentaria maior estabilidade frente a ligantes monodentados e
com isso, poderia apresentar maior estabilidade em meio biol6gico. Como nao se obteve
cristais destes complexos, apenas suposi¢des estruturais através das técnicas utilizadas
podem ser feitas. Quanto a metodologia reacional da sintese dos complexos de Ag'
(C1Ag-C3Ag) se mostrou satisfatoria, obtendo complexos de facil purificagdo e
reproducdo, contudo, o ion de Ag' reduz facilmente a Ag’, originando compostos pretos

bem caracteristicos.
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Capitulo 3 : Ligantes dertvados de
quinolonas
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RESUMO

Este capitulo contém uma revisao bibliogréafica descrevendo metodologias de sintese para
derivados de quinolona, além de aplicacdes biologicas ja mostrados em literatura, com
destaque para aqueles que possuem propriedades biologicas importantes. A sintese de
quatro ligantes do tipo quinolona com varia¢des de substituintes na posi¢do para (HL7-
10) bem como as caracterizagdes por espectros no IV, de RMN (1D e 2D) de 'H foram

discutidos no contexto dos dados da literatura.

ABSTRACT

This chapter contains a literature review describing synthesis methodologies for
quinolone derivatives, already shown in the literature, highlighting those that have
important biological properties. The synthesis of four quinolone ligands with variations
of substituents in the para position (HL7-10) as well as the characterizations by IR spectra,

1H NMR (1D and 2D) were discussed comparing with literature data.
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3.1. INTRODUCAO

As quinolonas, Figura 3.1, correspondem a uma classe de compostos de origem
sintética contendo um nucleo heteroaromatico biciclico, que inclui uma carbonila na
posi¢do 4 ou posi¢ao 2 e um atomo de nitrogénio na posi¢ao 1.

O OH

-2

Figura 3.1: Representacdo das estruturas dos ntcleos quinolona (X=C) e naftiridona

(X=N).

Sao compostos de grande interesse quimico por sua grande atividade biologica,
principalmente como antibioticos"?, mas também como anticancerigenos, antivirais,
antiplaquatérias, ansioliticas, antimaldricas, antimitoticas € como protecdo ao sistema
cardiovascular’. Com mais de 800 milhdes de pessoas sendo tratadas em todo mundo, as
quinolonas sdo atualmente uma das maiores classes de agentes antimicrobianos prescritos
para tratar diversas infecgdes, tais como: urindrias, respiratorias, ginecologicas e até
sexualmente transmissiveis*>.

A evolugao das 4-quinolonas comecgou em 1962 com a descoberta da primeira
quinolona com aplicacdo clinica, o acido nalidixico, que foi obtido sinteticamente por

Lesher et al em 1962 durante a sintese da cloroquina, Figura 3.2.

Cl N

(b)
Figura 3.2: Representacdo da estrutura da primeira quinolona sintetizada, o acido

nalidixico (a) e da cloroquina (b).
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O acido nalidixico foi utilizado como antimicrobiano no tratamento de infecdes
urindrias, sendo posteriormente desenvolvidos novos derivados com maior espetro de
acdo e com melhores propriedades farmacocinéticas, permitindo a administracdo oral,
parenteral, topica e com acdo sistémica que passaram a serem utilizados em inumeros
tipos de infecgdes, até mesmo em infecgdes com organismos resistentes a outras classes
de antimicrobianos. O mecanismo de acdo das quinolonas como antibacterianos passa
pela inibicao da sintese de DNA bacteriano, através da interagdo com as enzimas DNA
girase e topoisomerase [V bacterianas, responsaveis por controlar o superenrolamento do
DNA durante a replicagiio e permitir a segregacdo de cromossomos pelas células filhas®.

O acido nalidixico foi alvo de inimeras modificagdes com o intuito de melhorar as
suas propriedades farmacologicas. A relacdo estrutura-atividade do modelo foi
aperfeicoada, levando a um aumento de atividade’, ao mesmo tempo que as suas
propriedades farmacocinéticas foram otimizadas e a sua toxicidade reduzida.
Inicialmente, o 4cido nalidixico detinha um uso limitado na prética clinica devido ao seu
baixo espectro de agdo, baixo nivel plasmatico e toxicidade. Em estudos relatados, o acido
nalidixico mostrou excelente atividade contra bactérias entéricas, mas pouca ou nenhuma
atividade contra Pseudomonas aeruginosa e bactérias gram-positivas®. No entanto, devido
a sua baixa absor¢ao oral e, consequentemente, baixa capacidade de atingir concentragdes
séricas terapéuticas, verificou-se que o acido nalidixico ndo poderia ser utilizado no
tratamento de infe¢Oes sistémicas. Contudo, este poderia ser utilizado em infegdes
urinarias, devido a grande acumulagdo do farmaco a nivel urinario, atingindo valores
terapéuticos’. Como consequéncia da sua absor¢do incompleta, verificou-se também que
o acido nalidixico atingia elevada concentracdo nas fezes, e poderia assim ser utilizado
em diarreias causadas por Shigella, no entanto, nunca foi amplamente utilizado para esse
fim. Outra possivel aplica¢dao proposta para o acido nalidixico, mas sem sucesso, seria o
uso como agente profiltico, seletivo, nos intestinos, em doentes neutropénicos, mas apos
a sua introducao no mercado, verificaram-se diversos efeitos adversos significativos, tais
como dores de cabeca, distirbios gastrointestinais e oftalmologicos, reacdes de
fotossensibilidade e convulsdes, em doentes predispostos a esta patologia'®.

O avanco da resisténcia bacteriana frente a varios antibioticos foi o grande
impulsionador da investigagdo de novas quinolonas com espectro de acao cada vez mais
amplo e com propriedades farmacoldgicas otimizadas. Dentro da mesma geragdo, os
compostos nao diferem muito entre si, mas cada nova geracao corresponde a um maior

espectro de acdo. As aplicagdes terapéuticas aprovadas pelas devidas entidades incluem
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o tratamento de infe¢des no trato urindrio, prostatite bacteriana, infegdes cutaneas e em
tecidos moles, infe¢des gastrointestinais causadas por E. coli ou estirpes de Salmonella,
doengas sexualmente transmissiveis, entre muitas outras, inclusive o tratamento da
tuberculose causada principalmente pelo Mycobacterium tuberculosis.

Devido ao seu grande sucesso como antimicrobiano, a utilizagdo no tratamento da
AIDS foi também considerada. Estudos demonstram que algumas quinolonas possuem
ainda propriedades anticancerigenas, antimalaricas, ansioliticas, cardiotonicas e
anticolinérgicas, podendo eventualmente vir a ser utilizadas no tratamento de doencas
neurodegenerativas, como alzheimer e Parkinson'!!2,

Esses agentes antimicrobianos designados comumente por quinolonas incluem as
quinolonas e as naftiridonas. A estrutura base de ambos os subgrupos contém um grupo
carboxila na posi¢do 3 e um oxigénio exociclico na posi¢ao 4, o que confere um segundo
nome genérico a esta classe: as 4-quinolonas. Os compostos que possuem um nitrogénio
na posicdo 1 e outro na posi¢do 8 sdo classificados como naftiridonas (Figura 3.1). Os
compostos contendo apenas um nitrogénio na posicdo 1 sdo classificados como
quinolonas (Figura 3.1). O grupo carboxilo da posi¢ao 3, juntamente com o grupo cetona
da posicao 4, sdo considerados essenciais na atividade das quinolonas, uma vez que ¢
através destes grupos que serdo estabelecidas as ligacdes de hidrogénio com as bases da
cadeia simples de DNA bacteriano. Estas interagdes interferem com a acdo da DNA girase
e/ou da topoisomerase IV, induzindo a inibi¢ao da replicagdo, transcri¢ao, reparagao e
recombinacdo do DNA bacteriano e conduzindo & morte celular!*6.

A propriedade antibacteriana dos diferentes derivados ¢ influenciada pela natureza
dos substituintes no esqueleto da 3- carboxi-quinolin-4(1H)-ona!’. A manipulagdo destes
substituintes tem possibilitado a ampliacdo do espectro de agdo, combinando elevada
poténcia e maior biodisponibilidade. Tais caracteristicas permitiram o emprego em
formulagdes orais e intravenosas, capazes de promover altos niveis séricos e ter boa
distribuicdo sistémica destes compostos'®. Ha relatos na literatura sobre o aumento da
resisténcia de micro-organismos as 3- carboxi-quinolin-4(1H)-onas de 1* e 2* geragdes,
reacoes adversas inesperadas no sistema nervoso central, fototoxicidade,
hepatotoxicidade, cardiotoxicidade e interagdo droga-droga apds avaliagdes clinicas de
varias 3-carboxi-quinolin-4(1H)-onas pds-comercializa¢do. O desenvolvimento de novos
derivados com maior espectro de acdo, principalmente associada a cepa bacteriana
resistente, tem um carater estratégico no combate a diferentes doencas causadas por estes

patogenos!®. Desta forma, novas metodologias sintéticas que possibilitem a elaboragio
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do esqueleto basico e funcionalizado das 3- carboxi-quinolin-4(1H)-onas de forma rapida
e eficiente ¢ fundamental para descoberta de novos derivados. Apds 50 anos da sintese
do primeiro derivado de 3-carboxi-quinolin-4(1H)-ona (acido nalidixico) utilizado como
medicamento existem mais de 10 mil derivados patenteados. Contudo apenas dois por
cento foram desenvolvidos e investigados em estudos clinicos, além disso, apenas vinte
derivados foram comercializados com sucesso?’.

Novos derivados de 3-carboxi-quinolin-4(1H)-onas tém alcancado a fase de
estudo pré-clinico, como UB-890225 e¢ IMB-07059326 e estudos clinicos como o
composto JNJ-Q2, figura 3.32!.

Figura 3.3: Derivados de 3-carboxi-quinolin-4(1H)-onas em testes clinicos, pré-clinicos

ou ja comercializados. Adaptado de Pintille, 2012

As quinolonas possuem uma variedade de metodologias sintéticas, gerando
produtos diferenciados. As principais reacdes para obtengdao de quinolonas sdo: Reagdo
de Gould-Jacobs, Grohe-Heitzer, Baylis-Hillman e utilizando metais de transi¢cdo como
catalisadores. Essas estratégias sintéticas permitem a introdu¢do de diferentes
substituintes nas posi¢des dos carbonos aromaticos, além de poder introduzir novos
substituintes no nitrogénio da posi¢ao 1, obtendo assim novos compostos para a classe

quinolonica??.

109



1) Reacao de Gould-Jacobs: Sintese a partir de anilina

Esta metodologia consiste basicamente na adicdo de anilinas (1) substituidas a
etoximetileno malonato de dietila (EMME). O intermediario (2) formado ¢ aquecido na
auséncia de solvente fornecendo o produto ciclizado (3). Este procedimento forneceu
diferentes derivados de 3-carboxi-quinolin-4(1H)-onas (5), apo6s hidrolise, em
rendimentos baixos a moderados (Esquema 3.1). Este método sintético ficou conhecido

pelo nome dos pesquisadores que o aprimoraram, Gould-Jacobs?.

H \)C\OzEt o

N~ COOEt

| \ / ] \

R EMME ¢ | COEt — = 0 |
d N @ "N
(1)NHZ (2) H
Base
R1-X

N COOH H,0, NaOH N COOEt
RT | RT _ |
5 N N
(5) R, 4) R,

Esquema 3.1: Sintese de 3-carboxi-quinolin-4(1H)-ona empregando a metodologia de

Gould-Jacobs. (adaptado de Gould-Jacobs, 1939)

2) Reacao de Grohe-Heitzer

A metodologia de sintese de 3-carboxi-quinolin-4(1H)-onas ficou mais
abrangente a partir da cicloacilagio de Grohe-Heitzer**, esquema 3.2. Neste método o
tratamento do cloreto de acido (6) com metileno malonato de dietila (7) forneceu o
intermediario (8), o qual apods descarboxilagio?! forneceu (9) como produto.
Alternativamente este produto foi obtido pela reagao da metil-fenil-cetona com carbonato
de etila (Esquema 3.2). O produto (10) ap6s reagao com o-formiato de etila formou (11),
que ap6s uma adicao nucleofilica produziu o composto (12), que tratado com hidreto de
sodio forneceu derivados de 3-carboxi-quinolin-4(1H)-onas (13). Esta metodologia pode
ser utilizada para a sintese de diferentes quinolonas contendo substituintes nitrogenados

no C-7, tais como: trovafloxacina, ciprofloxacina e temafloxacina®>2%2’.
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Esquema 3.2: Sintese de 3-carboxi-quinolin-4(1H)-ona usando a metodologia de Grohe-

Heitzer. (Adaptado de Pintille, 2012)
3) Reacgio de Baylis-Hillman: Sintese a partir do aduto de Baylis-Hillman

Neste método a etapa de ciclizagdo para a formagdo do anel benzo-y-piridona
ocorre via aduto de Baylis-Hillman (Esquema 3.3). Este intermediario ¢ formado a partir
da reagdo entre compostos carbonilados, como o-nitro-benzaldeido, com acrilato de etila

em meio acido®®.

o) o OH OH
AN
N H \)J\o/\ N COOEt CF3COOH N X COOH
R P —_— R—7 " R
NO, catalisador Pz NO, 60-70°C, 20h — +N/

o

Esquema 3.3: Sintese do aduto de Baylis-Hillman. Adaptado de Kim, 2000

4) Uso de metais de transiciao
M¢étodos menos convencionais para a sintese de 3-carboxi-quinolin-4(1H)-ona

fazem o uso de metais de transi¢do, como as reacdes de carbonilacdo catalisadas por

111



paladio, equema 3.4%°. E reportado na literatura a sintese de 3-carboxi-quinolin-4(1H)-
onas substituidas no C-2 a partir de rea¢do de acoplamento redutivo mediada por titdnio
e reducdo catalisada por ruténio®’. Derivados da 3-carboxi-quinolin-4(1H)-ona contendo
uma variedade de substituintes em diferentes posi¢coes foram obtidos através de reagdes

catalisadas por paladio’’.
(0] (0]

R, R R, R, COOH
:@[ PdCl,, (PPhs),, K,CO Pd-Cl, o |
cooEt PdClz (PPhs)y, KoCO, COOEt
X X
R; ”/:( H/\/ R N“ R

DMF, 120°C, 20 Kg/icm2 de CO Rs 3 H
R

Esquema 3.4: Sintese da 3-carboxi-quinolin-4(1H)-ona empregando reagdes catalisadas

por paladio. Adaptado de Torri, 1991

Como visto neste capitulo, os derivados de quinolona sdo bem versateis na quimica
medicinal e conseguem ser sintetizados e reproduzidos facilmente. As diferentes rotas
sintéticas disponiveis para sintese, aliado ao numero de atividades bioldgicas
apresentadas, impulsionou este capitulo para a sintese de novos derivados de quinolona
através da sintese de Gould-Jacobs e seus respectivos complexos metalicos, a fim de

favorecer um sinergismo entre estrutura organica e nucleo metalico.

3.2. MATERIAIS E METODOS

3.2.1. Materiais e métodos de caracterizagao

Os solventes metanol, dimetilsulfoxido, etanol, diclorometano, hexano, acetato
de etila (Aldrich), bem como EMME, e as anilinas p-substituidas foram usados sem
tratamento prévio. A metodologia e aparelhagem utilizadas para as caracterizagdes
analiticas, espectroscOpicas e voltametria ciclica dos compostos, foram as mesmas

descritas nos Capitulos 1 e 2.

3.2.2. Sintese dos derivados de quinolona

Os ligantes foram sintetizados em parceria com a prof’. Dr’. Roberta Katlen

Fusco Marra — IQ- UFRIJ e cedidos para as sinteses dos complexos de Zinco.
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Todos os derivados de quinolona sintetizados apresentaram a mesma rota
sintética, partindo de anilinas substituidas para dar origem a malonatos de dietila, os

produtos acrilatos e posteriormente obter a ciclizagdo do composto de interesse (Esquema
3.5).

y  CO.Et
X EMME o~ N A Difeniléter T 1
% EtOH X efluxo p = | |
Refluxo 5 min NN N

NH,  2-3h H
b1:R=H HL7:R=H
b2: R =4-F HL8: R = 4-F
b3: R=4-Cl HL9: R = 4-ClI
b4: R =4-Br HL10: R = 4-Br

Esquema 3.5: Sintese dos ciclizados de quinolona utilizados neste trabalho (HL8-HL12).
Metodologia adaptada de Gould-Jacobs

3.2.2.1. Sintese dos intermediarios malonato de dietila (b1-b4)

A sintese dos intermediarios bl-b4 foi realizada seguindo metodologia ja
descrita na literatura’>. Em um baldo de fundo redondo contendo 10 mL de EtOH
adaptado com aparelhagem para refluxo, adicionou-se 0,03 mol das anilinas substituidas
correspondentes e 0,03 mol de etoximetilenomalonato de dietila (EMME). Deixou-se sob
refluxo com agitagdo magnética por periodo de 2-3h. A reagdo foi acompanhada por
cromatografia em camada fina (ccf) com diclorometano como eluente. Ao final do
periodo resfriou-se a mistura em banho de gelo, adicionando-se cristais de gelo para

promover a precipitacao e os cristais formados foram filtrados a vacuo. (Esquema 3.6).

y  COEt
N
R N _EMME_ R—/ | = CO,Et
L~ EtOH \
Refluxo
NH;  2-3h b1:R=H
b2: R =4-F
b3: R = 4-Cl
b4: R = 4-Br

Esquema 3.6: Sintese dos precursores malonatos de dietila (b1-b4).
Rendimento: 60-64%. p.f.: acima de 77-100°C. Solubilidade: Solavel em
dimetilsulfoxido, dimetilformamida. Pouco soluvel em cloroféormio, diclorometano e

etanol.
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3.2.2.2. Sintese dos derivados de quinolona com grupamento éster (HL7-

HLI0)

O procedimento de sintese para os ligantes ciclizados a partir dos precursores
acrilatos foi estabelecido através de modificagcdoes de metodologias descritas utilizando-

se metodologia de Gould-Jacobs®***. O esquema 3.7 detalha a reacio.

by CO.Et o O

N_A Difeniléter
R_/ | COZEt Reﬂuxo R_/ | | o/\
™ 5 min ™
N
H
b1:R=H HL7: R=H
b2: R=4-F HL8: R=4-F
b3: R=4-Cl HL9: R = 4-CI
b4: R = 4-Br HL10: R=4-Br

Esquema 3.7: Sintese dos ciclizados de quinolona utilizados neste trabalho (HL7-HL10).

Em baldo de fundo redondo acoplado a uma manta de aquecimento, adicionou-
se 0,03 mol dos derivados malonatos de etila correspondentes e aproximadamente 10 mL
de difeniléter. Deixou-se sob aquecimento a uma temperatura de aproximadamente 100
°C por 5 min, e ao final, resfriou-se a mistura, e verteu-se em éter de petréleo gelado. Os

solidos formados foram filtrados a vacuo e lavados com éter de petroleo gelado.

HL7: 3-carboetoxi-4-oxo-1,4-diidroquinolina

Rendimento: 59%

P.F.: 243°C

RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds /(8-ppm): 12,34 (1H, s, NH), 8,56 (1H, s, H1), 8,17 (1H,
s, H2), 7,71 (1H, d, 8,7, H3), 7,63 (1H, d, 8,7, H4), 7,42 (1H, d, 8,7, H5), 4,23 (2H, q,
6,9, CH2CH3), 1,29 (3H, t, 6,9, CH.CHa).

IV ATR (64 scans): 3162-3066 (vO-H), 1697 (vC=0), 1551, 1542, 1357, 1338, 1286
(vC-0).

Formula molecular: CoHi1NO:s.
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HLS: 3-carboetoxi-8-fluoro-4-oxo-1,4-diidroquinolina

Rendimento: 65%

P.F.: 290°C

RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds /(6-ppm): 12,51 (1H, s, NH), 8,59 (1H, s, H1), 8,04 (1H,
dd, 9,2 ¢ 2,8, H2) 7,76 (1H, dd, 9,2 ¢ 2,8, H3), 7,68 (1H, dd, 8,8 ¢ 4,6, HS), 4,23 (2H, q,
7,1, CH2CH3), 1,28 (3H, t, 7,1, CH2CH3).

IV ATR (64 scans): 3161-3063 (vO-H), 1688 (vC=0), 1554, 1525, 1475, 1377, 1356,
1287 (vC-O).

Féormula molecular: C;2H;oFNOs.

HL9: 3-carboetoxi-8-cloro-4-oxo-1,4-diidroquinolina

Rendimento: 70%

P.F.: 273°C

RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds/ (8-ppm): 12,46 (1H, s, NH), 8,61 (1H, s, H1), 8,10 (1H,
s, H2), 7,77 (1H, d, 8,5, H3), 7,69 (1H, d, 8,5, HS), 4,25 (2H, q, 7,1, CH2CH3), 1,30 (3H,
t, 7,1, CH2CHzs).

IV ATR (64 scans): 3151-3069 (vO-H), 1692 (vC=0), 1552, 1520, 1397, 1377, 1293
(vC-0).

Formula molecular: Ci2H;oCINOs.

HL10: 3-carboetoxi-8-bromo-4-oxo-1,4-diidroquinolina

Rendimento: 55%

P.F.: 310°C

RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds/ (6-ppm): 12,48 (1H, s, NH), 8,55 (1H, s, H1), 8,17 (1H,
s, H2), 7,63 (1H, d, 8,7, H3), 7,42 (1H, d, 8,7, HS), 4,21 (2H, q, 6,9, CH2CH3), 1,29 (3H,
t, 6,9, CH2CH3).

IV ATR (64 scans): 3150-3089 (vO-H), 1688 (vC=0), 1551, 1520, 1377, 1338, 1287,
1292 (vC-O).

Féormula molecular: C2H;0BrNO:s.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Sintese dos acrilatos (b1-b4)

A primeira etapa reacional, a sintese dos acrilatos, trata-se de uma reagdo analoga
areacao de condensacdo de Michael, de compostos a,B-insaturados, onde ocorre o ataque
do par de elétrons do nitrogénio no carbono B do etoximetilenomalonato de dietila,
conforme descrito na literatura. Embora estas condensacdes pudessem ser feitas na
auséncia de solventes, neste trabalho utilizou-se o etanol, possibilitando o isolamento de
produtos com maior pureza. Este processo ¢ favorecido pela presenca de grupos

retiradores de elétrons na estrutura do eletrofilo.

3.3.2. Sintese dos derivados de quinolona com grupamento éster (HL7-HL10)

A ciclizacao dos derivados malonatos de dietila foi realizada através da ciclizacao
térmica com difeniléter em refluxo (250°C). Conforme descrito na literatura, a natureza
do grupo substituinte retirador de elétrons pode favorecer tanto uma reagao envolvendo
um Unico estado de transi¢ao, ou uma reagdo em varias etapas formando um intermediario
que pode ser isolado®>. A metodologia de Gould-Jacobs produz apenas aminas
secundarias que podem ser funcionalizadas a partir de uma reagao do tipo SNo.

A natureza e a posi¢ao dos substituintes nas anilinas sdo fundamentais para a
bioatividade e determinante para o perfil farmacocinético e toxicidade do nucleo benzo-
y-piridona, além de ser um fator limitante para o uso da metodologia de Gould-Jacobs. O
uso de anilinas p-substituidas tem fornecido 3-carboxi-quinolin-4(1H)-onas com maior
bioatividade, as quais tem um papel importante na atividade inibitoria da enzima DNA-
girase. Os bons rendimentos (98-90%) da reacdo de Gould-Jacobs sdo dependentes da
presenca de grupos doadores de elétrons na posi¢do orto e para da anilina, visto que tais
grupos aumentam o carater nucleofilico da amina.

Substituintes retiradores de elétrons nestas posi¢cdes geralmente conduzem a
formacdo dos produtos em baixos rendimentos. Alguns pesquisadores reportaram que
halogénios na posi¢ao para, como p-flior ou p-cloro anilina, forneceram derivados de 3-
carboxi-quinolin-4(1H)-onas em rendimentos de 25-30 %, respectivamente®37.
Posteriormente ocorre uma cicloacilacao (ciclizagdo de Lappin), em altas temperaturas

para a formacao dos derivados 3-carboxi-quinolin-4(1H)-onas.
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3.3.3. Caracterizacio estrutural

ApO6s o processo de purificacdo, que consiste na lavagem com éter de petroleo

gelado, os compostos foram caracterizados e comparados com seus precursores acrilatos.

o Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho (IV)

Os ligantes HL.7-10 foram analisados por espectroscopia no IV e comparados
com os precursores (b1-b4). Suas principais bandas, junto com seus respectivos pontos

de fusdo estdo mostradas na Tabela 3.1. A figura 3.4 ilustra o espectro do ligante HL7.

Figura 3.4: Espectro no infravermelho do ligante HL7.

Na andlise do espectro no IV, pode-se destacar o desaparecimento de uma das
bandas de absorcao referentes a carbonila encontrada nos derivados malonatos de dietila,
aproximadamente em 1623 cm™. Apds a formacgao da ciclizagdo e obtengao da quinolona
de interesse, 0s compostos apresentaram uma banda de absor¢iio em 1718 cm'! referente
a cetona ciclica da quinolona, além de uma absor¢do em 1693 cm'! relativa a deformacio
axial de C=0 de éster e uma banda em 1286 cm™' relativa a deformacio axial de C-O de
éster’®,

De acordo com PAVIA, compostos que apresentam tautomerizagao (1,3 dicetonas
e B-cetoésteres) apresentam carbonilas tanto na forma ceto como na forma enol, além

disso podem apresentar um estiramento O-H forte na forma endlica para as dicetonas e
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fraco para os B-cetoésteres em 3200-2400 cm™, o que explicaria uma banda de O-H fraca
em 3066 cm! caindo junto com o estiramento sp? de C-H*,
Os valores de pontos de fusdo, rendimentos e absor¢des na regidao do IV dos

derivados malonatos de dietila sintetizados encontram-se listadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Principais bandas nos espectros de IV, pontos de fusdo e rendimentos (cm™!,

ATR) dos compostos HL.7-10.

Ligante -R PF (°C) lit. | PF (°C) exp. Rendimento (%) | IV (cm™)

H 240-242 243-244 59 3162-3066 — vO-H/
vC-H
1697 —vC=0
1286 — vC-O

4-F 296-298 290 65 3161-3063 — vO-H/
vC-H
1688 —vC=0
1287 — vC-O

4-Cl >200 270-273 70 3151-3069 — vO-H/
vC-H
1692 —vC=0
1293 —vC-O

4-Br 320-322 310-312 55 3150-3087 — vO-H/
vC-H
1693 —vC=0
1292 —vC-O

o Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Experimentos 1D e 2D de RMN de 'H em CDCI; foram realizados para HL7-
10. A Figura 3.5 apresenta a numeracdo utilizada para a atribuicdo dos sinais nos

espectros e a figura 3.3 apresenta o espectro de RMN de 'H do HL7.

5 o O
R3/| | o™
14\ N 1
5 H

Figura 3.5: Numeracdo empregada na atribui¢do de sinais nos espectros de RMN de

HL7-10.
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Os espectros de RMN de 'H dos ligantes HL7-10 apresentam perfis
semelhantes e os hidrogénios das estruturas se encontram em mesma regido que as

observadas para compostos similares e ja descritos na literatura®®*!,

Figura 3.6: Espectro de RMN de 'H em DMSO-ds do HL7 (400 MHz)

No espectro de RMN de 'H do HL7, Figura 3.4, ha a presenca de um hidrogénio
mais desblindado em & 12,34 referente ao NH/OH do nucleo quinolonico. O hidrogénio
aromatico mais desblindado ¢ o H1 em o 8,56, devido a sua proximidade com a dupla
ligacdo, além do efeito de ressonancia que o anel possui sobre esse ponto. Para os
hidrogénios do anel aromatico, por exemplo, o H2 se encontra em & 8,17, seguido do H3
em o 7,71, um multipleto para o H4 em o 7,63 ppm, e 0 H5 em 6 7,42. J& os prétons do
grupamento carboetoxi -OCH>CHj3 foram assinalados como quarteto em 6 4,23 ppm (J =
6,3 Hz) e tripleto em o 1,29 ppm (J = 6,3Hz), Figura 3.4. Todos os dados de RMN de 'H

para os ligantes HL7-HL10 se encontram na tabela 3.2.
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Tabela 3.2: Dados obtidos nos espectros de RMN de 'H e COSY para HL7-HL10 em
CDCl; em 500 MHz.

HL7 HLS HL9 HL10
SH(m;JHz) |§'H(@m;JHz) | §'H (m;JHz) |d'H (m;JHz)
1 8.56 (3) 8.61 (s) 8.61 (s) 8.55(s)
2 8.17(d,5.8) | 810 (dd, 8.8 ¢ | 8,10 (d) 8.17 (s)
4,6)
3 771 (m) 7776 (dd, 92 ¢ | 7.77 (4. 85) | 7.63 (d. 8.7)
2.8)
4 7.63(d, 5.8) |- . -
5 742(d,5.8) | 7.68 (m) 7.69 (4, 8,5) | 7,42 (d, 8,7)
NH/OH 12,34 (s) 12,51 (s) 12,46 (s) 12,48 (s)
CH:CHj 423 (0, 63) | 42570  |423(q7.1) | 421(q69)
CH:CH;z 129(663) | 13071 |129(671) | 128(69)
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3.4. CONCLUSOES

A metodologia sintética utilizada para a sintese destes derivados de quinolona ¢ viavel
aplicando reagoes classicas ja descritas na literatura. Com destaque para a reagdo de obtengdo
dos derivados ciclizados (HL7-HL10), onde a metodologia escolhida em refluxo mostrou-se
ser mais eficaz e reprodutivel, com condi¢gdes reacionais menos drasticas, obtendo assim
compostos com rendimento acima de 60% e sem necessitar de técnicas cromatograficas para
purificagao dos compostos, se comparados aos métodos de ciclizagao de Gould-Jacobs em

microondas.
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Capitulo 4. Complexos de
Zinco contendo derivados de
Quinolona e Fenantrolina
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RESUMO

Este capitulo contém uma revisdo bibliografica descrevendo complexos metalicos
contendo derivados de quinolona, além de complexos de Zn'' contendo a amina auxiliar
(fenantrolina) ja mostrados em literatura, com destaque para aqueles que possuem
propriedades biologicas importantes. A sintese de quatro complexos inéditos do tipo
[Zn(HL7-10)(phen)]NO3 contendo os ligantes derivados de quinolona (HL7-HL10) e
fenantrolina, bem como as caracterizagdes por espectros no IV, de RMN (1D e 2D) de 'H

foram discutidos no contexto dos dados da literatura.

ABSTRACT

This chapter contains a literature review describing synthesis methodologies for metal
complexes containing quinolone derivatives, in addition to Zn"" complexes containing the
auxiliary amine (phenanthroline) already shown in the literature, highlighting those that
have important biological properties. The synthesis of four novel complexes of the
[Zn(HLn)(Phen)]NOs type with variations of substituents in the para position (HL7-11)
as well as the characterizations by IR spectra, of NMR (1D and 2D) of 1H were discussed

in the context of the literature data.
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4.1. INTRODUCAO
4.1.1. Quinolonas e seus complexos metalicos

Conforme visto no capitulo 3, as quinolonas representam uma classe de
compostos sintéticos eficazes no tratamento de uma série de infecgdes, principalmente
infeccdes bacterianas negligenciadas. Esses compostos possuem um largo espectro de
atividade antimicrobiana, com poténcia moderada a elevada, boa disponibilidade
biologica, dentre outros fatores farmacologicos que os fazem ser tdo visados na quimica
medicinal. Aliado a isso, ¢ sabido que as atividades exercidas por ions metalicos nos
meios biologicos tém estimulado a pesquisa € o desenvolvimento de compostos
inorganicos como agentes terapéuticos, seja por conta do sinergismo envolvido entre
composto organico e metal tal como novos mecanismos de agdo e alvos biolégicos'.

Na literatura, s3o encontrados numerosos estudos que relatam a complexagao
de cations metalicos a fluoroquinolonas e quinolonas de destaque na quimica medicinal.
Estes estudos, normalmente, descrevem a estrutura do complexo formado e apontam o
efeito dos ions metalicos na atividade antibacteriana® . Segundo o que publicou ROCHA
e colaboradores em 2009, a natureza do ligante e a sua capacidade em formar um quelato
com o metal, favorecem a atividade bioldgica da maioria destes complexos metalicos®.
Além disso, os complexos catidnicos e os dinucleares contendo fluoroquinolonas com
diversos ions metalicos (Mg, Cu', Co", Ni',, Zn", Cd" e A1'""), por muitas vezes sdo mais
eficazes contra diversas doengas se comparados aos seus ligantes livres, sendo que a
natureza do contra-ion também parece interferir na atividade*.

TUREL e colaboradores publicaram em 1996 a formacao de alguns complexos
metalicos contendo ciprofloxacina e avaliaram os seus modos de coordenagdo. Através
deste estudo, observou-se que o principal modo de coordenagdo deste ligante aos metais
ocorre de forma bidentada (Figura 4.1), com exce¢io do ion Cu', onde o nimero de
coordenagao esta intimamente ligado ao pH da solug¢do, onde em regido mais acida

obteve-se o complexo 1:1 e aumentando o pH obteve-se o complexo 2:1°.
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Figura 4.1: Estrutura de quelatos de ciprofloxacina na propor¢ao 1:2

(metal:ligantes) com diferentes ions metalicos.

O efeito do ion metalico na atividade antibacteriana da norfloxacina foi
ilustrado pelo trabalho de GAO e colaboradores®, que mostraram que os complexos de
Fe'' e Zn'"! apresentaram atividade superior ao ligante livre contra Escherichia coli e

Bacillus dysenteriae. (Figura 4.2).

1

Figura 4.2: Complexos de Fe" ¢ Zn" contendo norfloxacina sintetizados por Gao e

colaboradores.

Testes biologicos utilizando a bactéria Helicobacter pylori em complexos de
Bi'" ¢ a ciprofloxacina mostraram que a atividade dos complexos e dos ligantes sdo
comparaveis, o que possibilita a utilizacdo dos complexos em substituicdo a
fluoroquinolona’.

O aumento da atividade antituberculose foi verificado para um complexo de
ciprofloxacina com Cobre (Figura 4.3). Os autores propdem que a formagao do complexo
facilita o transporte do formaco, além de que o Cu'! pode ser facilmente reduzido a Cu'

produzindo espécies letais para o microrganismo®.
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Figura 4.3: Complexo de Cu" contendo ciprofloxacina sintetizado por Saha e
colaboradores.

Na literatura, ha alguns estudos que abordam a complexagio de Au com
diferentes ligantes, inclusive com as fluorquinolonas norfloxacina (NOR), levofloxacina
(LEVO) e esparfloxacina (SPAR). REFAT e colaboradores obtiveram o complexo
[Au(NOR)2(H20).]Cl3 (Figura 4.4), e sugeriram no artigo tratar-se de um eletrolito 1:3,
em que o ligante estd coordenado de modo monodentado’. A NOR e seu complexo
metalico foram testados contra fungos, bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Tanto o ligante como o complexo apresentaram atividade moderada.

—

o F 3Cr

3+

1

Figura 4.4: Complexo de Au™ contendo norfloxacina sintetizado por Refeat e

colaboradores.

Outro relevante metal para a quimica de coordenagao ¢ o Manganés, devido a
sua relevancia no papel bioldgico. Por exemplo, hd um centro mononuclear de Mn' em
um sitio ativo da superoxido-dismutase, uma enzima que catalisa a dismutagdo do

superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio. Na literatura, reporta-se a coordenagao
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deste metal com diversas fluoroquinolonas’. Inclusive, alguns grupos de pesquisa,
sintetizaram complexos de Mn" com as fluoroquinolonas NOR e SPAR, assim como
estudaram as suas atividades antichagasicas!'’.

Por ultimo, mas ndo menos importante, o Zinco ¢ um metal de transicao que
possui a seguinte distribuicdo eletronica: [Ar]3d!%4s?. Devido a perda dos elétrons do
subnivel 4s, seu estado de oxidagdo mais comum é +2. O ion Zn" pode ser considerado
“macio” se comparado aos demais metais de transicdo (segundo a classificagdo de
Pearson), provavelmente, devido a nao participacao dos orbitais d nas ligagdes. Devido a
1sso, esse ion metalico troca facilmente de ligante e possui ainda um poder polarizante
maior que elementos do grupo 2 e ¢ um bom catalisador de reagdes acido-base especificas
e se liga fortemente a ligantes proteicos. Possui uma boa afinidade ao elétron,
flexibilidade da geometria de coordenacao e € inerte quanto a oxirredugdo. Ele forma
complexos tipicamente tetraédricos (por exemplo, [ZnCls]*). Entretanto, também sdo
conhecidos complexos com nimero de coordenagdo cinco de geometria bipiramidal
trigonal ou piramidal e complexos hexacoordenados com ligantes monodentados!!. Na
literatura, encontra-se alguns exemplos de complexos de Zn!' com diversas
fluoroquinolonas na propor¢ao metal:ligante de 1:2 e numero de coordenacao 4 ou 5.
GAO e colaboradores sugeriram a estrutura de um complexo com a norfloxacina de
geometria tetraédrica, [Zn(NOR)]ClL..7H,0. LIANG-CAI YU e colaboradores
sintetizaram um complexo de ofloxacina (OFLO)'? na mesma propor¢io e uma molécula
de agua de coordenagdo com geometria piramidal de base quadrada distorcida,

[Zn(OFLO)>(H20)].2H20 (Figura 4.5).

Figura 4.5: Complexo piramidal de base quadrada de Zn" contendo ofloxacina

sintetizado por Liang-cai yu e colaboradores.

TARUSHI e colaboradores sintetizaram em 2010, complexos de zinco
contendo o fairmaco antibacteriano enrofloxacina, uma quinolona de segunda geracao,
(Figura 4.6). Seu grupo analisou a interagdo desses complexos com o DNA e com a

albumina sérica humana'’.
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Figura 4.6: Complexo de Zn" contendo ciprofloxacina sintetizado por Tarushi e

colaboradores.

Em 2011, TARUSHI e colaboradores também sintetizaram complexos

octaédricos de Zn' contendo a terceira geracdo de quinolonas, tais como: levofloxacina e

sparfloxacina e fenantrolina, na propor¢ao 1:2:1 (metal:ligante:fenantrolina), (Figura

4.7). A atividade biologica desses complexos foi avaliada examinando sua capacidade de

se ligar ao DNA do timo de bezerro (DNA CT) por espectroscopia UV e medidas de

viscosidade. Estudos da interagdao dos complexos com o DNA, através de UV, revelaram

que eles podem se ligar ao DNA CT, provavelmente pelo modo de ligagio intercalativa'®.

N o ]
\ /\(
/Zn//0 N NH
N HN" L \\(
O O HN

\ F

\
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A F \\(NH

Figura 4.7: Complexo de Zn'" contendo quinolona de terceira geragdo sintetizado por

Tarushi e colaboradores.
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4.1.2. Fenantrolina e seus complexos metalicos

A grande classe de compostos denominada fenantrolinas também conhecido
como diazafenantrenos pela comparacao com o hidrocarboneto fenantreno, ¢ integrado
por dez isdmeros diferenciados pelas posi¢des de dois heterodtomos de nitrogénio
presentes em sua estrutura. Os primeiros isdmeros a serem sintetizados foram o 1,4- e

1,7-fenantrolina por Skraup ¢ Vortmann em 1882 e a 2-metil-1,10- fenantrolina em 1898

814,15

por Blau, Figura 4.

Figura 4.8: Isomeros de fenantrolina sintetizados no século XIX.

As fenantrolinas mais comuns sdao os isdmeros 1,7-, 1,10- e 4,7-,
frequentemente chamadas meta-, orto- e para-fenantrolinas, respectivamente. A
nomenclatura estd baseada nas sinteses originais que partem das correspondentes
fenilenodiaminas. Sdo poucos os exemplos de fenantrolinas de ocorréncia natural. Alguns
alcaloides contendo em sua estrutura a 1,10- fenantrolina, foram encontrados em varios
organismos marinhos.

A 1,10- fenantrolina (phen) e seus derivados possuem importante fungdo como
suporte para agrupamentos supramoleculares'®. Complexos com 1,10-fenantrolina e seus
derivados s3o amplamente relatados na literatura'’. Esse interesse deve-se as
propriedades quimicas e estruturais da fenantrolina que a torna um Otimo material de
partida para a quimica orginica, inorganica e supramolecular'®. A fenantrolina ¢ um
ligante doador sigma fraco quando comparado a etilenodiamina. Pela perspectiva
eletronica, sua forca como ligante ¢ proveniente da sua habilidade como aceptora pi de
elétrons que ¢ responsavel pela forga da ligacdo com o metal e que, portanto, contribui
entalpicamente para a formacgdo dos complexos'®!?. A entropia também tem um papel
importante na formacdo dos complexos de fenantrolina. A contribui¢do entrdpica ¢é
devido ao efeito quelato, que libera as moléculas de d4gua do aquo-complexo, e devido a
natureza hidrofobica da fenantrolina, faz com que haja uma maior solvatagao dos cations
apos a formagdo do complexo.

Em relagdo ao efeito quelato (eles doam dois ou mais pares de elétrons, ou seja,

ligam-se ao ion metalico através de dois ou mais 4tomos), ¢ interessante a comparagao da
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molécula 1,10 fenantrolina com a 2,2’-bipiridina por terem estruturas bem similares. A
fenantrolina possui uma estrutura rigida, enquanto na bipiridina os anéis aromaticos sao
livres para rotacionar. Essa rigidez da fenantrolina faz com que os dtomos de nitrogénios
estejam sempre em posi¢ao de ligacdo, enquanto na bipiridina apenas uma das formas da
mesma pode se ligar de forma bidentada. Isso d4 uma vantagem entropica a fenantrolina
em relagdo a bipiridina’.

O impulso nas pesquisas de complexos metalicos contendo fenantrolina se deu
pela sintese e avaliagdo bioldgica do [Cu(phen).]*>" Esse complexo apresentou atividade
de fragmentacdo do DNA, ocasionado por um processo oxidativo. O complexo
sintetizado ¢ reduzido a [Cu(phen).]" que se liga a0 DNA através de intercalagdo com as
bases nitrogenadas e o Cu' gerado no meio reduz as moléculas de O, gerando radicais

livreis no meio(Figura 4.9)?!.

Figura 4.9: Complexo de Cu" contendo duas moléculas de fenantrolina sintetizado por

TISATO et al, 2009.

Devido aos estudos realizados com o complexo de cobre acima terem indicado
atividade biologica relevante, induzindo a apoptose de células cancerosas do figado,
impulsionou-se a busca por novos complexos metalicos derivados deste sistema??.

O estudo da sintese e da atividade bactericida de diferentes complexos bindrios
e ternarios de ions metélicos e de dois tipos de ligantes, um derivado quinolonico e uma
amina auxiliar, foi realizado por Ortiz e colaboradores (2007)?*. O formaco norfloxacino,
foi utilizado como ligante na formagdao de complexos de cobre que agiram como
bactericida, cuja agdo envolve a clivagem da dupla-fita de DNA e morte celular. Entre
cinco diferentes complexos formados, o [Cu(HNor)(phen)(NO3)](NO3).3H,O (Figura
4.10) apresentou atividade antibacteriana. Estudos mecanisticos com diferentes reagentes
revelaram que radicais hidroxila, oxigénio singleto e radicais superoxido estao envolvidos

no processo de cisdo mediado por estes compostos.
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Figura 4.10: Complexos de Cu' contendo norfloxacina sem [Cu(HNor):]Cl2) e com
fenantrolina [ Cu(HNor)(phen)(NO3)](NO3).3H>O sintetizado por Ortiz e colaboradores.

Complexos metalicos do tipo [M(LL)3]"" onde LL pode ser 1,10-fenantrolina
(phen) ou um ligante fenantrolina modificado, sdo particularmente atrativas para
desenvolvimento de novos agentes terap€uticos e de diagnostico. Os ligantes ou metais
destes complexos podem ser variados e conduzem a diversas aplicagdes individuais. Entre
varias aplicacdes possiveis, uma atengdo especial tem sido dada a interagdo de DNA com
complexos de Ru'’, contendo ligantes fenantrolina (ou bpy = 2,2"-bipiridil) e fenantrolina
modificada (ou bpy modificada). Entre diversos complexos estudados,
[Ru(phen),DPPZ]** e [Ru(bpy).DPPZ]** (DPPZ=dipirido[3,2-a:2",3"-c]fenazina, um
ligante fenantrolina modificado que foi reportado como um interessante ligante para
interagdo com o DNA, além de sua capacidade luminescente, (Figura 4.11). Barton e
colaboradores demonstraram que complexos de Ru'! do tipo [Ru(phen)2(LL")]** (LL'=
ligantes pertencentes a familia DPPZ) permitem variagdes na geometria, tamanho,
hidrofobicidade, capacidade de ligagdes de hidrogénio, favorecendo uma variagdo na

forga de ligagio com o DNAZ,

Figura 4.11: Complexos de Ru' contendo fenantrolina e bipiridina sintetizados por

Barton e colaboradores, possuindo PF6~ como contra-ion.
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Em 2010, Agwara e colaboradores sintetizaram alguns complexos metalicos
contendo Co', Cu"" ¢ Zn" contendo bipiridina e/ou fenantrolina como ligantes (Figura

4.12) e avaliaram sua atividade antimicrobiana®®.

Figura 4.12: Complexos de Zn" contendo fenantrolina e bipiridina sintetizados por

Agwara e colaboradores.

Pelas informagdes dos ligantes, metais e da fenantrolina apresentada na revisao
acima, o objetivo deste capitulo € sintetizar, caracterizar ¢ posteriormente avaliar a
atividade bioldgica de complexos usando derivados de quinolona, utilizando fenantrolina

. P 11 e
como amina auxiliar e tendo o Zn" como centro metalico, a fim de favorecer um
sinergismo entre as espécies envolvidas na complexacdo, pois estas estruturas

individualmente ja possuem atividades relatadas na literatura.
4.2. MATERIAIS E METODOS
4.2.1. Materiais e métodos de caracterizaciao
Os solventes metanol, etanol, éter etilico, bem como Et3N, e o precursor
metélico Zn(NO3)2.6H>O foram usados sem tratamento prévio.
A metodologia e aparelhagem utilizadas para as caracterizagdes analiticas,

espectroscopicas e voltametria ciclica dos compostos, foram as mesmas descritas nos

Capitulos 1 e 2.
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4.2.2. Sintese dos complexos de quinolona e 1,10 fenantrolina (C7-C10)

Os complexos de Zn!! foram sintetizados utilizando propor¢do 1:1:1 (precursor
metalico:ligante:amina auxiliar). Todos os complexos apresentaram a mesma rota
sintética, onde se variava apenas os substituintes R do anel quinolonico, como pode ser

visto no esquema 4.1.

—I NO;-

7\ N\
O O . N
R-- | | Zn(NO;), . 6H,0 n iR=4.
X N Fenantrolina / \ C9: R=4-CI
H 4h o I0 C10: R=4-Br
= B o
HL7:R=H R~ | )
HL8: R=4-F N N
HL9: R=4-Cli
HL10: R = 4-Br

Esquema 4.1: Sintese dos complexos de Zn! contendo derivados de quinolona e
possuindo fenantrolina como amina auxiliar. Metodologia adaptada de Ortiz e

colaboradores®.

Para a sintese dos complexos metalicos de Zn', inicialmente preparou-se 10
mL de solu¢do metandlica de fenantrolina (9,01 mg— 0,05 mmol) e 10 mL de uma solugao
metanolica do ligante hibrido de quinolona (0,05 mmol) (HL7-HL10) desprotonado com
0,03 pL de trietilamina (Et;N) (0,05 mmol — 1 equivalente). Em seguida, adicionou-se
simultaneamente estas duas solugdes a 10 mL de uma solu¢ao metanodlica de Nitrato de
Zinco (11,34 mg— 0,05 mmol). A mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitacdo
por 3 h. O volume de solvente foi reduzido a metade por rotaevaporagao e a solugao final,
mantida na geladeira para a evaporagao lenta do solvente até formagao de precipitado. Os
solidos obtidos foram filtrados, lavados com etanol gelado e secos em dessecador sob

vacuo.
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C7: Nitrato de 3-carboetoxi-4-oxo-1,4-diidroquinolina-1,10 fenantrolina zinco (II)
Rendimento: 41%

P.F.: 222°C (T.D)

RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 9,14 (1H, s, H1), 8,95 (2H, m, HF),
8,88 (1H, m, HF), 8,32 (2H, m, HF + H2), 8,14 (1H, sl, HF), 7,78 (1H, sl, H4), 7,67 (1H,
d, HS), 7,43 (1H, sl, H3), 4,07 (2H, q, 8,0 Hz, CH») ¢ 1,05 (3H, m, CH3).

IV ATR (64 scans): 3151-3069 (vO-H), 1692 (vC=0), 1552, 1520, 1397, 1377, 1293
(vC-0).

Condutividade molar: 73,42 ps cm™.

Formula molecular: C4HsN4O¢Zn.

C8: Nitrato de 3-carboetoxi-8-fluoro-4-oxo-1,4-diidroquinolina 1,10-fenantrolina
zinco(1I)

Rendimento: 48%

P.F.: 212°C (T.D)

RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 9,14 (1H, s, H1), 8,95 (2H, m, HF),
8,81 (1H, m, HF), 8,32 (2H, m, HF), 8,14 (21H, m, HF e H2), 7,82 (1H, sl, H3), 7,60 (1H,
d, H5), 4,10 (2H, q, 8,0 Hz, CH>) e 1,10 (3H, m, CH3).

IV ATR (64 scans): 3151-3069 (vO-H), 1692 (vC=0), 1552, 1520, 1397, 1377, 1293
(vC-0).

Condutividade molar: 76,15 ps cm™.

Formula molecular: C4H17FN4OgZn.

C9: Nitrato de 3-carboetoxi-8-cloro-4-oxo-1,4-diidroquinolina 1,10-fenantrolina
zinco(I)

Rendimento: 62%

P.F.: 233°C

RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 9,11 (1H, s, H1), 8,92 (2H, m, HF),
8,83 (1H, m, HF), 8,32 (2H, m, HF), 8,01 (2H, m, HF e H2), 7,80 (1H, sl, H3), 7,47 (1H,
d, H5), 4,13 (2H, q, 8,0 Hz, CH>) e 1,25 (3H, m, CH3).

Condutividade molar: 71,23 ps cm™.

IV ATR (64 scans): 3151-3069 (vO-H), 1688 (vC=0), 1533, 1510, 1388, 1377, 1244
(vC-0).

Féormula molecular: C4H;7CIN4O¢Zn.
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C10: Nitrato de 3-carboetoxi-8-bromo-4-oxo-1,4-diidroquinolina 1,10-fenantrolina
zinco(II)

Rendimento: 59%

P.F.: 211°C

RMN 'H (500 MHz) DMSO-ds / TMS (8-ppm): 9,15 (1H, s, H1), 8,92 (2H, m, HF),
8,75 (1H, m, HF), 8,30 (2H, m, HF), 8,16 (2H, m, HF ¢ H2), 7,83 (1H, sl, H3), 7,68 (1H,
d, HS), 4,06 (2H, q, 8,0 Hz, CH») e 1,15 (3H, m, CH3).

Condutividade molar: 80,12 ps cm™.

IV ATR (64 scans): 3127-3044 (vO-H), 1677 (vC=0), 1533, 1510, 1388, 1377, 1244
(vC-0).

Féormula molecular: C24H;7BrN4O¢Zn.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Sintese dos complexos de Zn do tipo [Zn(HL7-10)(phen)]NO3 (C7-C10)

A metodologia de complexacao empregada neste capitulo foi bem diferente da
que foi empregada no capitulo 2, visto que aqui, além de desprotonarmos o ligante, ainda
utilizou-se um sal metalico diferente (Zn(NOs3)2.6H>O), além da amina auxiliar
fenantrolina. Os respectivos complexos C7-C10 foram sintetizados utilizando a
propor¢ao 1:1:1 (metal:ligante:fenantrolina), a fim de se consumir totalmente os ligantes,
além do produto apresentar a amina auxiliar desejada. A adicao da fenantrolina e do
ligante de forma simultanea a solu¢do metanolica do metal foi para favorecer a formacgao
do complexo com 1 unidade de fenantrolina e 1 unidade de ligante.

Essa metodologia empregada foi uma adaptacdo de algumas encontradas na
literatura, principalmente devido os aspectos fisico-quimicos que o ligante apresentava,
pois eram pouco soluveis, mesmo apds a desprotonagao com Et3N, devido a isso, acoplou-
se a reagdo em condensador de refluxo™’. A utilizagdo deste nicleo de quinolona neste
capitulo ¢ a fim de mimetizar os pontos de coordenacao de compostos contendo porgdes
como [-cetoéster, ja utilizados em nosso grupo em outros trabalhos, que exibem pelo
menos um hidrogénio a, podendo apresentar tautomeria ceto-enolica, diferindo somente
pela posi¢ao do atomo de hidrogénio (Figura 4.13). A base foi adicionada ao meio

reacional a fim de que o ligante se encontrasse apenas em sua forma enolica®”?.
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Figura 4.13: Tautomeria ceto-enolica (A). Quinolona ap6s desprotonagao (B).

O solvente utilizado, metanol, foi escolhido por solubilizar melhor os ligantes e
por ser utilizado na sintese de complexos analogos de Zinco com quinolonas. O tempo
reacional foi estipulado em 3-4h, apds monitoramento das reagdes por CCF, indicando

que este seria o tempo ideal para complexagdo devido a alta reatividade do Zinco.

4.3.2. Caracterizacao estrutural

Uma vez isolados, os compostos foram caracterizados e comparados com o0s

respectivos ligantes de partida.

o Espectroscopia Vibracional na Regidao do Infravermelho (1V)

Os complexos C7-C10 foram analisados por espectroscopia no IV e
comparados com os ligantes (HL7-H10). Os espectros no infravermelho do ligante HL7

e do C7 encontram-se na Figura 4.14.
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Figura 4.14: Espectros no infravermelho dos compostos HL7 ¢ C7.

O espectro no infravermelho do ligante HL.7, mostra duas bandas referentes a
v(C=0), em 1718 cm™ e em 1693 cm™'. Apds a formacdo do C7, apenas uma banda é
observada em 1697cm™, o que pode ser o indicativo de que a complexagio ocorreu.

Outra mudanca que indica a complexagdo ¢ a banda presente nos espectros dos
complexos em torno de 1620 cm’! referente ao estiramento C=N da amina auxiliar,
indicando que houve a coordenagio pelo ligante e também pela amina auxiliar®®. A banda
caracteristica de v(N=0) do contra-ion nitrato ndo foi encontrada, necessitando de analise

condutimétrica a fim de avaliar se o complexo se encontra carregado.
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Os dados espectroscopicos do infravermelho dos ligantes e seus respectivos

complexos estdo mostradas na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Principais bandas nos espectros de IV (cm’!, ATR) dos complexos C7-C10.

v(C=0) v(C-0) v(C=N)
C7 1697 1286 1620
C8 1685 1287 1615
Cc9 1683 1293 1617
C10 1688 1292 1611
o Ressondncia Magnética Nuclear (RMN)

Experimentos 1D e 2D de RMN de 'H em CDCI; foram realizados para C7-
10. A Figura 4.15 apresenta a numeragdo utilizada para a atribui¢do dos sinais nos
espectros dos complexos. Os espectros de RMN de 'H dos complexos apresentam perfis
semelhantes e os hidrogénios das estruturas se encontram em mesma regido que as

observadas para compostos similares e ja descritos na literatura®’.

_l N 0_3

Figura 4.15: Numeragdao empregada na atribui¢do de sinais nos espectros de RMN de

C7-C10.
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A primeira etapa da reagdo consiste na desprotonagdo do ligante a fim de
favorecer a espécie enolica que teria mais predisposi¢do a se coordenar ao ion metalico.
Um dos efeitos da desprotonacdo do ligante no espectro de RMN de 'H ¢ a auséncia do
sinal OH/NH (equilibrio).

Conforme ja dito no capitulo 3, o hidrogénio aromatico mais desprotegido ¢ o
HI presente no anel do derivado quinolinico e foi atribuido como singleto em & 8,60.
Apds a complexagdo, observa-se que o H1 sofreu longo deslocamento para campo mais
baixo em 8 9,14, sendo um singleto largo, devido a desprotonagao do ligante e mudanga
de efeitos indutivos e de ressonancia naquele ponto. Ha o surgimento de sinais referentes
aos hidrogénios da fenantrolina de & 8,95-8,14, integrando 8 hidrogénios, corroborando
que a complexagdo de fato tenha ocorrido. O H2 que aparece junto com um hidrogénio
da fenantrolina e deslocado para campo mais baixo em & 8,15 como singleto largo,
integrando 2H’s.

Os sinais do H4 e HS5 nao sofreram deslocamento aprecidvel, provavelmente
pela distancia dos pontos de coordenagao.

Os sinais caracteristicos desta complexagao, junto com o surgimento dos sinais
da fenantrolina, sdo os sinais referente ao CH> que sofreu deslocamento para campo mais
alto em & 4,07 e o sinal do CH3 que foi deslocado para & 1,05, corroborando o efeito de
protecdo causado pelo zinco através da doagdo eletronica pela sua camada d completa,

figura 4.16.
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Figura 4.16: Espectro de RMN de 'H em DMSO-ds do HL7 e do C7.

Todos os dados de RMN de "H em DMSO-d para todos os complexos sintetizados
(C7-C10) se encontram na tabela 4.2
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Tabela 4.2: Dados obtidos nos espectros de RMN de 'H e COSY para C7-C10 em DMSO

em 500 MHz.
H Cc1 C8 c9 C10
3'H(m;JHz) | & 'H (m; J Hz) 3 'H (m; J Hz) 3 'H (m; J Hz)

1 9,14 (d, 7,2) 9,14 (d, 7,2) 9,11 (m) 9,18 (d, 7,2)

2 8,32(d,5,8) 8,14 (d, 5,8) 8,17(dd, 8,8¢e4,6) | 832(d,5,8)

3 7,78 (m) 7,82(dd,9,2¢2,8) | 7,81(dd,9,2¢2,8) | 7,83 (dd, 9,2 e
2,8)

4 7,67 (d, 5,8) - - -

5 7,43 (d, 5,8) 7,68 (m) 7,66-7,61 (m) 7,68 (m)

CH:CH3s 4,07 (q, 6,3) 4,10 (q, 6,3) 4,13 (q,7,1) 4,02 (q, 6,3)

CH:CH3 1,05 (t, 6,3) 1,10 (t, 6,3) 1,25 (t, 7,1) 1,18 (t, 6,3)

Fenantrolina | 8,13-8,93 8,10-8,95 8,13-8,90 8,13-8,94

Condutivimetria dos complexos (C7-C10)

Uma solugdo dos complexos em DMF, na concentracao de 1.10_3 mol L_l,

foi preparada e utilizada para a realizacdo de medidas de condutividade. A titulo de

comparagao, realizou-se também a medida de condutividade do DMF e de um eletrdlito

padrdo 1:1, o brometo de tetraetilamonio. Os valores obtidos encontram-se na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: Medida de condutividade molar para o DMF, o eletrdlito 1:1 e para os

complexos sintetizados (C7-C10).

Complexo AM(uS)
DMF 1,09
Brometo de Tetraetilamonio 79,56
C7 79,43
C8 80,21
Cc9 76,15
C10 75,12
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O valor de condutividade molar obtido para os complexos C7-C10, acima de 70,00
uS cm_l, a temperatura ambiente foi proxima ao do eletrolito padrao 1:1,79,56 puS cm

1, indicando que o complexo é carregado®’. A medida de condutividade molar foi
realizada novamente ap6s 20 minutos, onde foi obtido um valor muito préximo ao
primeiro, indicando que o complexo ¢ estdvel em DMF durante este tempo.

Estando o complexo em sua forma carregada, logo este deve possuir um contra-
ion em sua esfera de coordenagdo para fechar o balanco de carga. Em conjunto com as
andlises de RMN de 'H e IV, os resultados apontam coordenacio através da quinolona,

possuindo uma fenantrolina como amina auxiliar e tendo um NO3™ como contra-ion.
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4.4. CONCLUSOES

A metodologia sintética utilizada para a sintese destes complexos de Zn" contendo
os derivados de quinolona ¢ viavel e de facil reprodutibilidade dando origem a complexos
estaveis e inéditos. Através de andlises de IV e condutimetria, percebe-se que os
complexos estdo na sua forma carregada, possuindo um NOs3™ como contra-ion, o que
explica a sua boa solubilidade em solventes polares, o que pode ser uma vantagem na

conducdo dos testes bioldgicos.
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Capitulo 5: Avaliacdo das atividades
antibacteriana, anti t-cruzi, anti-zika
e anti-chikungunya.
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RESUMO

O Capitulo 5 aborda uma visdo geral de doengas negligenciadas, dando destaque para a Doenga de
Chagas e arboviroses como: Zika e Chikungunya, também traz atividade antivirais a antiparasitarias
de derivados de cumarina, imidazopiridina ja reportados na literatura. Também descreve a anélise e
a discussao da atividade anti-cruzi, anti-ZIKV e anti-CHIKV dos ligantes HL.1-4 ¢ dos complexos
C1-4 contra as células infectadas e células saudaveis, além da comparagdo com resultados de

estruturas similares descritas na literatura.

ABSTRACT

Chapter 5 provides an overview of neglected diseases, highlighting Chagas Disease and arboviruses
such as: Zika and Chikungunya, as well as activities of coumarin derivatives, imidazopyridine and of
zinc already reported in Literature. The analysis and discussion of the anti-cruzi, anti-ZIK'V and anti-
CHIKYV activity of HL1-4 ligands and C1-4 complexes against infected and healthy cells is also

described, in addition to the comparison with results of similar structures described in the literature.
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5.1. INTRODUCAO

5.1.1 Doencas negligenciadas

Em um passado ndo tdo distante, as doencas negligenciadas eram conhecidas como
“doencas tropicais”, por uma relacdo entre a causalidade e a localizagdo geografica. Contudo, o
termo “doengas tropicais” foi substituido por “doencas negligenciadas”, mais amplo, preciso e
que contempla um contexto politico, econdomico e social em que acontecem as doengas. Essa
mudanca de termo foi proposta pela OMS (Organizagdo Mundial da Satude), pelo MSF (Médicos
sem Fronteiras), pelo DNDi (Iniciativa Medicamentos para Doencas Negligenciadas) e pela
atencao que as diferentes doengas recebem por parte da industria farmacéutica. A proposta divide
as doencas em globais, negligenciadas e extremamente negligenciadas'~.

Quando se fala sobre doengas negligenciadas, na verdade, fala-se sobre as doengas que
acometem pessoas ao redor do mundo, as quais ndo contam com tratamento medicamentoso
apropriado!. Uma doenca é considerada negligenciada quando as alternativas de tratamento sio
nulas ou inadequadas, por questdes de renda e preco. Além disso, em sua grande maioria, sao
medicamentos velhos, de dificil administracdo e tolerancia e com pouca efetividade face a

2. Dentro desse contexto, 0 acesso ao tratamento

ampliacdo da resisténcia parasitaria
medicamentoso adequado ¢ uma condicao essencial para que se possa alcangar o estado de saude,
pois o medicamento completa o processo que vai desde a prevengao e o tratamento clinico até o
tratamento especializado e exames adequados. As populacdes afetadas pelas doencas
negligenciadas sofrem com a falta de tratamento medicamentoso adequado, com a deficiéncia na
prevencdo e dos sistemas e servicos de saude, em trés tipos de ‘falhas’: de ciéncia
(medicamentos inexistentes devido ao conhecimento técnico/cientifico insuficiente, como vacinas
contra malaria, HIV/AIDS), de mercado (medicamentos caros, fora do alcance das populagdes) e
de sistemas e servicos de saude (diagnostico precoce, remédios baratos ou mesmo gratuitos, que
ndo chegam aos pacientes)’.

A maioria das doengas negligenciadas sdo doencas tropicais infecciosas, que acometem
populagdes pobres, com maior prevaléncia em paises pobres (DNDi, 2009)!. Exemplos dessas
doengas no mundo, com maior prevaléncia na América Central, América do Sul e Africa, sdo
tuberculose, leishmaniose, doenga do sono, malaria, doenca de Chagas e HIV. No caso do Brasil,
além das doencas ja negligenciadas no mundo, hd mais alguns exemplos: dengue, zika,
chicungunya, esporotricose, esquistossomose, febre amarela, hanseniase, leptospirose,

paracoccidiose e riquetsiose, doengas que ndo apresentam riscos para a saude publica nos paises
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desenvolvidos?.

No caso do HIV, embora haja medicamentos e novas pesquisas em andamento, a maior
parte da populagdo infectada no mundo pelo virus, grande maioria da Africa subsaariana, nao tem
acesso aos medicamentos inovadores para trata-la. Situagdo bem diferente ocorre no Brasil, que
tem um programa de prevengdo e tratamento, considerado referéncia para a Organizacao das
Nacdes Unidas — ONU?.

Em uma classificacdo que contempla os contextos de desenvolvimento politico,
econdmico e social, as doencas negligenciadas dividem-se em simplesmente negligenciadas
(mais prevalente em paises em desenvolvimento), extremamente negligenciadas ou mais que
negligenciadas (exclusiva dos paises em desenvolvimento).

Se examinarmos mais profundamente as doencas negligenciadas, percebe-se que ha
doencas que podem ser consideradas extremamente negligenciadas, pois essas, em menor
percentual, afetam também pessoas em paises ricos, como a tuberculose e a malaria. No caso da
malaria, os individuos de paises ricos contraem essa doenga em viagens ao exterior ou na
recepcao de turistas estrangeiros. Nessas doengas negligenciadas, a industria farmacéutica ainda
tem algum interesse marginal. Doencas como a do sono, de Chagas e leishmaniose sao
consideradas extremamente negligenciadas, porque afetam populagdes muito pobres, sem
nenhum grito social ou poder de compra para medicamentos. Isso faz com que as institui¢cdes
privadas ndo tenham interesse € os governos tenham pouco interesse, disponibilizando poucos
recursos para investimento no desenvolvimento de um novo medicamento®.

De acordo com o estudo (G-Finder, na sigla em inglés) sobre financiamento mundial de
inovac¢ao para doengas negligenciadas, menos de 5% do financiamento foram investidos no grupo
das doengas extremamente negligenciadas, ou seja,doeng¢a do sono, leishmaniose visceral e
doenca de Chagas, ainda que mais de 500 milhdes de pessoas sejam ameagadas por essas trés

doencas parasitarias’.
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5.1.1.1 Doencga de Chagas

A doenca de Chagas ¢ reconhecida pela OMS como uma das 13 doencas tropicais mais
negligenciadas do mundo®, também conhecida como Tripanossomiase americana, que foi descoberta
e descrita etimologicamente pelo médico sanitarista brasileiro Carlos Chagas em 19097. Esta
enfermidade ¢ causada pela infec¢do com o protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, que pertence
a familia dos tripanossomatideos, e que causam um numero significativo de doencas negligenciadas,
como as Leishmanioses provocadas por géneros da espécie Leishmania®, e a Doenca do sono que é

causada pelo Trypanossoma brucei®’.

A Doenga de Chagas tem sido um flagelo para a humanidade desde a antiguidade e continua

a ser um problema social e econdmico relevante em muitos paises da América Latina onde ¢é
A . 1 1 r . ~ . r r . ‘ . . ~

endémica ', porém sua difusdo tem sido possivel para outros paises devido a crescente imigragdo de

pessoas infectadas para areas nao endémicas, e ja sdo encontrados casos na América do Norte, Asia

e Europa (Figura 5.1). Por falta de um controle rigoroso em paises onde a doenga nao ¢ comum, sua

contaminago por transplantes e transfusdes tem sido recorrente!2.

Figura 5.1: Panorama da Doenca de Chagas na América Latina e no mundo.

Segundo dados da [Iniciativa de Medicamentos para Doencas Negligenciadas
(DND;, sigla em inglés de Drugs for Neglected Diseases Initiative)!, ha 5,7 milhdes de pessoas
infectadas pelo Trypanossoma cruzi em 21 paises da América Latina, mais de 6 milhdes no
mundo (incluindo aproximadamente 300.000 casos nos Estados Unidos) e calcula-se que 70
milhdes de pessoas estejam em risco de contrair a doenca e que causa 7.000 mortes por ano

somente na América Latina'>'*.
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A Figura 5.2 ilustra as principais formas de infec¢do em seres humanos. A forma mais comum
¢ pela picada do inseto vetor, conhecido vulgarmente como “barbeiro” (7Triatoma infestans). Este

meio de contaminagdo confere a cerca de 90% dos casos.

Figura 5.2: Principais formas de infecgao: (A) picada do inseto; (B) transfusao de sangue; (C)

via congénita; (D) ingestao de alimentos contaminados.

Durante ou imediatamente apos picar uma pessoa, o inseto defeca sobre a pele da vitima,
eliminando grande quantidade do protozoario Trypanosoma cruzi, permitindo que o mesmo penetre
no organismo humano através da ferida da picada. O ato de cocar o local que foi picado aumenta a
chance de contaminagdo. A infeccdo por transfusdes de sangue ou por via congénita também sao
possiveis. Casos de infeccao através da ingestdo de alimentos contaminados pelo parasito tém sido

identificados e estudados!'>'%!7.

e Ciclodevidado T. cruzi

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi no inseto vetor e em mamiferos ¢ ilustrado na Figura
5.3. Esse ciclo se inicia quando a forma tripomastigota € ingerida pelo mosquito triatomideo
(barbeiro). Entdo, as formas tripomastigotas diferenciam-se no tubo digestorio do inseto para a forma
epimastigota, que ¢ a forma replicativa do parasito. Apos a replicacdo, as epimastigotas transformam-
se mais uma vez em fripomastigotas € € nesse estagio que ocore a contaminag¢do de mamiferos em
geral. Uma vez dentro da célula do hospedeiro as tripomastigotas transformam-se em sua forma
replicativa em humanos, a amastigota, que se reproduzem varias vezes antes de voltar a forma
tripomastigota e ser liberada para as correntes sanguineas e linfaticas apds o rompimento da parede
celular. Uma vez que isso ocorre, o parasito se espalha pelo organismo invadindo novas células e

repetindo o processo de replicagio'®.

A doenca apresenta duas fases clinicas, a aguda e a cronica. A fase aguda se da entre quatro e
dez dias apos a picada. Neste periodo a vitima apresenta febre, anorexia, dilatagcdo do figado e do

baco, e inflamacdes do miocardio, podendo até levar ao desenvolvimento da meningoencefalite, que
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¢ fatal. A fase cronica ¢ caracterizada por um longo periodo de laténcia, em que os individuos nao
apresentam sintomas por até 20 anos. Quando os sintomas se apresentam, os mais comuns Sao:
megaesOfago, megacdlom, megalocardia, insuficiéncia cardiaca, arritmias, entre outros. No cérebro
ha frequentemente a formacgado de granulomas, mas neste estagio a doenga ¢ geralmente fatal mesmo

com tratamento 20,

Figura 5.3: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi nos hospedeiros vertebrado e invertebrado.

Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (https://www.cdc.gov/)

o Tratamento da doenca

Atualmente os tinicos farmacos disponiveis para o tratamento da doenga de Chagas foram
introduzidos no mercado hd mais de 30 anos, o Nifurtimox (Lampit®, Bayer) e o Benzonidazol

(Rochagan® ou Radanil®, Roche) (Figura 5.4).

Estes farmacos sdo mais ativos na fase aguda da doencga (cura em 80% dos casos) que na
fase cronica (cura em apenas 20% dos casos), mas ambos ndo respeitam os critérios basicos
estabelecidos pela OMS para serem considerados farmacos seguros, que sdo: levar a cura

parasitologica em ambas as fases da doenga; possuir efeitos em doses didrias inicas ou em
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pequenas doses; ser acessivel a todos os infectados; sem efeitos colaterais graves ou teratogénicos;
ndo ser preciso a hospitalizacdo do paciente para o tratamento e ndo induzir resisténcia no agente

etioldgico, que é o caso do Benzonidazol?!.

Ambos os farmacos apresentam nos pacientes efeitos colaterais sérios como anorexia,
perda de peso, mudangas psicoldgicas, tremores, sonoléncia, vomito, dor abdominal, diarreia,
convulsoes, entre outros. Com tudo isso, estratégias para descoberta de novos farmacos para
doengas negligenciadas tém sido estudadas em todo o mundo, e com essas descobertas estdo em

fase clinica o Ravuconasol e o Posaconazol**%, também descritos na Figura 5.4.

Figura 5.4: (A) Farmacos com descoberta empirica que ja estdo disponiveis no mercado:
Nifurtimox e Benzonidazol. (B) Farmacos com planejamento racional em fase clinica:

Ravaconazol e Posaconazol.
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5.1.1.2 Arboviroses: Zika e Chikungunya

O termo arbovirus®* define tipos de virus que sio mantidos na natureza através de
transmissao biologica entre um hospedeiro vertebrado e suscetivel e um artrépode hematdéfago,
como um mosquito. Se destacam por possuirem um ciclo de replicacdo exdgeno ao hospedeiro
definitivo, dentro do inseto, mas caracterizam-se pela transmissio vetorial®®>. Aproximadamente
545 espécies de arbovirus foram descritas, sendo que 150 destas (a maioria de origem
zoonoOtica) estdo associadas as doengas em seres humanos. Os arbovirus que causam essas
doencas estdo classificados essencialmente em cinco familias: Bunyaviridae, Flaviviridae,
Reoviridae, Rhabdoviridae e Togaviridae, disseminadas em todos os continentes, exceto no
Antértico®. Para sustentar o ciclo de transmissio de arbovirus normalmente ¢ necessiria a
infeccao de um vetor artropode.

Ha intimeras arboviroses existentes, mas este trabalho dara énfase nos virus Zika

(ZIKV) e Chikungunya (CHIKV).

e Virus Zika (ZIKV)

O ZIKV é um virus de RNA do tipo icosaédrico, envelopado, possui fita simples®’ que
pertence ao género Flavivirus e a familia Flaviviridae e o seu envelope consiste em uma
bicamada lipidica e glicoproteinas. Andlises filogenéticas indicaram claramente que o ZIKV
pode ser agrupado em duas linhagens distintas: linhagem asiatica e linhagem africana, com base
nas suas sequéncias gendmicas completas?®.

Este virus em especifico foi isolado pela primeira vez de um macaco rhesus na floresta
Zika da Uganda em 1947%°. No ano seguinte, ocorreu o primeiro isolamento do virus no
mosquito Ae. africanus . Em 1954, foi relatada na Nigéria a primeira infeccio humana®®. As
circulacdes subsequentes foram restritas a Africa e sudeste da Asia®®. Em meados de maio de
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2015 ocorreu o surto no Brasil’', seguido por 29 outros paises que relataram transmissao do

ZIKV antes de 20162, A figura 5.5 mostra a presenca das arboviroses pelo globo.
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¥ ZIKA VIRUS O CHIKUNGUNYA @ DENGUE

Figura 5.5: Epidemiologia dos virus Zika, Chikungunya e Dengue. A area vermelha representa

a distribuicao geografica ou os pontos de referéncia do virus Zika. Fonte: Tham et al. (2018).

Logo apds o surto no Brasil, uma potencial associagdo da microcefalia aos neonatos
de mies infectadas pelo ZIKV foi relatada®®, sendo apoiada por estudos subsequentes em que
criancas com microcefalia estavam associadas a infec¢do por ZIKV durante a gravidez. De
acordo com o boletim epidemioldgico que foi disponibilizado pela Secretaria de Vigilancia em
Saude do Ministério da Saude no ano de 2019 referente a Semana Epidemiologica (30/12/2018
a02/02/2019), para a doenga aguda pelo virus Zika, 45 casos suspeitos em 15 municipios foram
notificados, o que corresponde a uma reducao de 25% comparando ao mesmo periodo do ano
de 2018 quando houve um registro de 60 casos suspeitos*.

O ZIKV ¢ transmitido aos hospedeiros por mosquitos vetores do género Ae.
incluindo: Ae. africanus, Ae. aegypti, Ae. vitattus, Ae. furcifer, Ae. apicoargenteus e Ae.
luteocephalus®. Entre cientistas e agéncias de satide existe um consenso global de que Ae.
aegypti e Ae. albopictus sdo os principais vetores do ZIKV em 4areas urbanas., isto foi
confirmado através de experimentos de competéncia vetorial para ZIKV que foram conduzidos
exclusivamente para espécies deste género, principalmente Ae. aegypti*®. Curiosamente, alguns
estudos demonstraram que populagdes de Ae. aegypti e Ae. albopictus apresentam baixas taxas
de transmissdo do ZIKV ou nenhuma®”-**. Com isso, o papel de outros vetores na disseminagio
do ZIKV tem sido negligenciado®. Diante do fato de que Ae. aegypti nio é a Ginica espécie de

mosquito que vive em areas epidémicas, outras espécies foram suspeitas de transmitir o virus.
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Além disso, um mosquito transmissor de ZIKV precisa se alimentar de uma pessoa com alta
viremia e ser infectado, e o virus deve se disseminar para a hemolinfa, infectar as glandulas
salivares e ser secretado para a saliva*’. Esse mesmo mosquito deve entdo se alimentar de uma
ou varias outras pessoas para disseminar o virus na populagdo. Para a maioria das espécies de
mosquitos que ndo o Ae. aegypti, isso seria extremamente improvavel devido ao seu menor

comportamento antropofilico (Figura 5.6).

Figura 5.6 — O ciclo de vida do virus Zika entre o mosquito Aedes e o hospedeiro humano.

e Virus Chikungunya (CHIKYV)

De forma similar ao ZIKV, o CHIKV ¢ um arbovirus emergente membro da familia
Togaviridae, género Alphavirus e pertence ao complexo antigénico da Floresta de Semliki.

Entre os membros desse complexo, estdo os virus Mayaro, O'Nyong-nyong e Ross River,
todos capazes de causar doengas em humanos*"**>*3. E um virus de RNA, cadeia simples, polaridade
positiva, com aproximadamente 12kb de comprimento**. A particula viral é esférica,
aproximadamente 70 nm de diametro, formada por 240 cdpias da proteina do capsideo e circundada
por um envelope composto por uma bicamada lipidica. Inseridos no envelope estdo 80 pontas em
forma de trimero formadas por glicoproteinas E1 e E2*%.

O CHIKV ¢ um virus zoondtico que utiliza varios primatas ndo-humanos e

provavelmente outros vertebrados como hospedeiros intermediarios e de amplificagao®®*7,

que
também poderiam servir como reservatorios de virus durante os periodos inter-epidémicos. O
primeiro caso conhecido e relatado de infec¢ao humana por CHIKV aconteceu na Tanzania em

1952-53. Desde entdio, varios surtos ocorreram em todo o continente africano*®. Entre 1960 e
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1980, o virus foi identificado na Africa Central, Ocidental e do Sul e nos anos seguintes - na
india e em outros paises da Asia e da Africa®.

O aumento das viagens nos ultimos anos e a presenca de vetores apropriados permitiram
uma disseminacao do CHIKV com relatos até mesmo nos Estados Unidos , Brasil, Espanha,
Italia e Australia, entre outros®*>!.

A Chikungunya tem ciclos de transmissdo enzootico/silvestre e urbano e ocorre através

de uma picada de mosquitos fémeas infectados do género Aedes. Como pode ser melhor

observado na Figura 5.7

Figura 5.7 — O ciclo de vida do virus Chikungunya>>. ADAPTADO de Thiboutot et al, 2010

5.1.2. Atividade anti-chagasica e anti-viral de derivados de cumarina e imidazopiridina

Conforme ja descrito no capitulo 1, a estrutura das cumarinas tem chamado a atengao
dentro da Quimica Medicinal nos ultimos anos, pois elas podem apresentar a capacidade de
exercer interagdes ndo-covalentes com varios sitios ativos nos organismos vivos, possuindo
assim uma vasta gama de atividade bioldgica, tais como anticancerigena, anticoagulantes,
antituberculose, antimicrobiana, anti-inflamatéria, anti-HIV, tripanocida, dentre outros®>. O
grupo de pesquisa de Reyes-Chilpa e colaboradores isolaram cumarinas de folhas e cascas de
frutas das arvores Calophyllum brasiliense e Mammea americana (Clusiaceae), duas arvores de
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florestas tipicamente tropicais do continente americano. Essas cumarinas, (Figura 5.8) foram

testadas in vitro contra as formas epimastigotas e tripomastigotas de Trypanossoma cruzi

(Tabela 5.1).

(b) (©) (d)

Figura 5.8 —Derivados de cumarina isolados da mammea americana.

Os compostos (a)-(d) isolados de Mammea americana®* se mostraram mais ativos

com valores de CM100 na faixa de 15 a 90 ug.mL".

Em 2013, um grupo de pesquisa liderado por Lago e colaboradores isolaram pela
primeira vez e elucidaram a cumarina soulamarina (e) a partir da casca do caule de Calophyllum
brasiliense (Clusiaceae) (Figura 5.9). Ao avaliar a atividade antichagésica de soulamarina, os
autores observaram que a agdo letal em relacdo ao T. cruzi envolve danos a membrana

plasmatica e disfungdo mitocondrial, o que pode ter contribuido para a morte do parasita®.

EC5, (amastigotas) =210 vM.
ECj5 (tripomastigotas) = 219 vM.
ECs5 (citotoxicidade) = 278.3 vM.

(e)

Figura 5.9 —Estrutura proposta da soulamarina e os valores de ICso reportados.

Diante do espectro de atividade biologica apresentado pelas cumarinas de origem
natural, aumentou-se a busca por novas cumarinas semi-sintéticas ou sintéticas, que contenham
atividade biologica similar ao seu analogo natural. Em um trabalho publicado por Munoz e

colaboradores, além de descreverem a sintese de 3- carboxamidocumarinas, foi feita a avaliagao
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in vitro da atividade tripanocida dos compostos obtidos frente as formas epimastigotas e
tripomastigotas do 7. cruzi. Todos os compostos sintetizados mostraram baixa atividade contra
a forma tripomastigota do parasito. No entanto, os compostos (f) e (g), Figura 5.10,
apresentaram boa atividade em epimastigotas, com valores de 1Cso semelhantes ao Nifurtimox
(ICso = 17,40 = 1,30 uM), composto usado como referéncia (além de ser o unico firmaco

disponivel atualmente).

0] 0]
X N N N
CEO?\{(J)\ Na o X0 N
(f) (9)

ECsy=22.25 oM ECsy=20.90 vM
IS=8.12 IS >4.78

Figura 5.10 —Estrutura dos compostos (f) e (g) e seus respectivos valores de atividade

tripanocida.

De forma andloga a tudo o que foi dito para a classe das cumarinas nesse topico, as
imidazopiridinas também podem ser consideradas bem versateis dentro da Quimica Medicinal,
possuindo diversas atividades biologicas ja relatadas, tanto in vitro, quanto in vivo. Silva e
colaboradores ratificam esta afirmacao quando publicam em 2017 a sintese de 22 derivados de

imidazopiridina, Figura 5.11, e testando frente a t.cruzi, t.brucei e células de mamiferos’®.
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Figura 5.11 —Estrutura dos derivados de imidazopiridina sintetizados por Silva e

colaboradores.
Em 2018, uma pesquisa realizada por Pendem e colaboradores também relatou a

sintese e relagdo estrutura-atividade de derivados de imadozopiridina e de triazolpirimidinas

frente a trianossomiases, incluindo a eficacia in vivo destes compostos®’, Figura 5.12.
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Figura 5.12 —Estrutura dos derivados de imidazopiridina sintetizados por Pendem e

colaboradores.

As cumarinas também sdo consideradas “estruturas privilegiadas” para projetar
novos agentes com alta afinidade e especificidade para diversos alvos moleculares frente a
agentes antivirais®®. Elas possuem uma caracteristica farmacoforica tnica tendo um nicleo
aromatico planar conectado com um receptor de ligacdo de hidrogénio; além da lactona como
um facilitador de ligag¢io proteina-ligante™.

As cumarinas ganharam ateng@o importante nas ultimas trés décadas como estruturas de
grande interesse para a descoberta de antivirais ndo-peptidicos, além de agentes ndo-
peptidicos®’. Varias das moléculas naturais, semissintéticas e sintéticas contendo arcabougo de
cumarina foram descobertas em um passado relativamente recente e estdo em varias fases do
desenvolvimento de drogas®!. Dos varios artigos de revisdo que ja foram publicados, a grande
maioria focam no potencial anti-HIV desta classe de compostos, sendo alguns outros dedicados
a outras atividades®?.

Hwu e colaboradores investigaram uma série de novos compostos hibridos de uracil-
cumarina-arenos como potenciais agentes inibidores para o virus chikungunya (CHIKYV),
Figura 5.13. Um conjunto de hibridos duplos (uracil-cumarina) e hibridos triplos (uracil-
cumarina-arenos) foram avaliados para estabelecer o SAR. A modificacao estrutural do anel
duplo conjugado para o anel triplo conjugado, utilizando um vinculador SO, era mecessaria

para a atividade anti-CHIKV®,

O O
(@] (@]
/I\LH O\§/©/ | NH O\g

EC‘SOZ 10.2 UM FCS(): 13 UM

Figura 5.13 —Estrutura dos derivados de cumarina sintetizados por Hwo e colaboradores.
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Pohjala e colaboradores realizaram um screening em torno de 356 compostos naturais
e drogas clinicamente aprovadas contra chikungunya (CHIKV) e virus da Floresta Semliki
(SFV)*. Uma das cumarinas hibridas de triagem anti-SFV (Figura 5.14) composta por um anel
de cumarina fusionado com um grupo imidazolico, exibiu excelente valores de ICso viral, na
faixa de micromolar. Essa cumarina exibiu um valor de ICso de 0,4 pM contra SFV e um indice

de seletividade de 308 e dentro desse screening, foi o mais potente inibidor de CHIKV-Rluc

(valor ICso de 6,4 uM).
N
)
N

\
N 0" X0

) IC50= 0,4 uM
Figura 5.14 — Estrutura do derivado de cumarina e imidazol sintetizado por Pohjala e

colaboradores.

Com o objetivo de planejar e sintetizar novos complexos que possam atuar frente a
doencas negligenciadas, baseados em estudos prévios dos grupos farmacoforicos que
constituem os ligantes hibridos sintetizados por nosso grupo no capitulo 1, resolveu-se
complexar os ligantes hibridos de cumarina-imidazopiridina com o ion Zn", a fim de criar um
sinergismo entre o ligante e o ion metalico, quem sabe assim, potencializando a agao do farmaco
e possuindo uma menor toxidez sist€émica se comparados a de fArmacos ja existentes.

Os ligantes (HL1-HL4) e seus respectivos complexos de Zn'' (C1-C4), sintetizados e
descritos nos capitulos 1 e 2, foram testados frente algumas doencas consideradas

negligenciadas, tais como: Doenga de Chagas, ZIKV e CHIKV.
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5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. Atividade anti-t.cruzi

ooooo

Tulahuen C2C4 LacZ) — Ensaio realizado pelo Dr. Paulo Pitasse na UFRRJ.

A uma placa de 96 pocos de material acrilico transparente foram semeadas, em cada
poco, 1,0 x 10* células LLC-MK2 (ATTC) em 100 uL de suspensdo em meio DMEM sem
vermelho de fenol (DMEM-SVF) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB)®. Apos a
adesdo das células (36°C, 5% CO», 4 h), foram semeadas, por pogo, 1,0 x 10° formas
tripomastigotas de 7. cruzi®® da cepa Tulahuen C2C4 transfectada com gene de f-galactosidase
(Tulahuen C2C4 Lac Z) foram semeadas em 20 pL de suspensdo em meio DMEM-SVF + 5%
SFB. Apo6s o periodo de infeccdo (36°C, 5% CO., overnight) os pogos foram lavados com
solugdo tampao fosfato (PBS, 2 x 150 pL) e foram adicionados 120 pL. de DMEM-SVF + 5%
SFB. Em seguida, realizou-se o tratamento com os compostos em triplicata. Os experimentos
de avaliagdo preliminar da inibicdo do crescimento de amastigotas (ICA) de 7. cruzi foram
realizados a concentragdo constante de 50 uM para todos os compostos. Os experimentos para
a determinagao dos valores de concentragdo inibitoria do crescimento em 50 % (ICso, realizados
apenas para os compostos que apresentaram ICA de 7. cruzi superior a 50% na avaliacdo
preliminar) foram realizados em dilui¢ao seriada em 7 concentracdes de 100 — 0,41 uM (fator
de diluicdo de 2,5). Controles negativo (sem tratamento - Vivo), do veiculo (DMSO a 0,3 %),
positivo (benzonidazol a 10 uM) e branco (LLC-MK2 sem parasitos) foram mantidos a fim de
comparagao em todos os experimentos. Apos o tratamento, 0s experimentos permaneceram sob
incubacdo por 120 h em estufa de cultura de células (36°C, 5% CO»), sendo adicionados em
seguida 30 pL de solugdo 0,3 mg/mL do reagente vermelho de clorofenol fS-galacto-D-
piranosideo (CPRG, Sigma-Aldrich) contendo 8 pL/mL de detergente Igepal (Sigma-Aldrich).
Ap6s 1 h de incubagdo (36°C, 5% COz), foram medidas as absorbancias dos poc¢os em leitor de
placas (Bio-Rad iMark™, 1= 570 nm). Os valores de absorbancia foram convertidos em valores
de viabilidade celular percentual relativa aos controles negativo e branco conforme a Equacéo

1 com o auxilio do programa Microsoft Excel 2007:
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VCPR (%) = —— B« 100
Cy— Cp
(1)
Onde, VCPR (%) = viabilidade celular percentual relativa
x = medida de absorbancia da situacao tratada
Cp = média das medidas de absorbancias do controle branco
Cy = média das medidas de absorbancias do controle negativo
Os valores de ICso referentes a cada experimento bem como os graficos
ilustrativos foram obtidos com o auxilio do programa GraphPad Prism 7.00, sendo a

comparac¢do dos dados realizada com base no teste T de Dunnett (* P <0,05; ** P <0,01; ***

P <0,001; **** P <0,0001).

Ensaio in vitro de atividade citotoxica sobre células LLC-MK?2

A uma placa de 96 pocos de material acrilico transparente foram semeadas, em cada
poco, 1,0 x 10* células LLC-MK2 (ATTC)%" em 100 uL de suspensio em meio DMEM sem
vermelho de fenol (DMEM-SVF) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB)®. Apos a
adesdo das células (36°C, 5% CO., overnight), os pocos foram lavados com solugdo tampao
fosfato (PBS, 2 x 150 uL) e foram adicionados 120 pL. de DMEM-SVF + 5% SFB. Os
experimentos de avaliagdo preliminar de inibi¢do do crescimento celular (ICC) foram
realizados a concentragdo constante de 100 uM para todos os compostos. Os experimentos para
a determinacdo dos valores de ICso (realizados apenas para os compostos que ICC superior a
50% na avaliacao preliminar) foram realizados em dilui¢do seriada em 7 concentragdes de 100
— 0,41 uM (fator de diluig¢ao de 2,5). Controles negativo (sem tratamento), do veiculo (DMSO
a 0,3 %), positivo (Triton 0,1%) e branco (DMEM-SVF + 5% SFB sem células) foram mantidos
a fim de comparacdo. O experimento permaneceu sob incubagdo por 120 h em estufa de cultura
de células (36°C, 5% CO»), sendo adicionados em seguida 20 pL de solucao 1,25 mg/mL do
sal brometo de tiazolil azul de tetrazélio (MTT, Sigma-Aldrich) contendo 0,11 mg/mL de
metassulfato de fenazina (PMS, Sigma-Aldrich). Apés 1 h de incubagdo (36°C, 5% CO»), o
meio de cultura foi removido e os cristais de formazana de MTT solubilizados em DMSO (150
uL / pogo). As medidas as absorbancias dos pogos foram obtidas em leitor de placas (Bio-Rad
iMark™, 1 = 570 nm). Os valores de absorbancia foram convertidos em percentuais de

viabilidade celular relativos aos controles veiculo e negativo conforme a Equacéo 1.
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Os valores de ICso referentes a cada experimento bem como os graficos ilustrativos
foram obtidos com o auxilio do programa GraphPad Prism 7.00, sendo a comparagao dos dados
realizada com base no teste T de Dunnett (ns (ndo significativo) = P > 0,05; * =P <0,05; ** =

P <0,01; *** =P <0,001; **** =P <0,0001)

5.2.2. Atividade anti-Zika e anti-Chikungunya — Ensaio realizado pelo grupo de pesquisa
do Dr. Claudio Cirne-Santos — UFF.

Para a triagem de atividade anti-ZIKA e anti-CHIKYV, as células Vero foram
cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; Cultilab, Sao Paulo, Brasil)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; Cultilab, Sao Paulo, Brasil), penicilina (100
U/ml), estreptomicina (100 pg/ml) e anfotericina B (25 pg/ml; Cultilab, Sdo Paulo, Brasil). As
culturas de células foram mantidas a 37°C em uma atmosfera umidificada de 5% de CO». ZIKV
(ATCC® VR-1839™) foi amplificado em linha de células de mosquito C6/36 de Aedes
albopictus, adaptado para crescer a 28°C, foi cultivado em meio L-15 (Leibovitz) suplementado
com 0,5% de caldo de triptose fosfato, 0,03% glutamina, solu¢ao de aminoacidos nao essenciais
MEM a 1% e FBS a 5%. Os experimentos de CHIKV foram realizados com um virus isolado
de pacientes infectados, e a sequéncia foi depositada no GenBank sob o niimero de acesso:
MKO910738 (BRA/RJ/1F). A manipulagdo foi realizada em Laboratorio de Seguranca,
classificacao de risco nivel 3, conforme determinacao do Ministério da Saude, Portaria n® 2.349,

14 de setembro de 2017.

Efeito dos compostos sobre a viabilidade celular

A citotoxicidade dos compostos foi determinada em células Vero e avaliada pelo
método MTT. Resumidamente, 2 x 10* células Vero foram semeadas em cada poco de uma
placa de 96 pocos e incubadas por 24 horas (h) a 37°C com concentragdes crescentes dos
compostos, variando de 50 a 1000 pM diluido em meio DMEM. Apds este periodo, as células
foram submetidas ao método MTT e avaliadas em leitor de microplacas para determinacdo da
viabilidade celular conforme descrito no método. Células tratadas com DMSO (1,0%) em
DMEM foram usadas como controle. A viabilidade celular relativa foi calculada como uma
porcentagem comparando as células tratadas com as células ndo tratadas e as células em DMSO.
Concentragdes que mantiveram mais de 90% de viabilidade celular apds o tratamento foram

consideradas atoxicas.
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Ensaio TCIDS0 para virus infeccioso

Para avaliar se os compostos afetam a replicagio de ZIKV e CHIKV, 2 x 10° células
Vero foram semeadas em cada pogo de uma placa de 24 pogos no dia anterior a infeccao. O
inéculo do virus foi diluido para uma multiplicidade de infecgao (MOI) de 0,1 em DMEM sem
soro. Ap6s 1 h de adsor¢do a 37 °C, o indculo viral foi removido por aspiracdo, as células foram
lavadas com PBS para remover o residuo viral ndo adsorvido e meio fresco foi adicionado na
concentracdo indicada dos compostos. As células infectadas também foram tratadas com meio
de cultura contendo 1% de DMSO para determinar o efeito antiviral residual, e a ribavirina foi
usada como controle positivo para a atividade antiviral. Apds 24 h de incubagao a 37 °C, o meio
de cultura foi coletado e o rendimento do virus infeccioso no sobrenadante celular foi
determinado por titulacdo usando o ensaio TCID50 em células VERO e também foi avaliado

por ensaio para a producdo de placas virais.
Ensaio de tempo de adi¢ao de drogas

Para entender inicialmente o mecanismo de a¢ao dos compostos, foi realizado um ensaio
de tempo de adi¢ao de drogas. Parte das monocamadas de células Vero cultivadas em placas de
24 pogos foram pré-tratadas com os compostos 2 (duas) e 1 (uma) hora antes da infec¢ao. Apds
células de outros pocos foram infectadas com ZIKV e CHIKV em um MOI de 3 no tempo zero,
incubadas por 2 horas, lavadas e posteriormente tratadas com os compostos na concentragao
final de 10 uM. Os tempos de tratamento dos pocos pos infectados foram, 0, 1, 2, 4, 6 e 8 h.
ApoOs uma incubagao de 12 h, os sobrenadantes foram coletados e adicionados a células nao
infectadas. A adsor¢do do virus foi permitida por 2 h; em seguida, as células foram lavadas e
cobertas com 2,5% de carboximetilcelulose em meio de cultura. Apds 72 h de incubagdo a 37
°C, as células foram fixadas com formaldeido 20% por 2 h e coradas com cristal violeta por

5 minutos. As placas formadas apos cada tratamento foram contadas e o titulo calculado.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Atividade anti-chagasica

Primeiramente os ligantes (HL1-HL4) e seus respectivos complexos de Zn'' (C1-C4)
foram avaliados in vitro a concentracao fixa de 50 uM contra amastigotas de 7. cruzi (cepa
Tulahuen C2C4 LacZ). O objetivo desse ensaio preliminar ¢ determinar quais compostos
possuem atividade inibitéria do crescimento de parasitos aprecidvel. Dessa forma permite-se
selecionar os compostos mais ativos para os ensaios de determinacdo do ICso, de modo que
somente os compostos que reduzirem a viabilidade celular de amastigotas de 7. cruzi a valores
menores ou iguais a 50% (VCPR < 50%) relativos ao controle negativo (Vivo) serdo
considerados na etapa subsequente. Adicionalmente foi incluida a informacao de atividade do
veiculo (DMSO) utilizado para a solubilizagdo dos compostos testados previamente a adicao
nos pocos. Essa estratégia ¢ necessdria uma vez que os compostos apresentam carater
essencialmente polar, o que dificultaria a sua dissolucao diretamente em meio aquoso salino. O
controle do veiculo foi mantido a 0,6% v/v de DMSO, percentual equivalente a quantidade mais
alta de DMSO utilizada para solubilizar os compostos no pogo de cultura celular. Além da
avaliacdo preliminar contra amastigotas de 7. cruzi, foi também avaliada a atividade inibitéria
in vitro do crescimento de células LLC-MK2, utilizadas como hospedeiras para a infec¢do com
o parasito. Os resultados da avaliacdo preliminar da atividade inibitdria in vitro dos compostos
contra amastigotas de 7. cruzi (50 uM) e contra células LLC-MK2 (100 uM) sdo apresentados
na Tabela 5.1 na forma de percentual de viabilidade celular relativa (VCPR) a média das
absorbancias do controle negativo (Vivo, sem tratamento) e corrigida com o controle branco,
conforme apresentado na Equac¢do 1. Os valores sdo reportados como as médias das
viabilidades percentuais relativas calculadas a partir de trés experimentos independentes e os

respectivos desvios-padrao (o).
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Tabela 5.1. Médias e desvios-padrdo dos valores de VCPR calculados para os experimentos

contra amastigotas de 7. cruzi (50 uM) e células LLC-MK2 (100 uM).

Percentual de Viabilidade Celular?

T. cruzi (50 pM) LLC-MK2 (100 pM)
Composto
Média c Média o (%)

HL1 95,3 0,3 62,1 2,9
HL2 91,9 2,4 68,1 8,2
HL3 72,6 10,0 74,9 1,6
HLA4 28,7 4,7 77,2 4,9
C1 96,1 7,1 65,3 4,7
C2 66,2 10,0 56,1 4,5
C3 94,7 4,9 81,6 5,3
C4 18,5 6,1 79,8 8,1
Vivo 100,0 1,9° 100,0 3,6°
DMSO 100,2 3.8 99,4 3,0

 Relativos ao controle Vivo (sem tratamento)

b Percentual em relagdo as medidas de absorbancia

Os graficos a seguir ilustram os resultados constantes na Tabela 5.1. A linha em
vermelho simboliza o valor de VCPR minimo observado para a selecdo dos compostos para o
experimento de determinag¢do do ICso. No Grafico 5.1 sdo apresentados os resultados da
avaliagdo anti-amastigota de 7. cruzi, com destaque para os compostos HL4 ¢ C4, que
apresentaram valores de VCPR inferiores a 50%. J4 no Grafico 5.2 sdo apresentados os

resultados da avaliagao contra células LLC-MK2.
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Grafico 5.1. Resultados da avaliagdo preliminar dos compostos a concentragdo de 50 uM contra

amastigotas de 7. cruzi (cepa Tulahuen C2C4 LacZ).

Grafico 5.2. Resultados da avaliagdao preliminar dos compostos a concentracdo de 100 uM

contra células LLC-MK2.

A partir dos resultados obtidos, observa-se que dois dos compostos testados a 50 uM
ocasionaram redu¢des nos valores de VCPR de T. cruzi a valores inferiores a 50% (HL4, 28,7%
e C4, 18,5%). Logo, estes compostos foram selecionados para a realizagdo dos experimentos
de determinagdo do ICso contra amastigotas de 7. cruzi. Adicionalmente, os testes de inibi¢ao
do crescimento celular de LLC-MK2 a 100 pM revelaram que estes compostos ndo reduziram

a VCPR a valores inferiores a 50%, ndo sendo necessario o calculo do ICsy para este tipo celular
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para os compostos em questdo. Os valores de ICso foram calculados a partir de valores de VCPR
em triplicata obtidos a partir do tratamento de culturas de células com os compostos em
diferentes concentracdes: 100, 40, 16, 6,4, 2,6, 1,0 e 0,4 uM. Adicionalmente, foi calculado o
ICs0 do farmaco de referéncia no tratamento da doenga de Chagas, benzonidazol, a fim de
controle e comparagdo. Os valores aqui reportados sdo referentes a média de trés experimentes
independentes e os respectivos desvios-padrdo (¢) em micromolar. Os resultados descritos

encontram-se na Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Valores de ICso (uUM) e respectivos desvios-padrdo calculados para os compostos

testados frente a amastigotas de 7. cruzi (cepa Tulahuen C2C4 LAcZ).

Amastigotas de 7. cruzi

Composto (Tulahuen LacZ)

ICso + ¢ (nM)
HL4 24,43 + 2,08
C4 12,52 + 0,90
Benzonidazol 1,45 + 0,20

Os graficos a seguir ilustram o perfil de inibicdo dos compostos testados a
diferentes concentragdes. As barras apresentadas em cada concentragao sao representativas das

médias entre os valores de VCPR observados em trés experimentos independentes.
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Grafico 5.3. Valores de médios de VCPR de amastigotas de 7. cruzi (Tulahuen C2C4 LacZ)

tratados com HL4 em diferentes concentragoes.

Grafico 5.4. Valores de médios de VCPR de amastigotas de 7. cruzi (Tulahuen C2C4 LacZ)

tratados com C4 em diferentes concentragoes.
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Grafico 5.5. Comparativo dos valores de médios de VCPR de amastigotas de 7. cruzi

(Tulahuen C2C4 LacZ) tratados com HL4 e C4.

A metodologia empregada permitiu a identificacdo de 2 novos compostos ativos
contra 7. cruzi. Os compostos apresentaram baixa toxidade as células hospedeiras utilizadas no
modelo de infeccdo in vitro, LLC-MK2, sendo observados valores de VCPR superiores a 50%
a 100 uM. Este resultado denota a seletividade dos compostos sobre o 7. cruzi em relagao a

célula hospedeira.

Observa-se que os compostos ativos HL4 e C4 apresentam relacdo estrutural entre si,
uma vez C4 representa o complexo metalico de Zinco com duas unidades de HL4. Observa-se
ainda que a razdo entre o valor de ICso de C4 ¢ aproximadamente a metade do valor de ICso de
HL4. Uma explicacdo plausivel para este fato seria a de que o complexo esta se desfazendo no

meio, liberando duas unidades de ligante.
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5.3.2. Atividade antiviral

A citotoxicidade (CCso) de extratos de algas em células Vero e neurdnios foi avaliada
por MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolio] (Sigma-Aldrich),
conforme descrito anteriormente por Mosmann (1983) com algumas modifica¢des®. Os
resultados da Tabela 5.3 mostram que os valores de CCso dos extratos variaram de 210 a 910
uM demonstrando uma toxicidade relativamente baixa. Para avaliar o potencial dos extratos em
inibir a replicagdo de ZIKV e CHIKYV, células Vero foram infectadas em placas de 96 pogos
com 0,1 CHIKV MOI, incubadas por 1 h para adsor¢do viral e, posteriormente, tratadas com
concentragdes crescentes dos compostos. Os compostos tiveram um efeito significativo na
inibi¢do da replicacdo de ambos os virus embora os valores encontrados para ICso para ZIKV
fossem menores que para CHIKV, mas mesmo assim nas determinagdes de SI para ambos os

virus observamos bons resultados com valores superiores a 334 a 1409 para o ZIKV e 164 a

631 para o CHIKV.

Tabela 5.3. Citotoxicidade (CCso), perfil anti-CHIKYV (ICso), anti-ZIKV (ICso) e indice de
seletividade (SI) dos compostos sintetizados por Moasmann.

71KV CHIKV
Compostos CCso* (uM) ICso® (M) SI¢ ICso® (M) SI¢
HL1 820+6.6 0.55+0.08 1490 2.5+0.9 328
HL2 210+6.8 4.8+1.2 43 2.24+0.6 95
HL3 910+£7.9 3.2+1.4 284 0.67+0.05 1358
HLA4 550+5.6 1.2+0.2 458 0.89+0.04 617
Cl1 448 + 4.45 1.34+0.035 | 334.8 ND ND
C2 637 +£5.2 0.77 £0.018 | 828.3 2.22+0.38 |287.3
C3 464 +3.18 0.78 £0.012 | 595.23 2.08+0.09 |223.2
C4 451 £4.1 0.80+£0.017 | 564 1.92 +£0.088 | 235
Ribavirina‘ 297 +4.95 3.95+0.095 | 75.2 242+049 | 122

Dados representados como medias £ SD de trés experimentos independentes.

* Concentracdo que reduziu a concentragdo citotoxica em células Vero em 50% quando comparada a
controles ndo tratados.

® Concentragdo que reduziu a replicagio do CHIKV em 50% quando comparado aos controles
infectados.

¢ O indice de seletividade foi definido como a razdo entre CCso e ICso ¢ representa a seguranga para
ensaios in vitro.

dRibavirina foi utilizada como controle.
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Em relagdo ao ZIKV, os melhores valores de ICso apresentados pelos ligantes foram
os do HLL1 ¢ HL4 (0,55 ¢ 1,2 uM) e dos complexos foram os do C2, C3 e C4 (< 0,80 uM)
quando comparados & referéncia ribavirina. E interessante notar que, com exce¢do do par
HL1/C1, em todos os outros casos, a complexa¢ao levou a um aumento de 1,5 a 6x na atividade
antiviral contra o ZIKV (Tabela 5.3).

Dentre todos os compostos, o HL1 (R = EtoN) possuiu o melhor valor de ICso € melhor
indice de seletividade quando comparados aos demais, inclusive a referéncia utilizada. Nesse
primeiro ensaio, HL1 seria a amostra com resultado mais promissor frente ao ZIKV.

Agora analisando frente a CHIKYV, todos os compostos, ligantes e complexos,
apresentaram valores de ICsp melhores quando comparados a Ribavirina. O melhor valor de
ICs0 € 0 do HL3, seguido do HL4, pois além de bom ICso, possuem também os melhores indices
de seletividade, com destaque maior para o HL3 (SI = 1358 vs 122 do controle). Até entao,
estes ligantes foram os compostos mais promissores frente a CHIKV, uma vez que diferente do
observado para ZIKV, a complexagao nao causou aumento na atividade.

Todos os compostos apresentaram valores de CCso em concentragdes muito maiores
do que as apresentadas para os valores de ICso, ou seja, sdo citotdoxicos em concentragdes muito
mais altas do que as necessdrias para atuar em um possivel tratamento contra os
microorganismos, o que ¢ desejavel para suas aplicagcdes como agente antivirais.

O HL2 foi o0 mais citotoxico (210 uM) dentre os compostos, apresentando também o
menor indice de seletividade (SI = 43 para ZIKV e 95 para CHIKV). Por outro lado, HL1 e
HL3 foram os menos citotoxicos e os mais seletivos para ZIKV e CHIKV, respectivamente
(SInar1 = 1490 vs ZIKV e Sluis = 1358 vs CHIKV), j& que suas atividades também foram altas
para estes virus. Isto poderia justificar a aplicag@o destes ligantes como possiveis farmacos. O

mesmo se pode dizer para os complexos C2-C4 frente ao ZIKV, que apresentaram excelente
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atividade antiviral (ICso ~ 0,80 mM) e relativa baixa citotoxicidade, refletindo-se em indices de
seletividade acima de 550.

O ensaio de tempo de adi¢do de farmacos foi implementado para tentar esclarecer,
inicialmente, qual seria o mecanismo de acao do farmaco. Esse ensaio foi realizado tanto para

0 ZIKV, como para o CHIKV. Para o ZIKV, os resultados do ensaio se encontram na Figura

5.15.

Figura 5.15.: Resultados do ensaio do tempo de adi¢ao de farmacos dos ligantes (HL1-HL4)
frente ao ZIKV.

Percebe-se para ZIKV, que o HL1 demonstra ser bem interessante, pois em uma
condig¢do de pré-tratamento das células (tratamento antes da célula ser infectada), ele ja ¢ capaz
de inibir quase 80% da replicagdo viral. O HL1 se mantém inibindo consideravelmente até a §8*
hora pds infeccdo. O HL4 por sua vez, ndo foi capaz de inibir a replicagdo viral no pré-
tratamento, porém inibiu fortemente no tempo 0 e manteve seu potencial inibitdrio até a 6* hora,

diminuindo o potencial inibitério progressivamente.

Alguns outros pontos foram importantes neste ensaio, tais como: i) O DMSO nao
apresentou potencial de inibicdo em nenhum dos tempos testados; i) Todos os compostos se
mostraram mais ativos do que a Ribavirina. Os compostos ficaram abaixo de 2 PFU/mL ¢ a
ribavirina em 3 PFU/mL,; iii) Os ligantes HL1 e HL4 apresentaram os melhores resultados e se

mantiveram ativos por mais tempo apo6s infecc¢ao (T8).
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Os complexos (C1-C4) também foram avaliados no ensaio de adi¢do de farmacos,

figura 5.16.

Figura 5.16.: Resultados do ensaio do tempo de adicdo de farmacos dos complexos (C1-C4)

frente ao ZIKV.

Os complexos C2, C3 e C4 demonstram ser bem interessantes, pois ja na condi¢do de
pré-tratamento das células (tratamento antes da célula ser infectada), eles sdo capazes de inibir
quase 80% da replicacdo viral. Os complexos C2, C3 e C4 se mantém inibindo
consideravelmente até a 4* hora pos-infeccdo. O C1 por sua vez, ndo foi capaz de inibir a
replicacdo viral no pré-tratamento, porém inibiu fortemente no tempo 0 e manteve seu potencial
inibitorio até a 2* hora, diminuindo o potencial inibitdrio progressivamente. De forma anéloga,
podemos analisar o CHIKYV frente aos prototipos de farmacos sintetizados neste trabalho, figura

5.17.

Figura 5.17.: Resultados do ensaio do tempo de adi¢ao de farmacos dos ligantes (HL1-HL4)
frente ao CHIKV.
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Conforme pode ser visto, para o CHIKV, o ligante HL1 ndo possuiu uma atividade
relevante, fez a inibicdo apenas durante a primeira e segunda hora pos-infecc¢ao, perdendo seu
potencial apos a 4 hora pos-infec¢do. Ja o ligante HL3 inibiu a replicagdo viral fortemente nas
primeiras horas perdendo seu potencial inibitério apoés a 8 hora pds-infeccao, perdendo
sucessivamente seu potencial de inibi¢do apds este tempo. O ligante HL4 apresentou boa
inibicdo apos a 1 hora e manteve seu potencial de inibi¢do até a 16* hora pds-infecgao.

A fim de comparar com os respectivos ligantes, analisou-se os complexos frente a

CHIKYV também, Figura 5.18

Figura 5.18.: Resultados do ensaio do tempo de adicdo de farmacos dos complexos (C1-C4)

frente ao CHIKV.

Para CHIKYV, os compostos C1 e C3 ndo possuiram uma atividade relevante durante
o pré-tratamento, ficando sempre acima do valor registrado pela Ribavirina. O complexo C4
teve um 6timo resultado, ja inibindo nas condi¢des de pré tratamento e se mantendo até a §*
hora de infec¢do, sempre possuindo melhor atividade frente a referéncia. O C2 também inibiu
consideravelmente nas condi¢des de pré-tratamento, atingindo maior inibicdo na 2* hora pds
tratamento e perdendo sua inibicdo nas horas seguintes. C1 nao teve atividade durante todo o

processo € o C3 nao teve inibicdo durante a fase de pré-tratamento, mas inibiu de TO até T6.
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5.4. CONCLUSOES

A série cumarina-imidazopiridina (HL1-HL4) e seus respectivos complexos
metalicos de Zn'' (C1-C4) teve sua atividade anti-t.cruzi, anti-zikv e anti-chikv avaliada. A
avaliagdo anti-cruzi revelou que somente um par ligante e complexo (HL4 e C4) teve atividade
significativa, enquanto os outros derivados ndo possuiram atividade apreciavel. Apds a
coordenagdo, a atividade dobrou, o que pode estar relacionado a dissociacdao do complexo no
meio biologico, liberando assim, duas moléculas do ligante.

Em relagdo as atividades anti-zikv e anti-chikv, a complexacdo melhorou
significativamente a atividade frente aos ligantes livres frente ao ZIKV, mas ndo frente ao
CHIKYV, indicando assim que a coordenagao pode estar sim associada a melhora de atividade.
Porém, vale ressaltar que tanto os ligantes hibridos (HL1-4) quanto os complexos (C1-4)
apresentaram atividades promissores frente ao ZIKV e CHIKV, possuindo também altos
indices de seletividade, o que faz com que essa classe de compostos possa ser melhor explorada

futuramente.
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CONCLUSOES FINAIS

Dezenove compostos inéditos foram sintetizados e caracterizados neste trabalho
sendo seis ligantes hibridos do tipo cumarina-imizadopiridina (HL1-6), seis complexos do tipo
Zn" contendo HL1-6 como ligantes (C1-C6), trés complexos de Ag' contendo HL1-HL3 como
ligantes (Cl1a-C3a), além de quatro complexos contendo derivados de quinolona (C7-C10) e
possuindo fenantrolina como amina auxiliar. Todas as metodologias sintéticas se mostraram
reprodutiveis e as caracterizagdes espectroscopicas, analiticas e de difragcdo de raios X, para os
complexos C2 e C3 foram convergentes, mostrando que as estruturas obtidas estavam de acordo
com o que foi planejado.

Apos sintetizados e caracterizados, todos os compostos € seus precursores foram
testados quanto a capacidade anti-t.cruzi, anti-ZIKV e anti-CHIKV. Os excelentes resultados
obtidos para a classe de compostos do tipo Zn'-cumarina-imidazopiridina, tais como para os
ligantes livres, encoraja a continuidade do trabalho, devido a altos indices de seletividade e
baixo ICso, além dos ensaios promissores do tempo de adi¢ao de farmacos e, por isso, como
perspectivas futuras tem-se a elucidacdo do mecanismo de acgdo, testes in vivo e testes com

outra classe sintetizada neste trabalho (HL7-HL10 e seus respectivos complexos C7-C10).
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ANEXOS



Figura 2: Espectro de infravermelho do HL1 na regiao MID.

Figura 3: Espectro de RMN de 'H de HL1 em CDCls.
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Figura 4: Espectro de infravermelho do C1 na regido MID.

Figura 5: Espectro de RMN de 'H de C1 em CDCls.
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Figura 6: Espectro de infravermelho do HL2 na regido MID.

Figura 7: Espectro de RMN de 'H de HL2 em CDCl;.
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Figura 8: Espectro de infravermelho do C2 na regiao MID.

Figura 9: Espectro de RMN de 'H de C2 em CDCls.
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Figura 16: Espectro de massas de alta resolu¢do do complexo C2.

Figura 17: Espectro de infravermelho do HL3 na regido MID.
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Figura 18: Espectro de RMN de 'H de HL3 em CDCls.

Figura 19: Espectro de infravermelho do C3 na regiao MID.
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Figura 10: Espectro de RMN de 'H de C3 em CDCls.

Figura 20: Espectro de massas de alta resolu¢do do complexo C3.
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Figura 21: Espectro de infravermelho do HL4 na regidao MID.

Figura 11: Espectro de RMN de 'H de HL4 em CDCls.
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Figura 12: Espectro de infravermelho do C4 na regiao MID.

Figura 13: Espectro de RMN de 'H de C4 em CDCls.

203



Figura 14: Espectro de massas de alta resolu¢do do complexo C4.

Figura 15: Espectro de infravermelho do HL5 na regidao MID.

204



Figura 16: Espectro de RMN de 'H de HL5 em DMSO-de.

Figura 17: Espectro de infravermelho do C5 na regiao MID.

205



Figura 18: Espectro de RMN de 'H de C5.

Figura 30: Espectro de infravermelho do HL6 na regiao MID.
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Figura 31: Espectro de RMN de '"H de HL6 em DMSO-de.

Figura 19: Espectro de infravermelho do C6 na regiao MID.
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Figura 20: Espectro de RMN de 'H de C6 em DMSO-de.

Figura 21: Espectro de infravermelho do C7 na regiao MID.
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Figura 22: Espectro de RMN de 'H de C7 em CDCls.

Figura 23: Espectro de infravermelho do C8 na regido MID.
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Figura 24: Espectro de RMN de 'H de C8 em CDCls.

Figura 25: Espectro de infravermelho do C9 na regiao MID.
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Figura 26: Espectro de RMN de 'H de C9 em CDCls.

Figura 40: Espectro de RMN de 'H de HL7 em DMSO-de.
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Figura 41: Espectro de RMN de 'H de HL8 em DMSO-de.

Figura 27: Espectro de RMN de 'H de HL9 em DMSO-de.
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Figura 28: Espectro de RMN de 'H de HL10 em DMSO-de.

Figura 29: Espectro de infravermelho do HLS8 na regiao MID.
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Figura 30: Espectro de infravermelho do HL9 na regiao MID.

Figura 31: Espectro de infravermelho do HL10 na regido MID.

Figura 32: Espectro de infravermelho do C11 na regido MID.
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Figura 33: Espectro de RMN de 'H de C11 em DMSO-de.

Figura 34: Espectro de RMN de 'H de C12 em DMSO-ds.
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Figura 35: Espectro de RMN de 'H de C13 em DMSO-ds.

Figura 36: Espectro de RMN de 'H de C14 em DMSO-ds.
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. Analise por Difracdo por Raios-X

Tabela Al: Parametros de refinamento e estrutura cristalina para C2 e C3

C2 C3
Formula quimica C40H32CpN4O10Zn. C40H32CpN4O10Zn.
Peso molecular 864,99 864,99
Sistema cristalino triclinico monoclinico
a/A 13.1168(8) 16.3817(7)
b/A 13.5291(14) 18.4244(5)
c/A 14.0321(2) 14.2606(6)
o/ 66.821(4) 90
B 80.277(4) 94.228(2)
y/° 65.734(4) 90
Volume de célula unitiria/A3 2086.0(5) 4225.2(2)
Temperatura/K 150(2) 273(2)
Grupo de espago P P 21/C
Unidades de formulas por célula, Z 2 4
Radiagio MoKa MoKa
C0eﬁc~iente d(_e1 0.94 0.89
absorc¢io, mm
Reflexdes coletadas 80679 35110
Reflexdes independentes 12869 5823
Rine 0.097 0.056
Valores finais de R;
(>20(1)) 0.049 0.035
Valores finais de wR(F?)(I>2o(I ) 0.112 0.078
Valores finais de R; 0.070 0.054
(todos os dados) ) )
Valores finais de wR(F?) (todos os dados) 0.123 0.087
Qualidade de ajuste F? 1.02 1.03
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Tabela A2: Comprimento das ligagdes (A) para C2 e C3

C2

C3

0(1)-C(2)
O(1)-C(1)
0(2)-C(2)
0(3)-C(14)
N(1)-C(15)
N(1)-N(2)
N(2)-C(14)
N(2)-H(2)
N(3)-C(7)
N(3)-C(10)
N(3)-C(12)
C(19)-C(20)
C(19)-C(18)
C(19)-H(19)
C(18)-C(17)
C(18)-H(18)
C(17)-C(16)
C(17)-H(17)
C(16)-C(21)
C(16)-C(15)
C(15)-H(15)
C(14)-C(3)
C(3)-C(4)
C(3)-C(2)
C(4)-C(9)
C(4)-H(4)
C(9)-C(1)
C(9)-C(5)
C(1)-C(8)
C(8)-C(7)
C(8)-H(8)
C(7)-C(6)
C(10)-C(11)
C(10)-H(10A)
C(10)-H(10B)
C(11)-H(11A)
C(11)-H(11B)
C(11)-H(11C)
C(13)-C(12)
C(13)-H(13C)
C(13)-H(13B)
C(13)-H(13A)
C(12)-H(12B)
C(12)-H(12A)
C(5)-C(6)
C(5)-H(5)
C(6)-H(6)
C(20)-C(21)
C(20)-H(20)
C(21)-H(21)

1.375(2)
1.376(2)
1.2142)
1.222(2)
1.270(2)
1.376(2)
1.351(2)
0.8600
1.357(2)
1.452(3)
1.468(3)
1.369(4)
1.373(4)
0.9300
1.376(3)
0.9300
1.383(3)
0.9300
1.381(3)
1.466(2)
0.9300
1.496(2)
1.359(2)
1.441(2)
1.404(2)
0.9300
1.391(2)
1.407(3)
1.368(3)
1.413(3)
0.9300
1.410(3)
1.503(4)
0.9700
0.9700
0.9600
0.9600
0.9600
1.441(5)
0.9600
0.9600
0.9600
0.9700
0.9700
1.358(3)
0.9300
0.9300
1.388(3)
0.9300
0.9300

CI(1)-C(19)
N(1)-C(15)
N(1)-N(2)
N(2)-C(14)
N(2)-H(2)
N(3)-C(7)
N(3)-C(12A)
N(3)-C(10)
N(3)-C(12B)
0(2)-C(2)
0(1)-C(2)
O(1)-C(1)
C(9)-C(1)
C(9)-C(5)
C(9)-C(4)
C(5)-C(6)
C(5)-H(5)
C(19)-C(20)
C(19)-C(18)
C(18)-C(17)
C(18)-H(18)
C(17)-C(16)
C(17)-H(17)
C(16)-C(21)
C(16)-C(15)
C(15)-H(15)
C(14)-0(3)
C(14)-C(3)
C(3)-C(4)
C(3)-C(2)
C(1)-C(8)
C(8)-C(7)
C(8)-H(8)
C(7)-C(6)
C(4)-H(4)
C(6)-H(6)
C(21)-C(20)
C(21)-H(21)
C(20)-H(20)
C(10)-C(11)
C(10)-H(10B)
C(10)-H(10A)
C(11)-H(11B)
C(11)-H(11C)
C(11)-H(11A)
C(12A)-C(13A)
C(12A)-H(12A)
C(12A)-H(12B)
C(13A)-H(13A)
C(13A)-H(13B)
C(13A)-H(13C)
C(12B)-C(13B)
C(12B)-H(12C)
C(12B)-H(12D)
C(13B)-H(13D)
C(13B)-H(13E)
C(13B)-H(13F)

1.730(3)
1.270(3)
1.371(3)
1.353(3)

0.8600
1.364(4)

1.459(12)
1.467(4)

1.507(11)
1.223(3)
1.381(3)
1.382(3)
1.390(4)
1.405(4)
1.411(4)
1.361(4)

0.9300
1.361(5)
1.371(5)
1.385(4)
0.9300
1.392(4)
0.9300
1.380(4)
1.464(4)
0.9300
1.219(3)
1.487(4)
1.361(4)
1.439(4)
1.365(4)
1.402(4)
0.9300
1.417(4)
0.9300
0.9300
1.386(4)
0.9300
0.9300
1.464(6)
0.9700
0.9700
0.9600
0.9600
0.9600
1.452(17)
0.9700
0.9700
0.9600
0.9600
0.9600
1.58(2)
0.9700
0.9700
0.9600
0.9600
0.9600
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Tabela A3: Angulos das ligagdes (°) para C2 ¢ C3

C2

C3

C(7)-N(3)-C(12)
C(10)-N(3)-C(12)
C(20)-C(19)-C(18)
C(20)-C(19)-H(19)
C(18)-C(19)-H(19)
C(19)-C(18)-C(17)
C(19)-C(18)-H(18)
C(17)-C(18)-H(18)
C(18)-C(17)-C(16)
C(18)-C(17)-H(17)
C(16)-C(17)-H(17)
C(21)-C(16)-C(17)
C(21)-C(16)-C(15)
C(17)-C(16)-C(15)
N(1)-C(15)-C(16)
N(1)-C(15)-H(15)
C(16)-C(15)-H(15)
0(3)-C(14)-N(2)
0(3)-C(14)-C(3)
N(2)-C(14)-C(3)
C(4)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-C(14)
C(2)-C(3)-C(14)
C(3)-C(4)-C(9)
C(3)-C(4)-H(4)
C(9)-C(4)-H(4)
C(1)-C(9)-C(4)
C(1)-C(9)-C(5)
C(4)-C(9)-C(5)
C(8)-C(1)-0(1)
C(8)-C(1)-C(9)
0(1)-C(1)-C(9)
C(1)-C(8)-C(7)
C(1)-C(8)-H(8)
C(7)-C(8)-H(8)
N(3)-C(7)-C(6)
N(3)-C(7)-C(8)
C(6)-C(7)-C(8)
N(3)-C(10)-C(11)
N(3)-C(10)-H(10A)
C(11)-C(10)-H(10A)
N(3)-C(10)-H(10B)
C(11)-C(10)-H(10B)
H(10A)-C(10)-H(10B)
C(10)-C(11)-H(11A)
C(10)-C(11)-H(11B)
H(11A)-C(11)-H(11B)
C(10)-C(11)-H(11C)
H(11A)-C(11)-H(11C)
H(11B)-C(11)-H(11C)
C(12)-C(13)-H(13C)
C(12)-C(13)-H(13B)
H(13C)-C(13)-H(13B)
C(12)-C(13)-H(13A)
H(13C)-C(13)-H(13A)

121.80(18)
115.27(18)
119.9(2)
120.1
120.1
120.3(3)
119.8
119.8
120.4(2)
119.8
119.8
119.08(19)
119.72(19)
121.19(19)
120.57(18)
119.7
119.7
123.66(16)
121.10(17)
115.23(15)
119.14(15)
118.25(15)
122.61(16)
122.26(16)
118.9
118.9
118.44(16)
116.13(16)
125.44(16)
116.82(15)
123.55(16)
119.63(15)
119.80(17)
120.1
120.1
121.48(17)
121.46(18)
117.03(17)
114.7(2)
108.6
108.6
108.6
108.6
107.6
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5

C(15)-N(1)-N(2)
C(14)-N(2)-N(1)
C(14)-N(2)-H(2)
N(1)-N(2)-H(2)

C(7)-N(3)-C(12A)
C(7)-N(3)-C(10)
C(12A)-N(3)-C(10)
C(7)-N(3)-C(12B)

C(10)-N(3)-C(12B)
C(2)-0(1)-C(1)
C(1)-C(9)-C(5)
C(1)-C(9)-C(4)
C(5)-C(9)-C(4)
C(6)-C(5)-C(9)
C(6)-C(5)-H(5)
C(9)-C(5)-H(5)

C(20)-C(19)-C(18)

C(20)-C(19)-C1(1)
C(18)-C(19)-CI(1)

C(19)-C(18)-C(17)

C(19)-C(18)-H(18)

C(17)-C(18)-H(18)

C(18)-C(17)-C(16)

C(18)-C(17)-H(17)

C(16)-C(17)-H(17)

C(21)-C(16)-C(17)

C(21)-C(16)-C(15)

C(17)-C(16)-C(15)

N(1)-C(15)-C(16)
N(1)-C(15)-H(15)

C(16)-C(15)-H(15)
0(3)-C(14)-N(2)
0(3)-C(14)-C(3)
N(2)-C(14)-C(3)

C(4)-C(3)-C(2)
C(4)-C(3)-C(14)
C(2)-C(3)-C(14)
0(2)-C(2)-0(1)
0(2)-C(2)-C(3)
O(1)-C(2)-C(3)
C(3)-C(1)-0(1)
C(8)-C(1)-C(9)
O(D)-C(D)-C(9)
C(1)-C(8)-C(7)
C(1)-C(8)-H(8)
C(7)-C(8)-H(8)
NE)-C(7N)-C(8)
N(3)-C(7)-C(6)
C(8)-C(7)-C(6)
C(3)-C(4)-C(9)
C(3)-C(4)-H(4)
C(9)-C(4)-H4)
C(5)-C(6)-C(7)
C(5)-C(6)-H(6)
C(7)-C(6)-H(6)

116.8(2)
119.0(2)
120.5
120.5
120.5(4)
121.8(3)
114.3(4)
119.6(5)
115.6(5)
123.0(2)
116.4(3)
118.6(2)
125.0(3)
121.7(3)
119.2
119.2
120.9(3)
119.8(3)
119.3(3)
120.0(3)
120.0
120.0
119.7(3)
120.1
120.1
119.1(3)
120.0(3)
120.9(3)
120.2(3)
119.9
119.9
122.5(3)
120.7(2)
116.7(2)
119.6(2)
117.8(2)
122.6(2)
114.8(2)
127.9(3)
117.3(2)
117.1(2)
123.4(3)
119.5(2)
119.8(3)
120.1
120.1
120.9(3)
121.5(3)
117.7(3)
122.0(3)
119.0
119.0
121.0(3)
119.5
119.5
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H(13B)-C(13)-H(13A)
C(13)-C(12)-N(3)
C(13)-C(12)-H(12B)
N(3)-C(12)-H(12B)
C(13)-C(12)-H(12A)
N(3)-C(12)-H(12A)
H(12B)-C(12)-H(12A)
C(6)-C(5)-C(9)
C(6)-C(5)-H(5)
C(9)-C(5)-H(5)
C(5)-C(6)-C(7)
C(5)-C(6)-H(6)
C(7)-C(6)-H(6)
0(2)-C(2)-0(1)
0(2)-C(2)-C(3)
0(1)-C(2)-C(3)
C(19)-C(20)-C(21)
C(19)-C(20)-H(20)
C(21)-C(20)-H(20)
C(16)-C(21)-C(20)
C(16)-C(21)-H(21)
C(20)-C(21)-H(21)

109.5
112.3(3)
109.1
109.1
109.1
109.1
107.9
121.69(18)
119.2
119.2
121.78(17)
119.1
119.1
114.71(15)
127.68(16)
117.60(15)
120.2(3)
119.9
119.9
120.1(2)
119.9
119.9

C(16)-C(21)-C(20)
C(16)-C(21)-H(21)
C(20)-C(21)-H(21)
C(19)-C(20)-C(21)
C(19)-C(20)-H(20)
C(21)-C(20)-H(20)
C(11)-C(10)-N(3)
C(11)-C(10)-H(10B)
N(3)-C(10)-H(10B)
C(11)-C(10)-H(10A)
N(3)-C(10)-H(10A)
H(10B)-C(10)-H(10A)
C(10)-C(11)-H(11B)
C(10)-C(11)-H(11C)
H(11B)-C(11)-H(11C)
C(10)-C(11)-H(11A)
H(11B)-C(11)-H(11A)
H(11C)-C(11)-H(11A)
C(13A)-C(12A)-N(3)
C(13A)-C(12A)-H(12A)
N(3)-C(12A)-H(12A)
C(13A)-C(12A)-H(12B)
N(3)-C(12A)-H(12B)
H(12A)-C(12A)-H(12B)
C(12A)-C(13A)-H(13A)
C(12A)-C(13A)-H(13B)
H(13A)-C(13A)-H(13B)
C(12A)-C(13A)-H(13C)
H(13A)-C(13A)-H(13C)
H(13B)-C(13A)-H(13C)
N(3)-C(12B)-C(13B)
N(3)-C(12B)-H(12C)
C(13B)-C(12B)-H(12C)
N(3)-C(12B)-H(12D)
C(13B)-C(12B)-H(12D)
H(12C)-C(12B)-H(12D)
C(12B)-C(13B)-H(13D)
C(12B)-C(13B)-H(13E)
H(13D)-C(13B)-H(13E)
C(12B)-C(13B)-H(13F)
H(13D)-C(13B)-H(13F)
H(13E)-C(13B)-H(13F)

120.6(3)
119.7
119.7

119.6(3)
120.2
120.2

111.6(4)
109.3
109.3
109.3
109.3
108.0
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5

103.5(9)
111.1
111.1
111.1
111.1
109.0
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5

110.6(11)
109.5
109.5
109.5
109.5
108.1
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5

Tabela A4: Angulos de torgio (°) para C2 e C3

C2

C3

C(15)-N(1)-N(2)-C(14)
C(20)-C(19)-C(18)-C(17)
C(19)-C(18)-C(17)-C(16)
C(18)-C(17)-C(16)-C(21)
C(18)-C(17)-C(16)-C(15)

N(2)-N(1)-C(15)-C(16)
C(21)-C(16)-C(15)-N(1)
C(17)-C(16)-C(15)-N(1)

N(1)-N(2)-C(14)-0(3)

N(1)-N(2)-C(14)-C(3)

0(3)-C(14)-C(3)-C(4)

N(2)-C(14)-C(3)-C(4)

-175.27(16)
0.0(4)
0.6(4)
-0.3(3)

-179.9(2)

-179.59(15)

-167.70(18)
11.9(3)
2.8(3)

176.55(14)
0.8(3)
-178.58(15)

C(15)-N(1)-N(2)-C(14)
C(1)-C(9)-C(5)-C(6)
C(4)-C(9)-C(5)-C(6)

C(20)-C(19)-C(18)-C(17)

CI(1)-C(19)-C(18)-C(17)

C(19)-C(18)-C(17)-C(16)

C(18)-C(17)-C(16)-C(21)

C(18)-C(17)-C(16)-C(15)

N(2)-N(1)-C(15)-C(16)

C(21)-C(16)-C(15)-N(1)

C(17)-C(16)-C(15)-N(1)
N(1)-N(2)-C(14)-0(3)

178.5(2)
0.8(4)
-179.0(3)
1.7(5)
-179.02)
0.4(5)
-1.9(4)
177.2(3)
-179.6(2)
176.2(3)
-3.04)
-0.7(4)
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0(3)-C(14)-C(3)-C(2) -179.68(17) N(1)-N(2)-C(14)-C(3) 178.7(2)
N(2)-C(14)-C(3)-C(2) 1.0(2) 0(3)-C(14)-C(3)-C(4) 3.3(4)
C(2)-C(3)-C(4)-C(9) -1.6(3) N(2)-C(14)-C(3)-C(4) -176.0(2)
C(14)-C(3)-C(4)-C(9) 177.99(15) 0(3)-C(14)-C(3)-C(2) -178.2(3)
C(3)-C(4)-C(9)-C(1) 0.5(3) N(2)-C(14)-C(3)-C(2) 2.5(4)
C(3)-C(4)-C(9)-C(5) -178.93(17) C(1)-0(1)-C(2)-0(2) -178.9(2)
C(2)-0(1)-C(1)-C(8) 179.09(17) C(1)-0(1)-C(2)-C(3) 0.4(4)
C(2)-0(1)-C(1)-C(9) 0.23) C(4)-C(3)-C(2)-0(2) 177.5(3)
C(4)-C(9)-C(1)-C(8) -178.85(18) C(14)-C(3)-C(2)-0(2) -1.0(5)
C(5)-C(9)-C(1)-C(8) 0.7(3) C(4)-C(3)-C(2)-0(1) -1.7(4)
C(4)-C(9)-C(1)-0(1) 0.4(3) C(14)-C(3)-C(2)-0(1) 179.8(2)
C(5)-C(9)-C(1)-0(1) 179.89(16) C(2)-0(1)-C(1)-C(8) -179.6(3)
O(1)-C(1)-C(8)-C(7) -179.89(17) C(2)-0(1)-C(1)-C(9) 1.4(4)
C(9)-C(1)-C(8)-C(7) -0.6(3) C(5)-C(9)-C(1)-C(8) -0.6(4)
C(10)-N(3)-C(7)-C(6) 7.4(3) C(4)-C(9)-C(1)-C(8) 179.2(3)
C(12)-N(3)-C(7)-C(6) 179.4(2) C(5)-C(9)-C(1)-0(1) 178.4(2)
C(10)-N(3)-C(7)-C(8) -174.6(2) C(4)-C(9)-C(1)-0(1) -1.9(4)
C(12)-N(3)-C(7)-C(8) 2.503) O(1)-C(1)-C(8)-C(7) -179.0(3)
C(1)-C(8)-C(7)-N(3) -177.25(19) C(9)-C(1)-C(8)-C(7) 0.0(5)
C(1)-C(8)-C(7)-C(6) 0.9(3) C(12A)-N(3)-C(7)-C(8) 19.5(7)
C(7)-N(3)-C(10)-C(11) 79.7(3) C(10)-N(3)-C(7)-C(8) 177.8(3)
C(12)-N(3)-C(10)-C(11) -92.8(3) C(12B)-N(3)-C(7)-C(8) -22.4(9)
C(7)-N(3)-C(12)-C(13) -81.6(3) C(12A)-N(3)-C(7)-C(6) -161.2(5)
C(10)-N(3)-C(12)-C(13) 90.9(3) C(10)-N(3)-C(7)-C(6) 2.9(5)
C(1)-C(9)-C(5)-C(6) -1.03) C(12B)-N(3)-C(7)-C(6) 156.8(8)
C(4)-C(9)-C(5)-C(6) 178.45(18) C(1)-C(8)-C(7)-N(3) 179.7(3)
C(9)-C(5)-C(6)-C(7) 1.4(3) C(1)-C(8)-C(7)-C(6) 0.4(5)
N(3)-C(7)-C(6)-C(5) 176.9(2) C(2)-C(3)-C(4)-C(9) 1.2(4)
C(8)-C(7)-C(6)-C(5) -1.3(3) C(14)-C(3)-C(4)-C(9) 179.8(2)
C(1)-0(1)-C(2)-0(2) 179.65(16) C(1)-C(9)-C(4)-C(3) 0.6(4)
C(1)-0(1)-C(2)-C(3) -0.83) C(5)-C(9)-C(4)-C(3) -179.7(3)
C(4)-C(3)-C(2)-0(2) -178.87(19) C(9)-C(5)-C(6)-C(7) -0.4(5)
C(14)-C(3)-C(2)-0(2) 1.6(3) N(3)-C(7)-C(6)-C(5) -179.5(3)
C(4)-C(3)-C(2)-0(1) 1.7(2) C(8)-C(7)-C(6)-C(5) -0.3(5)
C(14)-C(3)-C(2)-0(1) -177.85(15) C(17)-C(16)-C(21)-C(20) 1.4(5)
C(18)-C(19)-C(20)-C(21) -0.8(4) C(15)-C(16)-C(21)-C(20) -177.8(3)
C(17)-C(16)-C(21)-C(20) -0.53) C(18)-C(19)-C(20)-C(21) 2.2(5)
C(15)-C(16)-C(21)-C(20) 179.1(2) CI(1)-C(19)-C(20)-C(21) 178.4(2)
C(19)-C(20)-C(21)-C(16) 1.0(4) C(16)-C(21)-C(20)-C(19) 0.7(5)
C(7)-N(3)-C(10)-C(11) 86.6(5)
C(12A)-N(3)-C(10)-C(11) ~113.8(6)
C(12B)-N(3)-C(10)-C(11) ~73.9(8)
C(7)-N(3)-C(12A)-C(13A) -93.4(7)
C(10)-N(3)-C(12A)-C(13A) 106.7(7)
C(7)-N(3)-C(12B)-C(13B) 99.1(8)
C(10)-N(3)-C(12B)-C(13B) -100.0(8)

Tabela A5: Geometria das ligagdes de hidrogénio (A, °) para C2 e C3

D—H-A D—H H+A DA D—H-A

HL2 N@2)-H(2)..0(2)  0.86  1.99  2.690(19) 137.3

s NQ-HQ2).02) 086 204 27213) 134.9
C(15)-H(15)..0Q2)  0.93  2.64  3.446(4) 145

Codigos de simetria: (1) —x+2, —y+2, —z+2
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Tabela A6:

Comprimento das ligagdes (A) para C2

Zn(1A)-O(3A)
Zn(1A)-S(2A)
Zn(1B)-O(3B)
Zn(1B)-S(1B)
O(1W)-H(1W)
O(1A)-C(2A)
O(3B)-C(14B)
O(1B)-C(1B)
N(3A)-C(12A)
N(2A)-H(2A)
N(3B)-C(12B)
N(2B)-H(2B)
C(23A)-H(23B)
C(22A)-H(22B)
C(3A)-C(4A)
C(1A)-C(9A)
C(4A)-H(4A)
C(6A)-C(7A)
C(10A)-C(11A)
C(11A)-H(11A)
C(12A)-C(13A)
C(13A)-H(13A)
C(8A)-H(8A)
C(15A)-H(15A)
C(21A)-C(20A)
C(20A)-H(20A)
C(18A)-C(17A)
C(25A)-H(25A)
C(24A)-H(24A)
C(14B)-C(3B)
C(1B)-C(5B)
C(5B)-H(5B)
C(7B)-H(7B)
C(9B)-C(4B)
C(12B)-H(12C)
C(13B)-H(13E)
C(10B)-H(10C)
C(38)-H(38B)
C(15B)-H(15B)
C(17B)-C(18B)
C(18B)-H(18B)
C(20B)-C(21B)
C(25B)-H(25D)
C(24B)-H(24D)
C(22B)-H(22D)
C(23B)-H(23D)
Cl(4)-C(1)
C(1)-H(1B)

2.111(3)
2.2496(11)
2.111(3)
2.2459(11)
0.75(7)
1.374(5)
1.245(5)
1.383(5)
1.475(6)
0.8800
1.465(6)
0.8800
0.9800
0.9800
1.375(6)
1.412(6)
0.9500
1.431(6)
1.517(7)
0.9800
1.508(8)
0.9800
0.9500
0.9500
1.391(7)
0.9500
1.378(8)
0.9800
0.9800
1.466(6)
1.365(6)
0.9500
0.9500
1.394(6)
0.9900
0.9800
0.9900
0.9800
0.9500
1.397(7)
0.9500
1.380(7)
0.9800
0.9800
0.9800
0.9800
1.714(11)
0.9900

ZN(1A)-N(1A)
Zn(1A)-CI(2A)
Zn(1B)-N(1B)
Zn(1B)-CI(2B)
O(1W)-H2W)
O(1A)-C(1A)
0(2B)-C(2B)
N(3A)-C(7A)
N(2A)-C(14A)
N(3B)-C(6B)
N(2B)-C(14B)
N(1B)-C(15B)
C(23A)-H(23C)
C(22A)-H(22C)
C(3A)-C(2A)
C(9A)-C(4A)
C(5A)-C(6A)
C(6A)-H(6A)
C(10A)-H(10A)
C(11A)-H(11B)
C(12A)-H(12A)
C(13A)-H(13B)
N(1A)-C(15A)
C(16A)-C(17A)
C(21A)-H(21A)
C(19A)-C(18A)
C(18A)-H(18A)
C(25A)-H(25B)
C(24A)-H(24B)
C(3B)-C(4B)
C(1B)-C(9B)
C(6B)-C(7B)
C(8B)-C(9B)
C(4B)-H(4B)
C(12B)-H(12D)
C(13B)-H(13F)
C(10B)-H(10D)
C(38)-H(38C)
C(16B)-C(21B)
C(17B)-H(17B)
C(19B)-C(20B)
C(20B)-H(20B)
C(25B)-H(25E)
C(24B)-H(24E)
C(22B)-H(22E)
C(23B)-H(23E)
CI(3)-C(1)
C(1)-H(1A)

2.125(4)
2.3810(12)
2.123(3)
2.3767(12)
0.92(7)
1.379(5)
1.218(5)
1.348(6)
1.343(6)
1.353(6)
1.347(5)
1.283(5)
0.9800
0.9800
1.441(6)
1.389(6)
1.348(7)
0.9500
0.9900
0.9800
0.9900
0.9800
1.286(6)
1.389(7)
0.9500
1.387(10)
0.9500
0.9800
0.9800
1.376(6)
1.408(6)
1.439(6)
1.416(6)
0.9500
0.9900
0.9800
0.9900
0.9800
1.395(7)
0.9500
1.373(8)
0.9500
0.9800
0.9800
0.9800
0.9800
1.610(12)
0.9900

Zn(1A)-S(1A)
Zn(1A)-CI(1A)
Zn(1B)-S(2B)
Zn(1B)-Cl(1B)
O(3A)-C(14A)
O(2A)-C(2A)
O(1B)-C(2B)
N(3A)-C(10A)
N(2A)-N(1A)
N(3B)-C(10B)
N(2B)-N(1B)
C(23A)-H(23A)
C(22A)-H(22A)
C(14A)-C(3A)
C(1A)-C(8A)
C(9A)-C(5A)
C(5A)-H(5A)
C(7A)-C(8A)
C(10A)-H(10B)
C(11A)-H(11C)
C(12A)-H(12B)
C(13A)-H(13C)
C(15A)-C(16A)
C(16A)-C(21A)
C(20A)-C(19A)
C(19A)-H(19A)
C(17A)-H(17A)
C(25A)-H(25C)
C(24A)-H(24C)
C(3B)-C(2B)
C(5B)-C(6B)
C(7B)-C(8B)
C(8B)-H(8B)
C(12B)-C(13B)
C(13B)-H(13D)
C(10B)-C(38)
C(38)-H(38A)
C(15B)-C(16B)
C(16B)-C(17B)
C(18B)-C(19B)
C(19B)-H(19B)
C(21B)-H(21B)
C(25B)-H(25F)
C(24B)-H(24F)
C(22B)-H(22F)
C(23B)-H(23F)

2.2196(13)
2.3963(12)
2.2237(11)
2.4117(12)
1.257(5)
1.225(5)
1.376(5)
1.463(6)
1.392(5)
1.456(6)
1.394(5)
0.9800
0.9800
1.454(6)
1.358(6)
1.425(6)
0.9500
1.410(6)
0.9900
0.9800
0.9900
0.9800
1.473(6)
1.393(7)
1.362(9)
0.9500
0.9500
0.9800
0.9800
1.440(6)
1.416(6)
1.358(6)
0.9500
1.515(8)
0.9800
1.506(8)
0.9800
1.472(6)
1.400(7)
1.373(8)
0.9500
0.9500
0.9800
0.9800
0.9800
0.9800
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