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RESUMO

Assim como as moléculas orgéanicas, os metais sdo fundamentais para o
desenvolvimento da vida. Eles s&o geralmente encontrados ligados as moléculas
organicas ricas em elétrons formando complexos metélicos. No entanto, somente no
altimo século as propriedades medicinais destes elementos comecaram a ser
investigadas de forma racional. Dentre as moléculas que tém apresentado potencial
para o desenvolvimento de novos produtos, as azinas que S80 compostos
caracterizados pela presencga do esqueleto RiR2C=N-N=CR3R4 tém demonstrado seu
valor por atuarem como precursores na sintese de alguns heterociclos e sua
capacidade de atuarem como aceptores de ions metalicos. Além disso, ha relatos na
literatura de diversas azinas e seus complexos que podem manifestar atividades
biologicas, tais como antimicrobiana, citotoxica, mimetizadora de enzimas entre
outras. Com o0 objetivo de expandir o conhecimento sobre a capacidade de
coordenacao das azinas e sua utilizacao biologica, foi sintetizada a 2-piridinoaldazina
e seus complexos de Fe(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e Zn(ll). Os compostos foram
caracterizados por meio de medida de condutividade da solugéo, espectroscopia
eletrbnica na regido do infravermelho, espectroscopia vibracional na regidao do
ultravioleta visivel, andlise térmica e espectrometria de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio. Os resultados indicaram que com excecdo do complexo com Fe(ll)
(estequiometria metal:ligante = 2:1), todos os demais se coordenaram seguindo uma
estequiometria do tipo 1:1 (metal:ligante). ApGs a caracterizacdo, foi iniciado um
estudo da atividade antifingica desses compostos. O fungo utilizado foi
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763. Os resultados preliminares demonstraram
gue o complexo de Fe(ll) foi o Unico a apresentar atividade entre os compostos
estudados. Esses resultados demonstram a importancia de novos estudos para

compreendermos o potencial farmacolégico desses compostos.

Palavras-chave: Complexos metélicos, Azinas, Atividade antifungica.



ABSTRACT

Like organic molecules, metals are fundamental for the development of life.
They are usually found attached to electron-rich organic molecules forming metal
complexes. However, only in the last century did the medicinal properties of these
elements begin to be rationally investigated. Among the molecules that have shown
potential for the development of new products, azines, which are compounds
characterized by the presence of the skeleton RiR2C=N-N=CR3R4, have demonstrated
their value for acting as precursors in the synthesis of some heterocycles and their
ability to act as metal ions. In addition, there are reports in the literature of several
azines and their complexes that can manifest biological activities, such as
antimicrobial, cytotoxic, enzyme-mimicking, among others. Aiming to expand the
knowledge about the ability of azines to coordinate and their biological use, 2-
pyridinoaldazine and its Fe(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) and Zn(ll) complexes were
synthesized. The compounds were characterized by measuring the conductivity of the
solution, electronic spectroscopy in the infrared region, vibrational spectroscopy in the
visible ultraviolet region, thermal analysis and hydrogen nuclear magnetic resonance
spectrometry. The results indicated that, except for Fe(ll) complex (metal:ligand
stoichiometry = 2:1), all the others coordinated following a 1:1 stoichiometry
(metal:ligand). After characterization, a study of the antifungal activity of these
compounds was initiated. The fungus used was Saccharomyces cerevisiae ATCC
9763. Preliminary results showed that only the Fe(ll) complex demonstrated activity
among the studied compounds. These results demonstrate the importance of further

studies to understand the pharmacological potential of these compounds.

Keywords: Metal complexes, Azines, Antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

Os organismos vivos sao formados majoritariamente por compostos contendo
atomos de carbono, nitrogénio e oxigénio. Por muito tempo foi consenso cientifico que
moléculas inorganicas e metais tinham pouca ou nenhuma importancia na
manutenc¢ao dos tecidos vivos, porém com avanco da ciéncia foi se descobrindo que
esses atomos sdo igualmente indispenséveis em fungdes necessarias a vida (JONES,;
DUNCAN; STORR, 2014, P. 1-7).

Entre os metais essenciais a vida podemos citar o ferro, que esta envolvido no
transporte e armazenamento do oxigénio molecular (O2); o cobre, presente na
hemocianina e na enzima dopamina (-hidroxilase relacionado a producéo de
neurotransmissores no cérebro; o zinco e manganés, presentes em enzimas como a
superéxido dismutase além de varias outras funcdes de ordem catalitica, estrutural e
diversas (BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007). Nos meios biologicos, os ions
metélicos encontram-se geralmente ligados tanto a pequenas quanto a
macromoléculas, ocupando uma posi¢cao central rodeado por espécies ricas em
elétrons. Estes compostos de coordenagao ou o préprio ion metalico desempenham
diversas fun¢Bes como estrutural, carregador e transportador de elétrons e oxigénio,
catalisador de reacdes oxirreducdo e acido-base, e outras infinidades de funcdes
(JONES; DUNCAN; STORR, 2014, P. 1-7).

O uso de metais pela humanidade visando beneficios a saude é catalogado na
histéria por diversas civilizacbes. Os egipcios ja utilizavam cobre para esterilizar a
agua ha 5 mil anos, na Arabia e na China ha 3 mil anos o ouro era utilizado para
purificacdo da mente e estimulacdo da vida, embora mais devido ao seu carater
precioso do que medicinal, e na Europa medieval o médico Theophrastus Paracelsus
(1493-1541) utilizava terapias a base de metais, como o cloreto de mercurio usado
como diurético (BERALDO, 2006). No entanto, somente no ultimo século as
propriedades medicinais destes elementos comecaram a ser investigadas de forma
racional a partir do desenvolvimento das bases da Quimica Inorganica Medicinal.

O avanco da Quimica Inorganica Medicinal e sua atual forma se deve aos
trabalhos de Paul Ehrlich, prémio Nobel em Medicina e Fisiologia em 1908 e Alfred
Werner, prémio Nobel de Quimica em 1913. Werner é considerado o pai da Quimica
de Coordenacao por ter desenvolvido uma teoria que explica a estrutura e a ligacao

quimica dos complexos metalicos. Ehrlich foi o fundador da quimioterapia e introduziu
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as ideias sobre relacdes estrutura-atividade e o conceito de indice terapéutico. Ehrlich
desenvolveu o tratamento da tuberculose com ouro, utilizou compostos antimoniais
no tratamento de leishmaniose e compostos a base de arsénio para o tratamento da
sifilis. Fez uso de complexos metélicos, sobretudo os de arsénio, na preparacéo de
drogas para o tratar a sifilis (BERALDO, 2006).

Apesar de toda a importancia dos trabalhos de Ehrlich e Werner, o principal
motivador para os estudos dos ions metalicos na quimica medicinal foi a descoberta
acidental da “cisplatina” [Pt(NH3s)2Clz] pelo fisico Barnett Rosemberg em 1965 e sua
potente da atividade antitumoral (NAJJAR, 1992). Este composto ndo contém um
atomo de carbono em sua estrutura e € um padrdo de drogas inorganicas, ela é
utilizada desde 1978 para tratar diversos tumores e reduziu em cerca de 80% a morte
de homens por cancer nos testiculos (BERALDO, 2006).

Hoje, a Quimica Inorganica Medicinal € uma area que estuda o uso de ions
metalicos para inovacdes na area da medicina diagndstica e terapéutica. Os ions sao
atomos que perderam ou ganharam elétrons e possuem uma carga. Metais tém
propensdo a perder elétrons se tornando ions catidnicos, o que os torna importantes
para reacfes nos organismos vivos, principalmente por serem soluveis em fluidos
biol6gicos (JONES; DUNCAN; STORR, 2014, P. 1-7).

Entre as classes que tem chamado a atencao pelo seu potencial farmacolégico
podemos destacar as azinas. Moléculas desse grupo apresentam o esqueleto
R1R2C=N-N=CR3R4, podendo, inclusive, se ligar a ions metalicos devido a presenca
dos pares de elétrons sobre os atomos de nitrogénio. Além disso, a flexibilidade das
ligacbes N-N permite que se formem complexos em varias geometrias diferentes,
dependendo exclusivamente do tipo que modificacdo quimica que é feita na estrutura
da azina. S&o observados trabalhos onde as azinas podem atuar como ligantes bi-
(ADHIKARI et al., 2017) ou polidentados (MISTRI et al., 2012)

Deste modo, baseando-se no potencial farmacologico dos metais este trabalho
se propds a sintetizar uma azina e seus complexos de coordenacao a alguns metais
da la série de transicao [Fe(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e Zn(Il)] e avaliar seu potencial

antifangico contra Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763.
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1.1 AZINAS

As azinas sdo um grupo de compostos quimicos que apresentam em seu
esqueleto a estrutura RiR2C=N-N=CRsR4 (figura 1), sendo sintetizadas a partir da
reacao entre hidrazina e um aldeido ou cetona. Elas podem ser classificadas como
cetazinas, quando derivam de cetonas, ou aldazinas, quando derivadas de aldeidos.
Esses compostos ainda podem ser simétricos quando RiR2 = R3R4 ou assimétricos
quando RiR2 # RsR4 (MCNAUGHT; WILKINSON, 2014).

Figura 1 - Estrutura padréo do esqueleto das azinas
R3

R4
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

As azinas podem se apresentar na forma de trés isbmeros geométricos, (E,E),
(E,Z) e (Z,2), isto ocorre devido a possibilidade de arranjos moleculares diferentes
devido a configuracdo das ligacGes duplas C=N do esqueleto C=N-N=C. A
configuracdo mais estavel termodinamicamente € a EE, onde os grupos de maior
prioridade ligados as ligaces C=N estdo na posi¢cdo trans com relacdo a ligacao
N-N, porém elas sado encontradas nas mais diversas configuracdes, principalmente
quando agindo como ligante com compostos metalicos (CAMPOS et al., 2019).

As ligacdes iminicas presentes nas azinas conferem a estes compostos a
capacidade de atuarem como aceptores de prétons e/ou ions metdlicos, devido a
existéncia de pares de elétrons isolados sobre os atomos de nitrogénio (KARMAKAR
et al., 2007). Essa caracteristica pode ser realcada se esses compostos tém origem
em espécies heterociclicas como a piridina, que os torna ainda mais ricos em elétrons.

Um outro fato importante sobre as azinas € sua facilidade de obtencéo, sendo
possivel inclusive propor formas alternativas para sua preparacdo em contraste as
convencionais que podem utilizar de solventes nocivos a saude. Como exemplo disso,
temos o trabalho de Campos e colaboradores (2019) que produziu seis azinas através
da mecanoquimica, que € denominada como uma reagdo quimica induzida por
absorcao direta de energia mecanica, que preza pela diminuicdo do uso de solventes

e reducéo da geracao de residuos.
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Compostos dessa classe sao importantes intermediarios na sintese de
pirimidinas, purinas e alguns azois (LOGHMANI-KHOUZANI et al., 2001). As azinas
quando substituidas com anéis aromaticos ou heterociclicos geram compostos
promissores para a criagdo de dispositivos Opticos contra fontes de radiacéo,
dosimetros de radiacéo UV e telas para protecao ocular (HA et al., 2010). Isto ocorre,
pois, a ligacdo dupla C=N possui a capacidade de sofrer isomerizacdo térmica ou
fotoquimica, deste modo saindo do isbmero menos energético para o mais energético
ao absorver energia (CAMPOS et al., 2019). Além disso, varios estudos destacam o
potencial farmacoldgico de azinas (DANISH e PRASAD, 2004; KOLB e HUA, 1984,
JAYABHARATHI et al., 2007).

Kolb e Hua (1984) sintetizaram azinas derivada de naloxona (figura 2) e
naltrexona e observaram que essas moléculas apresentaram elevada atividade
antagonista de receptores opibides do subtipo delta. A atividade analgésica desses
compostos se mostrou de longa duracédo, porém o mecanismo ndo foi elucidado.
Foram sugeridas duas hipoteses, uma que talvez o grande volume da molécula
poderia ocupar dois locais alvo do receptor e outro que sugere que acontece uma

reacao irreversivel entre a molécula e o receptor, entretanto ndo houve consenso.

Figura 2 - Representacéo estrutural de azinas obtidas a partir de derivados da
naloxona
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Fonte: Kolb e Hua (1984).

Danish e Prasad (2004) tentando sintetizar um tetrahidrocarbazol e avaliar sua
atividade antimicrobiana e de seus derivados, acabou sintetizando composto do tipo
bis-carbazolilazina e seus derivados com diferentes substituintes em R e R’ (figura 3).
Ao ser testada a atividade antimicrobiana destes compostos foi demonstrado que

quando o substituinte em R e R’ é Cl, essas moléculas apresentam elevada atividade
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antifangica contra Aspergillus niger e Candida albicans, e antibacteriana

principalmente contra Escherichia coli, Bacillus subtilis e Streptococus aureus.

Figura 3 - Representacéo estrutural do esqueleto base da bis-carbazolilazina

1) (I3
N N
R H N——N H R

Fonte: Danish e Prasad (2004).

Outro estudo demonstrou o potencial antimicrobiano de azinas derivadas de
tiopira-4-ona (figura 4) tanto contra as bactérias Streptococcus faecalis, Bacillus
subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, quanto
contra os fungos Candida-6, Candida-51, Aspergillus niger e Aspergillus flavus
(JAYABHARATHI et al., 2007).

Figura 4 - Estrutura quimica da azina do tiopira-4-ona

Fonte: Jayabharathi et al. (2007).

1.2 A QUIMICA DE COORDENACAO E OS COMPLEXOS DE AZINAS

Os ions metalicos frequentemente encontram-se ligados a espécies ricas em
elétrons nos sistemas biologicos. Eles podem se ligar a residuos de aminoacidos
desempenhando um papel estrutural ou mesmo funcional, caso do Zn (1) na nuclease
P1 e Ni (Il) em ureases. Podem ainda se ligar formando anéis quelato como o sitio

heme na hemoglobina, que € um complexo contendo ferro. Em geral os metais podem
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desempenhar funcéo estrutural, carregar e transportar elétrons e oxigénio, catalisar
reacoes de oxirreducao e acido-base, dentre outras funcdes.

Entre os metais podemos destacar o ferro, presente na hemoglobina e na
mioglobina, atuando no transporte e armazenamento do oxigénio molecular (O2),
respectivamente. O cobre que esta na hemocianina e na enzima dopamina
B-hidroxilase relacionado ao transporte de oxigénio em moluscos e artropodes e a
producdo de neurotransmissores no cérebro, e também o zinco e o manganés,
presentes em enzimas superoxido dismutases, participam da eliminacdo do radical
livre superoxido.

A relacdo entre os efeitos toxicos e benéficos dos metais no organismo pode
ser observada por meio do Diagrama de Bertrand (figura 5). Os elementos essenciais
desempenham papel biol6gico desde que sejam mantidos na quantidade adequada
de sua homeostase. Quando a concentracdo de metais é muito baixa no organismo,
isso ocasiona doencas por sua deficiéncia, do outro lado, 0 seu acumulo excessivo
pode levar a efeitos toxicos. No caso de metalofarmacos, o pressuposto € 0 mesmo
para 0s elementos essenciais, onde em doses pequenas nao levam a efeitos
farmacoldgicos desejados e doses altas podem levar a sua acumulagéo e aos efeitos
téxicos (ROCON et al., 2007).

Figura 5 - Diagrama de Bertrand demonstrando os efeitos fisiol6gicos relacionados
aos metais

+

Dose

Efeito Fisiolégico

\ farmacos

metais toxicos metais essenciais

Fonte: Rocon et al. (2007).

Mesmo com muitos relatos da utilizagdo de metais na antiguidade ha um

desinteresse por parte dos pesquisadores no desenvolvimento de aplicagbes
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terapéuticas contendo compostos metalicos, em razdo de sua toxicidade. O controle
da reatividade, a fim de promover o aumento na especificidade e conter a toxicidade
do metal, foi e ainda € um dos maiores obstaculos para a aplicacdo dos metais em
Medicina. Porém, a busca por maior especificidade e toxicidade reduzida nédo é
fundamentalmente diferente no caso do desenvolvimento de farmacos organicos.
Adhikari e colaboradores (2017) investigou a quimica de coordenacao de
azinas polidentadas com complexos metalicos precursores do tipo meio sanduiche.
Para isso, duas azinas uma L1 e L2 (figura 6) foram ligadas a complexos de ruténio,
rédio e iridio. O uso de complexos do tipo meio sanduiche neste estudo se deve ao
fato de complexos com a estrutura [(arene)Ru(Ligante)Cl] terem mostrado bastante

potencial como possiveis drogas anticancer na terapia baseada em metais.

Figura 6 - Estrutura quimica das azinas nomeadas L1 e L2 no trabalho de Adhikari e
colaboradores (2017)

LN IR ST
@TQ CLTLQ

N
Ny

(L1)
Fonte: Adhikari et al (2017).

Foram obtidos complexos mononucleares contendo L1 onde o ligante se
coordenou de forma tridentada ao centro metalico (figura 7A), através de ambos os
atomos de nitrogénio da piridina e da azina levando a formacédo de anéis quelatos
contendo de cinco a seis membros. Para L2 foram obtidos complexos mononucleares
(figura 7B), com o ligante coordenado ao metal de modo bidentado através de ambos
0s nitrogénios piridinicos; complexos dinucleares (figura 7C), com uma ponte formada
entre os metais pelo ligante coordenado de modo bidentado pelos nitrogénios
piridinicos; e nos complexos de rédio e iridio, L2 atuou como ligante quelante
tridentado (figura 7C). Este trabalho ressalta bem a capacidade de azinas atuarem

como ligantes de diversas maneiras.
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Figura 7 - Estrutura dos complexos metalicos formados a partir dos ligantes L1 e L2.
Complexo tridentado mononuclear de L1 (A), complexo bidentado mononuclear de
L2 (B), complexo tridentado mononuclear de L2 (C), e complexo dinuclear com L2

coordenando de forma bidentada a cada metal

Fonte: Adhikari et al (2017).

Mishra e colaboradores (2012) sintetizaram um complexo de Zn de baixo custo,
facil sintese e possuia todas as caracteristicas necessarias para mimetizar de forma
funcional e estrutural a pl nuclease. O ligante utilizado foi uma azina derivada de
salicilaldeidos que é tetradentada e possui sua parte fendlica em oposicéo ao sitio de

ligacdo (figura 8A). A estrutura revelou um helicato de fita simples trinuclear, os trés
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ligantes sdo interconectados através de ligacdo com o Zn(ll) formando um

metalomacrociclo de 9 membros composto por 6 nitrogénios e 3 Zn(ll) (figura 8B).

Figura 8 - Estrutura da azina utilizada como ligante (A) por Mishra e colaboradores e
seu respectivo complexo metalico (B)
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Fonte: Mishra et al. (2012).

Mistri e colaboradores (2012) pensando em ampliar as alternativas para
dosadores de Zn(ll) intracelular decidiu complexar este metal com uma azina
(figura 9A). O complexo formado (figura 9B) foi testado em células de cancer de
melanoma humano. Este ligante possibilitou em dosar Zn(ll) intracelular com uma alta
sensibilidade (concentracfes de até 3 ng/L) e ndo apresentou nenhuma toxicidade
nas concentracdes testadas. Experimentos in vitro e in vivo corroboraram que o

complexo formado tem grande potencial para ser um dosador de zinco intracelular.
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Figura 9 - Estrutura da azina (A) e seu complexo de Zn(ll) (B) sintetizadas por Mistri
e colaboradores

(A) (B)
| |
| I NN /\/ N OH
HNN OH N OH —O’Z\"< /’%no'
o) Y-OH 000

Fonte: Mistri et al. (2012).
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral do trabalho foi sintetizar, caracterizar e avaliar toxicidade contra
o fungo Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 da 2- piridinoaldazina e seus
complexos com Fe(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e Zn(ll).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Preparar a 2-piridinoaldazina e seus complexos de Fe(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e
Zn(ll).

Caracterizar os complexos formados .

Avaliar a toxicidade dos compostos formados contra o fungo Saccharomyces

cerevisiae 9763.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

O presente estudo foi organizado da forma mostrada no esquema abaixo
(Figura 10).

Figura 10 - Fluxograma contendo as etapas realizadas neste trabalho

Hidrazina + 2-piridinocarboxaldeido

..

Y

2-piridinoaldazina —

Y

Complexagdao com metais: Fe(ll), ]

[ Ensaio antifungico

Co(I1), Ni(l1), Cu(ll) e Zn(l1)

v
Medidas f .
o Caracterizagao
condutimétricas

[ Infravermelho

]._
[ UV-Vis ] [ RMN ]

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

3.1 MATERIAIS

Todos os reagentes e solventes usados nos experimentos foram adquiridos de
empresas idoneas (Merck, Aldrich, J.T. Baker e Synth) em alto grau de pureza, sendo

utilizados sem nenhum tratamento prévio.

3.2 PREPARACAO DO LIGANTE E SEUS COMPLEXOS METALICOS

Este ligante foi preparado usando um procedimento analogo ao do trabalho de
Karmakar e colaboradores (2007).
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3.2.1 Preparacao da 2-piridinoaldazina

Em um baldo volumétrico de 50 mL, 5 mmol de sulfato de hidrazina e 10 mmol
de hidroxido de sodio foram dissolvidos em 10 mL de agua, sob agitacdo constante.
Em seguida, foi adicionada a mistura 9 mL de solucdo metandlica contendo 11 mmol
de 2-piridinocarboxaldeido. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo em um banho
de gelo por 3 horas. O precipitado obtido foi filtrado, recristalizado em metanol e

caracterizado. O rendimento obtido foi de 86%.

Figura 11 - Reacao quimica para a preparacéo da 2-piridinoaldazina
(o}

X H
MeOH/H0 N NN N
+ NH,-NH,.H,S0, + NaOH G
= |

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
3.2.2 Sintese dos complexos de Fe(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e Zn(ll)

Os complexos metalicos foram obtidos a partir da reagdo entre 2 mmol de
2-piridinoaldazina e 4 mmol do sal metalico desejado (FeSO4*7H20, CoCl,
NiCl2e6H20, CuCl2¢2H20 ou ZnClz2) em metanol (20 mL). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo magnética e refluxo por 3 horas. O solido obtido foi filtrado,
lavado com metanol, e secado sob pressédo reduzida. Os rendimentos dos produtos

variaram de 50% a 97%.

3.3 METODOS

3.3.1 Medidas condutimétricas

As medidas de condutividade em solugdo foram realizadas usando um
condutivimetro Metter Toledo série Seven Compact com célula condutimétrica de
mesmo fabricante e constante 0,475505 cm, a partir de solugdes do composto
(~ 1 mM) em dimetilsulféxido (DMSO).



25

3.3.2 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho médio (4000 a 400 cm™) dos
compostos puros foram obtidos utilizando um espectrofotémetro da Perkin Elmer
(série Spectrum Two™) com transformada de Fourier, a partir de pastilhas das
amostras prensadas com KBr. Elas foram preparadas macerando o composto
desejado juntamente com o KBr na proporcao de 1:100, em um gral de 4gata. Esse
material foi transferido para o pastilhador e prensado utilizando uma prensa manual.
Os espectros foram obtidos como a média de 8 varreduras consecutivas e resolucao
de 2 cm. O programa Perkin Elmer Spectrum ES (versédo: 10.03.08.0133) foi utilizado
para a aquisicao dos espectros. Os dados foram exportados para edi¢cdo no programa

Microcal Origin 9.0.

3.3.3 Espectroscopia naregido do ultravioleta-visivel

Os espectros eletrdnicos das amostras diluidas em DMSO foram obtidos
usando um espectrofotometro PerkinElmer UV-VIS Lambda 25. As leituras foram
realizadas na faixa de 300 a 600 nm usando cubetas de quartzo de caminho 6ptico de
1 cm. O branco utilizado foi o solvente puro (DMSO).

3.3.4 Andlises termogravimétricas

As analises térmicas dos compostos foram realizadas usando equipamento
Hitachi STA7200RV. As amostras (~ 2 mg) foram colocadas em um cadinho de
alumina e os experimentos foram realizados com rampa de temperatura de 30 °C a
800 °C e taxa de aquecimento de 20 °C/min, sob fluxo de ar comprimido de 300

mL/min. Os dados foram tratados usando o Microcal Origin 9.0.

3.3.5 Espectros de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN foram registrados em um espectrometro Oxford
Instruments Pulsar (60 MHz), usando-se DMSO-ds como solvente. Todos o0s
experimentos foram realizados a 37 °C. Os dados foram tratados usando o programa
MESTRENOVA 12.0.
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3.3.6 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

3.3.6.1 Preparo do in6culo

O in6culo para os testes foi preparado de acordo com as orientacdes sugeridas
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) protocolo M27-A3 com
modificacdes (CLSI, 2008). As linhagens do fungo Saccharomyces cerevisiae ATCC
9763 foram cultivadas em agar dextrose a 35°C por 72 h. Apos o cultivo, 5 col6nias
foram coletadas e preparadas em solucao salina estéril (NaCl 0,85%), levando a uma
concentracdo de aproximadamente 10° unidades formadoras de col6nias/mL, que foi
encontrada a partir de leitura no espectrofotbmetro em comprimento de onda de 530
nm. As suspensdes formadas com as células fungicas foram diluidas em meio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI-1640) até a obtencdo da concentracao celular entre

1 x 10% e 5 x 108 células/mL, que é a solucdo padréo utilizada.

3.3.6.2 Triagem da atividade antifingica dos compostos

Foram preparadas solucdes estoque dos compostos (2-pirirdinaldazina e seus
complexos) a 10 mM com dimetilsulfoxido (DMSO) como diluente. A partir das
solugdes estoque, foram preparadas as soluc¢des de uso a partir da diluicdo em meio
RPMI-1640, sempre mantendo a concentracdo final de DMSO menor que 1% na
concentracéo final utilizada no teste. Essas foram adicionadas em placas de 96 pocos
de fundo redondo, como exemplificado na figura 12, sendo que na coluna 12 o controle
positivo com 100 uL de meio RPMI-1640 juntamente com 100 pL do in6culo, bem
como, na coluna 1 o controle negativo (200 uL meio de cultura esterilizado) e na coluna
2 apenas 200 pL do composto a ser testado puro, sem o indculo. Nos pogos das
colunas de 3 a 9 foram adicionados 0os compostos em concentracdes decrescentes
variando de 1 mM a 0,0039 mM, seguindo diluicbes sucessivas de metade da
concentracao anterior.

A leitura da placa foi realizada visualmente sendo considerados 0s compostos
com promissora atividade antifangica aqueles que inibiram 100% do crescimento
fungico em relacédo aos controles de crescimento positivo. Todos os procedimentos

foram realizados em duplicatas com 2 linhas da placa para cada diluicéo.
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Figura 12 - Exemplo da organizacéo seguida na distribuicdo dos compostos sobre a
placa de 96 pocos durante o experimento de microdiluicdo em série

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 CARACTERIZAQAO DOS MATERIAIS
4.1.1 Medidas condutimétricas

A conducédo da eletricidade através das solucdes idnicas acontece pela
migracao de ions, quando se aplica um potencial de corrente alternada sobre essa
solugcdo. Quando aplicada a andlise de compostos de coordenacdo, os dados de
condutividade molar fornecem informacfes sobre o estado de ionizacdo da
substancia, podendo se descobrir através de comparacdo com dados tabelados qual
o tipo de eletrdlito que o composto apresenta e desse modo auxiliando na elucidacéo
da estrutura da substéncia e sua coordenagdo (GEARY, 1970).

Na tabela 1 estdo apresentados os valores calculados para a condutividade
molar dos complexos quando dissolvidos em DMSO. Os mesmos foram calculados
com base na proposta final do complexo formado. O sal brometo de cetiltrimetilaménio
foi utilizado como referéncia para comparacao por se tratar de um sal que gera uma

solucédo eletrolitica 1:1 (cation:anion).

Tabela 1 - Dados de condutividade molar para a 2-piridinoaldazina e seus complexos
de Fe(ll), Co(ll), Ni(l1), Cu(ll) e Zn(ll)

condutividade molar
Composto Estrutura proposta
(S.cm? mol?)
2-Piridinoaldazina (L) 0,11
FelL [Fe2(L)(S0O4)2].6H20 3,96
CoL [Co(L)(H20)CIICI*0,5H,0 30,99
NiL [Ni(L)(H20)CI]CI*H.O 32,84
CuL [Cu(L)(H20)CIICI 21,18
ZnL [Zn(L)Cl5] 2,29
brometo de cetiltrimetilamonio 23,9

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Os valores de condutividade molar obtidos para os complexos dissolvidos em
DMSO sugerem que os complexos Fe(ll) e Zn(ll) sdo neutros, devido o valor da
condutividade molar ser proximo de zero. Enquanto que os compostos contendo

Co(Il), Ni(Il) e Cu(ll) por apresentarem valor de condutividade molar proximo ao do sal
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brometo de cetiltrimetilamonio, eles se comportam como eletrélitos do tipo 1:1,
sugerindo que os complexos ao se dissolverem em DMSO sofrem dissociagéo iénica

formando complexos catibnicos e apresentam um cloreto como contra-ion.

4.1.2 Espectros de infravermelho

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho médio é uma técnica
experimental que nos sugere evidéncias da presenca de varios grupos funcionais na
molécula analisada. A radiacdo IV faz atomos e grupos de atomos de compostos
organicos vibrarem aumentando a amplitude em torno das ligacGes covalentes entre
estes atomos, ela ndo possui energia o suficiente para excitar elétrons. Pelo fato de
cada ligacdo presente nos grupos funcionais terem arranjos Unicos, cada uma delas
absorvera a radiacdo numa frequéncia especifica que sera caracteristica desse grupo
e deste modo auxiliard na caracterizacdo de moléculas orgéanicas, além de ser util
também para verificar se ocorreu modificacdo molecular apds reacao quimica
(SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2018).

Na figura 13 estdo apresentados os espectros de infravermelho para a 2-

piridinoaldazina e seus complexos metalicos de Fe(ll), Co(ll), Ni(Il), Cu(ll) e Zn(ll).
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Figura 13 - Espectros na regido do infravermelho para a 2-piridinoaldazina e seus
complexos de Fe(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e Zn(ll), em pastilhas de KBr.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Ao compararmos 0S espectros podemos observar que os espectros dos
complexos CoL, NiL e CuL sdo semelhantes entre si e do ligante livre. No complexo
ZnL foram observadas mais absorcfes que o ligante livre, enquanto que o complexo
FeL menos absor¢des que o ligante livre.

No espectro de 2-piridinoaldazina as bandas em 1628 e 1586 cm! foram
atribuidas ao estiramento das ligagbes C=N e C=N-N=C, respectivamente. Essas
absor¢cbes sdo caracteristicas do grupo azina (MISHRA et al, 2012). Com a
complexacdo ocorreu uma intensa modificacdo das absorcbes no espectro de
infravermelho, podendo destacar:

- O deslocamento da banda atribuida ao estiramento das ligacdes C=N-N=C
para maior energia,

- O aparecimento de uma banda larga na regido de 3600 a 2900 cm™ nos
complexos de FeL, CoL, NiL e CuL associada ao estiramento das ligacdes de O-H de
moléculas de agua, porém esta banda € menos caracteristica em CuL, 0 que pode

estar associada a uma menor quantidade de agua presente neste composto;
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- O aparecimento de uma banda alargada em 1100 cm no espectro de FelL
associada a presenca do grupo sulfato (NAKAMOTO, 2009);
- Auséncia de absorcdes na regido de 3600 a 2900 cm* atribuidas a auséncia

de moléculas de agua no espectro de ZnL.

4.1.3 Espectros eletrénicos

O espectro eletronico de absorcédo € uma ferramenta muito Util para validar os
resultados fornecidos por outros meétodos de investigacdo estrutural. Através do
espectro eletrbnico € possivel atestar a estereoquimica de ions metélicos em
complexos, baseando-se nas posi¢cdes e na quantidade de picos com transicdes do
tipo d-d.

Na figura 14 estdo apresentados os espectros eletrénicos de solu¢des diluidas
de 2-piridinoaldazina e seus complexos metalicos de Fe(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e Zn(ll)
em DMSO. Nessa figura ao invés de absorbancia optou-se por utilizar a absortividade
molar (). Essa propriedade foi calculada utilizando a lei de Lambert-Beer. Por se
tratar de uma propriedade que é caracteristica do material, ela permite observar como

se alterou as transic¢des eletronicas dentro do ligante com a complexacéo.

Figura 14 - Espectros eletrdnicos na regido do ultravioleta visivel para a 2-
piridinoaldazina (L) e seus complexos de Fe(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e Zn(lI)
dissolvidas em DMSO
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Nos complexos de FeL, CoL e NiL ndo houve uma significativa modificacdo nas
transicOes eletrénicas do ligante complexado em relagcéo ao ligante livre, contudo, no
complexo de FeL foi observado o aparecimento de um ombro em 350 nm. No
complexo de ZnL foi observado diminuicdo da absortividade molar para as transicdes
intraligante e no complexo de CuL além desta diminuicao, foi observado nova banda
com maxima em 400 nm associada a transferéncia de carga do ligante para o metal
(L—Cu).

4.1.4 Andlises térmicas

Nas Figuras 15 a 18 estdo apresentadas as curvas termogravimétricas (curvas
TG) e as curvas para a analise térmica diferencial (Curva DTA) dos compostos obtidos
neste trabalho. Na parte inferior das figuras da curva TG dos complexos encontra-se
uma proposta para a decomposicdo térmica dos complexos com base nha sua
composicdo quimica sugerida.

Na curva TG do ligante podemos observar que ocorre a decomposicao de toda
a parte organica em uma Unica etapa entre 150 e 270 °C, enquanto que pela curva
DTA é possivel observar um evento endotérmico em torno de 170 °C que pode ser
associado a fusdo do ligante, seguido outros eventos endotérmicos relacionados a
decomposicao.

Para os complexos foi observada uma intensa modificagdo nas curvas TG. A
primeira modificacéo foi 0 aumento da estabilidade térmica dos compostos em relagéo
ao ligante livre com a perda de massa associada a parte organica em temperaturas
superiores a 500 °C. Outra modificacdo foi o aparecimento de um evento de
decomposicdo a baixas temperaturas (<150 °C) para FeL, CoL e NiL, associado a
existéncia nesses compostos de moléculas de dgua de hidratagdo, como observado
em outros complexos de coordenacgdo. Além disso, todos os complexos apresentam
uma significativa quantidade de residuo ao final da analise o que corrobora a presenca
de metais nestes compostos. Nas curvas DTA dos complexos foi observado auséncia
do evento endotérmico associado a fusdo e varios eventos exotérmicos associados a

decomposicdo do complexo em multiplas etapas.
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Figura 15 - Curva TG para a 2-piridinoaldazina na faixa de 35 a 800°C, em atmosfera
de ar comprimido
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Legenda: Ti= temperatura inicial do evento; T+= temperatura inicial do evento; Am= varia¢gdo de massa no evento.
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
Figura 16 - Curva TG para o complexo FeL na faixa de 35 a 800°C, em atmosfera de

ar comprimido. Na parte inferior das figuras as perdas das massas foram atribuidas
a etapas de degradacéao térmica do complexo proposto apds 0s ensaios quimicos
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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Figura 17- Curvas TG para os complexos CoL e NiL na faixa de 35 a 800°C, em
atmosfera de ar comprimido. Na parte inferior das figuras as perdas das massas
foram atribuidas a etapas de degradacao térmica do complexo proposto apos 0s
ensaios quimicos anteriores
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).



Figura 18 - Curvas TG para os complexos CuL e ZnL na faixa de 35 a 800°C, em

atmosfera de ar comprimido. Na parte inferior das figuras as perdas das massas

foram atribuidas a etapas de degradacao térmica do complexo proposto apos 0s
ensaios quimicos anteriores
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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Figura 19 - Curvas DTA para 2- piridinoaldazina e seus complexos de Fe(ll), Co(ll),
Ni(Il), Cu(ll) e Zn(ll) na faixa de 35 a 400°C, em atmosfera de ar comprimido
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Figura 20 - Curvas DTA para 2- piridinoaldazina e seus complexos de Fe(ll), Co(ll),
Ni(Il), Cu(ll) e Zn(ll) na faixa de 400 a 800°C, em atmosfera de ar comprimido
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).



37

4.1.5 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Esta técnica permite identificar a estrutura de compostos quimicos, por meio
de alguns efeitos que sdo manifestados por alguns &tomos, como o H! e C!3, quando
submetidos a presenca de um forte campo magnético externo. Esses atomos
previamente alinhados ao campo magnético externo podem ser perturbados utilizando
um pulso de radiofrequéncia e durante a relaxacdo desse nucleo é possivel obter
informacdes sobre o ambiente quimico no qual o mesmo esta submetido. Essa
informacdo € registrada e tratada e um gréfico que mostra as frequéncias
caracteristicas de absor¢céo de energia e suas intensidades para uma amostra em um
campo magnético é gerado (SOLOMONS; FRYHLE; SNYDER, 2018). Portanto, ela
pode ser aplicada neste caso para observar que tipo de alteracdo pode ter ocorrido
na estrutura do ligante com a coordenacéao.

A maioria dos complexos preparados tem metais com elétrons
desemparelhados, o que pode ser um desafio durante a aquisicdo dos dados dos
espectros de RMN, por ndo apresentarem um espectro de facil entendimento. Deste
modo, optou-se por obter os espectros de 'H RMN apenas do ligante e do complexo
ZnL. Na figura 21 estdo apresentados os espectros de RMN de 'H dos dois compostos
utilizados nesta analise.

No espectro de RMN de 'H da 2-piridinaldazina foi observado apenas um unico
sinal para cada hidrogénio da molécula, o que demonstra a existéncia de uma simetria
em relacdo a ligagcdo N-N. Com a coordenacdo ao Zn foi observado que, além do
deslocamento desses sinais, ocorreu 0 aparecimento de novos que comprovam que
com a complexagéo ao metal, demonstrando que os carbonos iminicos encontram-se
em ambientes quimicos diferentes para os hidrogénios que antes eram idénticos no

ligante livre.
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Figura 21 - Espectros de RMN de 'H (60 MHz) para a 2-piridinaldazina (L) e seu
complexo de Zn(ll) (ZnL), em DMSO-ds
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Com base nos dados reunidos a partir da caracterizacdo foi proposto que os
compostos CuL, NiL, CoL e ZnL apresentam estruturas quimicas mais proximas entre
si (ver figura 22). Além disso, essas propostas estdo de acordo com os dados obtidos
por Smith (1975) para o complexo da 2-piridinoldazina com Zn(ll). No entanto, FeL
(figura 23) apresenta uma estrutura diferente em relacdo a esses compostos, o que
corrobora as alteragdes observadas principalmente nos espectros de infravermelho e

dados de analise térmica.
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Figura 22 - Estruturas propostas para os complexos obtidos de Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e
Zn(I) com 2-piridinaldazina (L)
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Figura 23 - Estruturas propostas para o complexo de Fe (Il) obtido com a 2-
piridinaldazina

AN 2H,0
/

(FelL)
Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
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4.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Como observado na figura 24, apenas o0s pocos contendo o FelL nas
concentracbes 1 mM e 0,5 mM ndo apresentaram crescimento fungico, sendo o Unico
composto a exibir atividade contra o Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763. A

concentracao inibitéria minima obtida foi de 0,5 mM.

Figura 24 - Exemplo de resultado obtido para os compostos durante o experimento
de microdiluicdo em série contra cepas de Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Apesar de carecer de novos estudos, uma tese para atividade antifangica do
complexo FelL pode ser devido a esse metal estar presente na parte no anel Heme do
citocromo P-450, que converte o lanosterol em ergosterol, que é o principal esterol
encontrado na membrana celular (CUTRIM, 2020). Além disso, este metal € um
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nutriente importante para desenvolvimento e crescimento fangico (SILVA, 1978).
Esses fatores podem ter favorecido a entrada do complexo nas células fungicas para

que ele exercesse o seu efeito citotoxico.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi sintetizado a 2-piridinoaldazina como ligante e depois ela foi
complexada com os metais Fe(ll), Co(ll), Ni(ll), Cu(ll) e Zn(ll). Tanto a reacdo do
ligante quanto os complexos mostraram bons rendimentos e a caracterizacao
apresentou que apesar de ter ocorrido a complexacao ela ndo seguiu a ideia inicial,
pois era esperado a formacdo de compostos do tipo 2:1 metal:ligante de modo
bidentado ligando dois metais, Unico complexo que se formou de acordo com essa
proposta foi o complexo de Fe(ll). Nos outros compostos, o ligante se complexou de
forma tridentada a um Unico metal, seguindo uma estequiometria do tipo 1:1 (M:L).
Isto ressalta a dificuldade de controlar a coordenagdo das aldazinas, principalmente
no caso em que atuam como ligantes polidentados.

Somente o complexo de Fe(ll) apresentou atividade, no entanto essa atividade
€ inerente do complexo visto que o ligante puro e nenhum outro composto demonstrou
atividade antifingica em nenhuma das concentracdes testadas. A atividade
demonstrada por FelL pode ser devido ao tipo de estrutura que ele adotou, pois foi 0
anico complexo que foi dinuclear com coordenacgédo bidentada em cada atomo do
metal. Contudo, novos estudos sdo necessarios para avaliarmos corretamente o

comportamento antifingico destes compostos.
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