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Resumo

A rimantadina (C19H;N - rtd) € um agente antiviral, que inibe especificamente a
replicacao do virus influenza tipo A. A presenga do grupo -NHs confere a ela uma
habilidade em se coordenar a diferentes ions metdlicos. Neste trabalho foram sinte-
tizado 3 novos complexos metdlicos de Au(I), Ag(I) e Pd(I) com rimantadina. Os
complexos foram preparados pela reacdo de solucdes aquosas ou alcodlicas da ri-
mantadina com os respectivos sais de Au(I), Ag(I) e Pd(II). Os compostos foram
caracterizados por um conjunto de andlises quimicas e espectroscopicas, bem como
através de cdlculos de Density Functional Theory (DFT). Os espectros no infraver-
melho (IV) e de ressonancia magnética nuclear (RMN) da rtd livre e dos complexos
indicaram a coordenac¢do da rtd aos ions metalicos através do atomo de nitrogénio
do grupo NHs. Os compostos foram andlisados quanto as suas atividades bioldgicas
antibacteriana sobre cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Os re-
sultados mostraram que os complexos de Au(l) e Ag(I) sdo ativos sobre cepas de

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa € Escherichia coli.
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Abstract

Rimantadine (CoH2N - rtd) is a antiviral agent which inhibit specifically the
replication of the virus influenza A. The presence of group -NHs confers the abi-
lity to coordinate with different metal ions. In this work 3 novel metal complexes
of Au(l), Ag(I) e Pd(Il) with rimantadine were synthesized. The complexes were
prepared by the reaction of aqueous or alcoholic solutions of rimantadine with the
respective salts of Au(I), Ag(I) e Pd(II). The compounds were characterized by a set
of chemical and spectroscopic analyses, also by Density Functional Theory (DFT)
studies. The infrared (IR) spectra and nuclear magnetic resonance (NMR) of the free
rtd and of the compounds indicate the coordination of rtd to metallic ions through the
nitrogen atom of group NH,. The compounds were analyzed concerning their anti-
bacterial activities against Gram-positive and Gram-negative bacterial strains. The
results showed that the Au(I) and Ag(I) complexes are active against Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli strains.
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Capitulo 1

Introducao

1.1 Quimica Medicinal e Quimica Bioinorganica

A Quimica Medicinal, segundo defini¢do da International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC), é um ramo da ciéncia que congrega a quimica e as
ciéncias médicas e farmaceéuticas, € tem como objetivos a descoberta, a identificacao
e/ou o preparo de compostos biologicamente ativos, bem como o estudo de seus me-
tabolismos, interpretacao de seus modos de acao molecular, e as relacoes atividade-
estrutura.’

No contexto da Quimica Medicinal, uma area importante que se encontra na in-
terface da Quimica Inorganica e a Biologia é a Quimica Bioinorganica.> Numero-
SOs processos vitais, tais como respiragdo celular, contracoes musculares, metabo-
lismo e protec@o contra agentes toxicos e mutagénicos requerem a presenca de ions
metdlicos. Embora a biologia esteja mais fortemente associada a quimica organica,
elementos inorganicos desempenham papéis fundamentais em processos bioldgicos,
3

como por exemplo nas metaloenzimas.

Além da importancia biologica dos metais nos seres vivos, ha relatos de que com-
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postos inorganicos tém sido usados na medicina hd milénios. Os egipcios utiliza-
vam o cobre para esterilizar a 4gua ha 3000 anos a.C. e, na mesma época, arabes e
chineses utilizavam ouro no tratamento de diversas enfermidades* mas somente de
maneira empirica, sem nenhum entendimento dos principios bésicos de seus meca-

nismos de acdo.’

Atualmente, a histdria e os conceitos basicos da Quimica Bioi-
norganica tém sido amplamente revisados. Como consequéncia, surge a possibili-
dade de criagdo de novos agentes terap€uticos para o tratamento e diagnostico de

doencas.?

1.2 Complexos Metalicos em Medicina

A Quimica Bioinorganica lida atualmente com o estudo de ions metélicos e seus
complexos em sistemas bioldgicos, expandindo novos horizontes na pesquisa ci-
entifica de compostos de coordenagio.® Michele Peyrone (1813-1883) foi o primeiro
a preparar a cisplatina ou cis-diamindicloroplatina(Il), cis-[PtCly(NH3)o]. Logo em
seguida, o quimico Alfred Werner (1866-1919) desempenhou um papel central a res-
peito da elucidagdo do isomerismo em complexos inorganicos, incluindo os isdmeros
do [PtCl5(NHj3)2] 0 que lhe rendeu o prémio Nobel. Somente em 1965, no entanto
Barnett Rosenberg relatou a atividade citostatica e as propriedades antitumorais da
cisplatina, impulsionando assim a busca por novos complexos metélicos de platina
no tratamento do cancer.’

Nos ultimos 40 anos houve um interesse crescente pela quimica de complexos

metdlicos com atividades bioldgicas, com destaque para o estudo de complexos de

platina com atividade antitumoral, complexos de ouro no tratamento de artrite € com-
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plexos de prata com acdo antimicrobiana.® Incluem-se também os estudos de sintese
e aplicacdo de complexos de vanadio no tratamento do diabetes,” complexos de ferro

110

no tratamento da hipertensao arterial’” e complexo de tecnécio e gadolinio como

agentes de contraste para imageamento por ressonancia magnética.!!-12

A cisplatina é, atualmente, um dos compostos mais utilizados na terapia contra
o cancer. Seu uso clinico, no entanto, € limitado devido aos seus efeitos colaterais,
tais como neuro-, hepato- e nefrotoxicidade.!> Um problema frequentemente asso-
ciado aos farmacos de platina € a alta toxicidade sistémica inerente ou a resisténcia
adquirida. Esses problemas também t€m estimulado o desenvolvimento de alternati-
vas baseadas em diferentes metais e diferentes ligantes,13 tendo como consequéncia
a obtencao de novos agentes com diferentes propriedades farmacoldgicas e, princi-
palmente, com toxicidade reduzida.'*'> Na tabela 1.1 sdo apresentados alguns dos

farmacos utilizados no diagndstico e no tratamento de doencgas contendo metais.

Tabela 1.1: Alguns complexos metalicos utilizados na clinica médica.

Compostos | Funcio | Metal
Dermazine® | Tratamento de infec¢des e queimaduras | prata
Cisplatina Tratamento de tumores solidos platina
Sanocrisina Tratamento da tuberculose ouro
Ridaura® Tratamento de artrite reumatéide ouro
Miocrisina Tratamento de artrite reumatéide ouro
Foznol® Insuficiéncia cronica renal lantanio
Nipride® Hipotensivo sodio

Dentre os diversos compostos inorganicos que sao usados na Medicina, pode-
mos citar a auranofina, contendo Au(I), utilizada no tratamento de artrite reumatdide
como visto na Figura 1.1(a), a miocrisina (b), a oxaliplatina (c), a sulfadiazina de

prata (d) utilizados no uso contra infec¢des em queimaduras, a cisplatina (e) e solgo-
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Figura 1.1: Complexos metdlicos: auranofina (a), miocrisina (b), oxaliplatina (c), sulfadiazina de prata (d),
cisplatina (e) e solgonal (f), usados no tratamento de artrite reumatdide, queimaduras e cancer.

Contudo, muitos candidatos a farmacos fracassam nos testes clinicos devido as
suas caracteristicas farmacocinéticas, resultando na incapacidade do farmaco em
atingir seu alvo bioldgico in vivo. Vale ressaltar que a atividade farmacoldgica dos
complexos ndo depende somente do ion metdlico que, na maioria das vezes, € a
caracteristica chave do seu mecanismo de ag§0,15 mas também da estrutura dos li-

gantes.’

1.2.1 Ouro(I): perfil farmacologico e usos clinicos

O uso de compostos a base de ouro como agente antibacteriano € reportado
desde a Idade Média. O uso de compostos de ouro com atividade farmacoldgica
iniciou-se em 1890 quando Robert Koch (1843-1910) descobriu os efeitos bacteri-

ostaticos do [Au(CN)s] ™, o qual inibia o crescimento do Mycobacterium tuberculo-
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sis in vitro.%'%17 Depois que Koch identificou a bactéria causadora da tuberculose,
0 objetivo passou a ser encontrar um medicamento que fosse eficiente contra tal
patégeno.'®

Koch mostrou que o dicianoaurato(I) de potassio possuia uma atividade promis-
sora em relacdo a todas as outras substancias testadas, sendo que ele retardava o
crescimento do bacilo da tuberculose, e também observou que o cianeto de ouro era
inativo in vivo, porém sua toxicidade estava associada ao cianeto.!”

A segunda fase da historia da terapia do ouro, mais duradoura que o tratamento
da tuberculose, iniciou-se em 1928, quando Jaques Forestier (1890-1978) comecou a
tratar a artrite reumatéide.!” O estudo de complexos de ouro(I) tem-se focado princi-
palmente sobre atividades antiartriticas e antitumorais,'® sendo que alguns compos-
tos ja sdo bem conhecidos.?’ Na verdade, a introdugio de compostos de ouro para
o tratamento de artrite reumatdide foi baseada nas suas atividades antibacterianas,
em que presumiu-se que as bactérias eram responsaveis por essa condigdo.'® Além
do tratamento da artrite reumatoide, tais compostos tém sido estudados para o trata-
mento do cancer, da asma bronquica e da malaria. Mais recentemente, 0s compostos
de ouro passaram a ser considerados como candidatos a farmacos para o tratamento
da AIDS.?!

Nos altimos dez anos, inimeros complexos de ouro(I) foram sintetizados. Em
2012 Contel?? sintetizou oito complexos organometalicos de ouro dinucleares con-
tendo ligantes mesitila e fosfanos bidentados em ponte. De acordo com o autor,
esses complexos apresentaram atividade antibacteriana de moderada a alta apresen-
tando valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) entre 1 a 10 g mL ™! frente

as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, como também se mostraram poten-
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tes contra fungos. Em 2009 o mesmo autor? ja havia sintetizado 10 complexos de
ouro(I) do tipo [AuR(PPh3)]. A atividade antimicrobiana desses compostos foi ava-
liada sobre a levedura Saccharomyces cerevisiae, ¢ também sobre bactérias Gram-
negativas (E. coli e Salmonella tiphymurium) e bactérias Gram-positivas (Bacillus
cereus ¢ S. aureus). Os resultados mostraram uma atividade antibacteriana de mode-
rada a alta dos complexos.

Em 2004 Ozdemir®* sintetizou seis novos complexos de ouro(I) com o ligante
1,3-organo- imidazol-2-ilideno (NHC) do tipo [Au(NHC),]". O interessante deste
trabalho € que derivados de p-metdxibenzil inibiram o crescimento de P. aeruginosa,
S. epidermidis, S. aureus e Enterococcus faecalis sendo os valores de CIM de 3,12 ug
mL™!, 6,25 ugmL™!, 3,12 ug mL~! e 3,12ug mL ™!, respectivamente. Em contraste,
os anédlogos p-dimetilaminobenzil sdo efetivos somente sobre E. coli (CIM = 3,12 ug
mL ).

Mais recentemente, nosso grupo de pesquisa descreveu a sintese, a caracterizagao
e os ensaios antibacterianos de novos complexos de ouro(I) com aminoacidos e de-
rivados. Em 2010 um complexo de ouro(I) com N-acetil-L-cisteina, denominado
Au(I)-NAC,? demonstrou-se ativo frente a microrganismos Gram-negativos (E. coli)
e Gram-positivos (S. aureus). Em 2011, outro novo complexo de ouro(I) foi sinte-
tizado com 2-mercaptotiazolina (Au-MTZ).2° O composto se mostrou efetivo sobre
células bacterianas Gram-positivas (S. aureus) e Gram-negativas (E.coli e P. aerugi-
nosa). No mesmo ano, Fiori?’ sintetizou o primeiro complexo de ouro(I) com ibu-
profeno, Au(I)-ibuprofeno. Andlises quimicas levaram a composi¢ao molar de 1:1
metal:ligante, e esse composto apresentou atividade antibacteriana principalmente

contra P. aeruginosa.
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1.2.2 Prata(I): perfil farmacolégico e usos clinicos

H4 séculos € reconhecida a atividade antibacteriana da prata e de seus compostos,
bem como seus usos em medicina.?® Esse metal é ativo em baixas concentracdes
e também possui uma baixa toxicidade em relaciio a outros metais como Pt e Au.®
Relatos do uso de nitrato de prata na prevenc¢ao de infeccoes em queimaduras graves
surgiram por volta do ano de 1840. Em 1869 relatou-se que a agua estocada em
vasos de prata prevenia o crescimento de fungos da espécie Aspergillus niger.>’

No entanto, mesmo com a efici€ncia comprovada por anos do uso da prata como
quimioterdpico antimicrobiano, em 1940 a introdugdo da penicilina reduziu drasti-
camente o uso dos compostos de prata.’® As pesquisas sobre complexos de prata
ressurgiram com Moyer em 1960, o qual introduziu o uso de uma solucao 0,5% de
nitrato de prata no tratamento de queimaduras. Desde entdo os compostos de prata
comegaram a ser novamente considerados.?!

Como resultado destas pesquisas foi obtida a sulfadiazina de prata, ou Silvadene®,
a qual foi descrita por Fox e colaboradores como agente antibacteriano®” em 1967.
Devido a sua alta atividade antimicrobiana e ao seu baixo efeito téxico, a sulfadiazina
de prata tornou-se o principal medicamento usado em infec¢des de pele causadas por
queimaduras graves.’>33

Uma hipotese de acao dos compostos de prata sobre o organismo pode ser expli-
cada pela interacao direta entre o ion prata e o DNA celular ou ainda sua interagao
com a parede bacteriana.® Outra proposta sugere que um dos fatores principais sobre

as atividades antibacterianas e antifungicas dos complexos de prata é a natureza do

atomo coordenado a prata(I) e suas propriedades de ligagao, isto €, a facilidade com
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que ocorrem reagdes de substitui¢do do ligante.>* Por exemplo, tem-se especulado
que as ligagdes fracas Ag-O e Ag-N podem desempenhar um papel importante na
presenca de tais atividades, liberando o ion metélico lentamente em seu alvo celular
ou biolégico.% 3

Recentemente houve um aumento no nimero de grupos de pesquisa que exploram
a atividade antimicrobiana de novos compostos de prata. Por exemplo, Cavicchi-
oli e colaboradores descreveram a sintese e a caracterizacao de um novo complexo
de prata(I) com acesulfame (Ag-ace), o qual se mostrou ativo sobre M. tubercu-
losis.® Também, complexos com os aminodcidos N-acetil-L-cisteina (Ag-NAC),*°
L-butionina sulfoximina (Ag-BSO)*¢ e triptofano (Ag-TRP)?’ foram descritos na
literatura. Os complexos Ag-NAC e Ag-TRP mostraram a composicao de 1:1 me-
tal/ligante. Ambos mostraram boa atividade antibacteriana sobre cepas bacterianas
Gram-positivas (S. aureus) e Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa). O complexo
Ag-BSO, por outro lado, apresentou uma composicao 2:1 metal/ligante e apresen-
tou uma pronunciada atividade antibacteriana sobre diferentes cepas bacterianas pa-
togénicas, com valores de CIM = 3,125 g mL ™!,

Também, Paiva e colaboradores descreveram o primeiro complexo de prata com
o anti-inflamatério nimesulida (Ag-NMS).3! A coordenacdo do ligante ao fon Ag(I)
ocorre através dos dtomos de nitrogénio e oxigénio do grupo sulfonamida. Os en-
saios biologicos mostraram uma moderada atividade antibacteriana do complexo Ag-

NMS sobre cepas Gram-positivas € Gram-negativas.
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1.2.3 Paladio(Il): perfil farmacoldgico e usos clinicos

Desde a descoberta da importancia de compostos contendo platina no tratamento
contra o cancer, tem-se aumentado os relatos sobre o uso de outros metais, tais como
paladio e ouro para a mesma enfermidade. Complexos de platina e paladio possuem
uma ampla similaridade estrutural e atividades farmacoldgicas, tais como, antibac-
teriana, antitumoral e antituberculose. No entanto, compostos de palddio ainda nao
sdo usados na clinica médica.®

Apesar do uso bastante difundido da cisplatina, ainda existe espaco na pesquisa
com relacao a redugdo na toxicidade, aumento no espectro de acao, reducdao dos
efeitos colaterais e aumento na solubilidade. Entre os compostos com alguma poten-
cialidade para o tratamento clinico de doengas humanas,* os derivados de palddio
tém recebido uma atengio especial, principalmente como farmacos antitumorais.*’

Por analogia termodindmica e estrutural, o Pd(I) € um potencial candidato como
substituto a Pt(I1).** Estudos hidroliticos e ligacdes com o DNA dos complexos de
Pd(II) e Pt(II) com atividade antitumoral mostraram que complexos de paladio sdo ci-
neticamente mais labeis quando comparados com aqueles de platina, produzindo no-
vas espécies carregadas que interagem com o DNA, e também se ligam mais rapido
(10° vezes) do que os andlogos de compostos de platina.*!-+2

Nos ultimos anos nosso grupo de pesquisas sintetizou varios complexos de paladio
com diferentes ligantes, e avaliou suas atividades antitumorais e antibacterianas. Um
destaque especial foi dado aos complexos de Pd(I) com aminoédcidos. O complexo

de Pd(II) com sulféxido de metionina (Pd(II)-metSO),* apresentou uma baixa ativi-

dade citotoxica sobre a viabilidade das células Hel a, in vitro. Os dados mostraram
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que depois da incubagdo por 48 horas o complexo causou somente 20% de morte
celular em uma concentracdo de 200 ymol L~!. O complexo de Pd(I) com S-alil-
L-cisteina (Pd-SAC)** e o complexo de Pd(Il) com L-alliina (Pd-ali),*® também
foram estudados. No primeiro complexo, a coordenagao do ligante ocorreu através
dos atomos de nitrogénio e enxofre ao passo que no segundo a coordenag¢ao ocorreu
através dos atomos de nitrogénio e oxigénio, ambas em uma geometria quadrado
planar. Tais complexos foram testados sobre células HeLLa. O complexo Pd-SAC
apresentou atividade sobre células HeLa em uma concentraciio de 400 mmol L~! en-
quanto que a atividade do complexo Pd-ali mostrou-se pronunciada com um ICs, de
~20 pmol L™, sendo comparavel com o valor de ICsq da cisplatina de 15,14 pzmol

L~! sobre a mesma linhagem celular.

1.3 Ligantes N-doadores e a rimantadina

Embora alguns complexos metalicos apresentem atividades bioldgicas maiores

8 0 sucesso dos metalofarmacos esta

do que aqueles apresentados pelo ligante livre,’
intimamente ligado com a prépria escolha do ligante, pois esses desempenham um
papel fundamental na modificacdo da reatividade de tais complexos metdlicos.*! Os
grupos N-H dos ligantes podem ser responsaveis também pela formagao das ligacoes
de hidrogénio e na aproximacdo dos complexos desses alvos bioldgicos.***

Os diamantoéides sao conhecidos ha cerca de 100 anos. Sdo estruturas formadas
por atomos de carbono em uma configuracao saturada, podendo ser denominados

de “diamantes moleculares”.*® O adamantano (CyoH;j¢) foi o primeiro diamantoide

isolado a partir do petroleo. Seus derivados (diamantanos, triamantanos € outros)
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foram sintetizados e apresentaram propriedades fisicas e quimicas incomuns, tais
como elevada estabilidade térmica.*’

Recentemente, os adamantanos receberam uma atengdo especial, desde a sua
separagao em diferentes formas e tamanhos. Consequentemente, permitiu-se a pes-
quisa em vérias aplicacdes, tais como sensores quimicos e biomarcadores.”® Os
derivados do adamantano tém-se mostrado como uma promessa nas aplicagoes far-
maceéuticas, como mondmeros para sinteses de polimeros de alta temperatura, den-
tre outras.* As aplica¢cdes farmacéuticas dos diamantdides cresceram muito desde

a funcionalizacdo do adamantano com grupos amino, 0 que permitiu a sintese de

moléculas que podem ser usadas no tratamento de doengas tais como a influenza tipo

51,52 3

A, a depressdo, o mal de Parkinson e a maldria.’

A funcionalizac@o do adamantano com o grupo amino (NHy) levou a formacao da
amantadina (C;oH;7N)*° e a funcionalizacdo com o grupo etanoamino (-CHCH3;NH,)
levou a formacao da rimantadina (C12Hs1N). Esses foram os primeiros compostos
sintéticos capazes de inibir a replicaciio do virus da gripe.”* A segunda e a terceira
moléculas apresentadas na Figura 1.2 atuam especificamente sobre o virus da influ-

enza tipo A, se ligando aos canais de préton do capsideo viral, bloqueando a entrada

de fons H", a qual é uma etapa fundamental na replicacdo do virus.>
H,CZ NH,
NH,
adamantano amantadina rimantadina

Figura 1.2: Estruturas do adamantano e de seus dois derivados funcionalizados, amantadina e rimantadina.

Laboratério de Quimica Bioinorgdnica e Medicinal — IQ Unicamp 11



CAPITULO 1. INTRODUCAO Suelen Ferreira Sucena

A gripe continua sendo um problema grave de saide em todo mundo causando
mortes em jovens e idosos, sendo a vacinacdo o primeiro meio para a prevencao
contra infec¢des da gripe. Além disso, atualmente, duas classes de fairmacos estao
disponiveis para o seu tratamento e profilaxia: os derivados dos adamantanos (aman-
tadina e rimantadina) e os inibidores da neuraminidase (NA), (zanamivir e oseltami-
vir).>> Atualmente existem mecanismos de inibicdo do canal M2 através da aman-
tadina e rimantadina, sendo que o mais cldssico € a obstru¢do do canal i0nico da
proteina M2 pelo farmaco. Essa obstrucao impede a replicacao do virus, que ocorre
no inicio entre a penetragio e o desnudamento do virus.”®

Os derivados dos adamantanos inibem especificamente a propagacao da influenza
tipo A. Esses compostos, na sua forma protonada sdo responsaveis por “bloquear ou
ocluir” o canal idnico M2 da proteina viral, o que impede que o virus de funda com
a membrana do endossomo da cé€lula para a liberagao dos seus RNAs gendmicos vi-
rais para o citoplasma da célula.’>>>"° O primeiro composto sintético apresentado
por inibir a replicacdo do virus influenza tipo A foi a amantadina.>* Esse composto
¢ também muito efetivo no tratamento da doenca de Parkinson. Embora essa dltima
atividade seja menos conhecida, ela também esté relacionada com a capacidade do
farmaco em bloquear a transmissdo neuromuscular.’> Outras aplicacdes importan-
tes desse agente vém sendo estudadas, variando desde infec¢des virais, como por
exemplo herpes, até depressdo e dependéncia de cocaina, além de uma atividade
antimaldrica, que foi recentemente proposta por Evans.”?

Neste trabalho, sdo apresentados os mais recentes resultados da sintese e caracte-

rizacdo de complexos de Au(l), Ag(I) e Pd(Il) com rimantadina, um farmaco que

possui um grupo etanoamino capaz de se ligar a centros metalicos através do atomo
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de nitrogénio. Considerando que a incidéncia de doencas resistentes aos antibidticos
¢ atualmente um dos grandes problemas de saude publica, os compostos de ouro(I),
prata(I) e paladio(IT) foram obtidos e avaliados quanto as suas atividades antibacte-

rianas sobre cepas Gram-positivas ¢ Gram-negativas.
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Capitulo 2
Objetivos

O presente trabalho teve como objetivos sintetizar € caracterizar quimica e es-
pectroscopicamente complexos metalicos de Au(I), Ag(I) e Pd(II) com rimantadina,
bem como estudar suas atividades antibacterianas sobre microrganismos patogenicos

Gram-positivos e Gram-negativos.

2.1 Objetivos especificos

e Sintetizar os complexos de Au(I), Ag(I) e Pd(IT) com rimantadina;

e Definir valores de pH ideais, concentragdes, temperatura, tempo de reacao e
propor¢do metal-ligante;

e Realizar a caracterizacao dos complexos obtidos através de técnicas instrumen-
tais, tais como andlise elementar, andlise termogravimétrica (TG), espectroscopia
eletronica de absor¢do na regido do ultra-violeta visivel (UV-Vis), espectroscopia
vibracional de absor¢do na regiao do infravermelho (IV) e espectroscopia de res-
sonincia magnética nuclear (RMN) de 'H, 13C e 1°N;

e Utilizar métodos computacionais para predizer e otimizar as estruturas mais
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provaveis dos complexos sintetizados.

e Avaliar a atividade antibacteriana dos complexos, em solugdes alcodlicas e
aquosas, em dilui¢des seriadas, sobre bactérias Gram-positivas, como S. aureus e
Gram-negativas, como E. coli e P. aeruginosa e quantificar suas atividades através

da determinacado dos valores de CIM.
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Capitulo 3

Parte experimental

3.1 Reagentes

Tabela 3.1: Reagentes

Reagentes | Marca | Pureza
Cloridrato de rimantadina Aldrich 99.0%
Dicianoaurato(I) de potassio Aldrich 98,0%
Nitrato de prata Aldrich 99,0%
Tetracloropaladato(II) de litio hidratado | Aldrich -
Hidréxido de potassio Aldrich 98,0%
Hidroxido de sédio Merck -
Cloreto de sodio Nuclear -
Carbonato de sédio anidro Merck -
Hexano

Acetona Synth 99,5%
Acetonitrila Synth 99.5%
Metanol Synth 99,8%
Etanol Synth 99.,5%
Dimetilsulféxido Synth 99.9%
Cloroférmio Synth 99.8%
Diclorometano Synth 99.5%
Acido cloridrico Synth 35,5 -38,0%
Acido nitrico Synth 65,0%
Rifampicina \ Aldrich \ p.a
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3.2 Isolamento da rimantadina

A fim de sintetizar o complexo de prata com rtd, foi necessario primeiramente
eliminar o ion cloreto presente no cloridrato de rimantadina (rtd-HCl), o qual pode-
ria interferir na formagao do complexo. Para isso, 1,0 x 10~2 mol de rtd-HCI1 foi
dissolvido em 12 mL de dgua destilada e essa solucao foi tratada com 8,0 mL de
uma solucdo aquosa com 5% de hidroxido de s6dio (NaOH) e 1,5 g de cloreto de
sodio (NaCl). Essa mistura foi submetida a extragdo com 8,0 mL de diclorome-
tano, CHyCls, seguida por mais 3 extracdes com 5,0 mL de CHyCls. Secou-se a
fracdo organica com carbonato de sodio anidro (Na;CO3) e o solvente foi removido

por rotaevaporacio,®

resultando em 0,0797 g de rtd livre na forma de um o6leo leve-
mente amarelado. A rtd foi solavel somente em acetona e cloroformio. O rendimento

obtido nessa etapa foi de 45%.

3.3 Sintese dos complexos metalicos

3.3.1 Complexo Au(I)-rtd

O complexo [Au(CN)(Ci5H29;N)], ou Au-rtd, foi sintetizado pela reacao de 5,0
mL uma soluciio aquosa contendo 4,6 x 10~ mol de rtd-HCI com uma solucio
aquosa (3,0 mL) contendo 4,6 x10~* mol de dicianoaurato(I) de potdssio, mantida
sob agitacdo constante e a temperatura ambiente. Embora o meio reacional estivesse
acido, gotejou-se aproximadamente 2,0 mL de uma solucado de acido cloridrico 1:1
a fim de garantir a saida do ion cianeto presente no sal de partida, e a coordenagao

da rtd ao metal. Apds 30 minutos de agitagdo, obteve-se um precipitado branco o

Laboratério de Quimica Bioinorgdnica e Medicinal — IQ Unicamp 18



CAPITULO 3. PARTE EXPERIMENTAL Suelen Ferreira Sucena

qual foi separado por filtragcdo, lavado com 4gua destilada e seco em dessecador sob
P,O19. A composi¢ao proposta para o complexo foi [Au(CN)(Ci2Hs;N)]. Os valores
calculados para esta composi¢ao foram: %C: 38,8; %H: 5,26. Os valores encontra-
dos foram: %C: 39,2; %H: 4,57. Estes valores sugere a formula molecular proposta.

O rendimento obtido nessa sintese foi de 64%.

3.3.2 Complexo Ag(I)-rtd

Para a sintese do complexo de prata, utilizou-se o ligante isolado no procedimento
3.2. A uma suspensao aquosa da rtd livre adicionaram-se 3,0 mL de uma solucao de
4cido nitrico, HNO;3 2,5 x1073 mol L™!. A solucfo foi mantida por agita¢io por
I hora a temperatura ambiente. Em seguida, 2 mL de uma solucdo aquosa con-
tendo 2,5 x10~3 mol de AgNO; foram adicionados a solugio da rtd a qual foi man-
tida em agitacdo por mais 1 hora. Em seguida, ajustou-se o pH para 7,0 com uma
solugiio aquosa contendo 0,44 mol L™! de hidréxido de potdssio, KOH. Um preci-
pitado cinza claro foi formado, o qual foi separado por filtragdao, lavado com agua
destilada e seco em dessecador sob P;O;y. A composi¢do proposta para o com-
plexo foi [Ag(rtd): ]NO3-HO. Os valores calculados da anélise elementar para essa
composi¢ao, foram: %C: 52,74; %H: 8,12; %N: 7,69. Os valores encontrados fo-
ram: %C: 50,1; %H: 7,26; %N: 7,56. Estes resultados sugerem a formula molecular

proposta. O rendimento nessa sintese foi de 72%.

3.3.3 Complexo Pd(II)-rtd

A sintese do complexo de palddio(Il) foi realizada da seguinte forma: a 5 mL de

uma solucdo metanolica contendo 5,0 x10~* mol de rtd-HC], adicionaram-se 2,0 mL
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de uma solugdo metandlica contendo 1,0 x10~% mol de KOH. Deixou-se em agita¢io
por 1 hora a uma temperatura controlada entre 45 - 50 °C. Apds essa etapa, 3,0 mL
de uma solucdo metandlica contendo 2,5 x10~* mol do sal de partida Lis[PdCl,]
foram adicionados a solu¢ao do ligante e deixou-se por mais 1 hora em agitacao
constante. Houve a formacao de um solido levemente amarelado, o qual foi sepa-
rado por filtracdo e lavado com 4gua destilada e seco em dessecador sob P;Oy. A
composi¢cdo proposta para o complexo foi [PdCly(rtd)s]. Os valores calculados da
analise elementar para essa composicao, foram: %C: 53,8; %H: 7,89; %N: 5,23. Os
valores encontrados na analise elementar foram: %C: 53,8; %H: 7,37; %N: 5,23.
Esses resultados sugerem a formula molecular proposta. O rendimento dessa reacao

fo1 de 43%.

3.4 Caracterizacao - Técnicas utilizadas e equipamentos

3.4.1 Analise Elementar

As analises de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram realizadas usando-se o

analisador CHNS PerkinElmer 2400.

3.4.2 Analise termogravimétrica - TG

As andlises termogravimétricas (TG) foram obtidas no moédulo de andlise si-
multanea TGA/DTA utilizando-se o equipamento SEIKO EXSTAR 6000, com as
seguintes condicdes experimentais: ar sintético, razdo de fluxo de 50 cm?® min~!,

com taxa de aquecimento de 10 °C min~! de 25 °C a 900 °C.
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3.4.3 Difratometria de raios X pelo método de po

Com o tratamento térmico, o residuo de ouro foi analisado no difratometro Shi-
madzu XRD-7000 operando com radiagdo CuKa (A = 1,5406 A) com monocroma-
dor de grafite a 40 kV e 30 mA, em temperatura ambiente. A amostra foi analisada

variando de 26 a partir de 25° a 80°.

3.4.4 Espectroscopia eletronica de absorcao na regiao do ultravioleta-visivel -

UV-Vis

Os espectros de absor¢do na regiao do UV-Vis foram registrados no espectrometro
Cary 50 probe Varian/Agilent, na regido de 190 a 1100 nm. Os compostos foram
dissolvidos em metanol e cloroféormio. As medidas foram realizadas utilizando-se

cubetas de quartzo com 1,00 cm de caminho 6ptico.

3.4.5 Espectroscopia de absorcao na regiao do Infravermelho - IV

Os espectros de absorcao na regido do IV foram registrados no espectrometro
ABB Bomen MB Series FT-IR, na regido de 4000 - 400 cm™?!, com resolucdo de 4

cm~!. As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr.

3.4.6 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear - RMIN

Os espectros de RMN de 'H de '*C em solugio foram obtidos a 303 K em um es-
pectrometro AVANCE II 400 MHz, utilizando tubos de 5 mm de diametro. Os valo-
res dos deslocamentos quimicos foram referenciados a partir dos valores de desloca-

mento quimico de 'H e '3C do tetrametilssilano (TMS). Os deslocamentos quimicos
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dos atomos de nitrogénio da rtd e dos complexos foram indiretamente detectados
através do experimento de acoplamento a multiplas ligacdes "H—1°N (heteronuclear
[*H-YN] multiple bond coherence, HMBC) no mesmo espectrometro. As amostras
foram dissolvidas em solventes deuterados (0,75 mL) de acordo com a solubilidade

de cada composto.

3.4.7 Calculos tedricos para otimizacao de geometria

Os célculos de otimizacao de geometria foram realizados usando software GA-
MESS com um critério de convergéncia de 10~* a.u. em um algoritmo de gradiente
conjugado. O potencial de caroco efetivo (ECP) LANL2DZ foi usado para os metais
de transi¢cdo e o conjunto de bases atbmicas 6-31G(d) para todos os outros atomos.
Os célculos de teoria do funcional de densidade (DFT) foram realizados usando o
funcional B3LYP com 10~° a.u. como critério de convergéncia para mudanca de den-
sidade. Os espectros calculados no IV para os complexos foram obtidos no mesmo

nivel de teoria.?’

A fim de compensar a negligéncia da correlagao de elétrons, foi
introduzido um fator de escala de 0,9614.! As estruturas obtidas foram confirmadas
com um minimo na superficie de energia potencial (SEP), com cdlculos de Hessia-

nas, nao apresentando frequéncias imaginarias.

3.4.8 Determinacao da concentracao inibitéria minima - CIM

Para os ensaios de determina¢do das CIM dos complexos rtd-HCI, Au-rtd e Ag-rtd
foram selecionadas seis cepas bacterianas, sendo trés Gram-negativas (E. coli ATCC
25922, P. aeruginosa ATCC 27853, P. aeruginosa 31NM) e trés Gram-positivas (S.
aureus ATCC 25923, S. aureus BEC9393 e S. aureus Rib 1). Solugdes estoque (10,0
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mg mL~!) de cada um dos complexos foram preparadas utilizando dimetilsulféxido
(DMSO) como solvente. Os ensaios foram realizados conforme descrito por CLSI.5?
As bactérias foram cultivadas em caldo Mueller-Hinton a 37 °C por 18 horas. A par-
tir desse cultivo, as bactérias foram diluidas, no mesmo meio, até atingirem a escala
turbidimétrica 1 de MacFarland ( 3x10® UFC/mL). A partir da solugdo estoque, 0s
complexos foram submetidos a sete dilui¢des seriadas (1:1) em DMSO. Em uma mi-
croplaca de 96 pocos foram adicionados 50 pL. da suspensdo bacteriana na escala
I de MacFarland e 50 pL. de cada uma das sete dilui¢cdes seriadas dos complexos
em cada pogo, para um volume final de 100 puL/poco, o que levou a dilui¢do das
suspensdes bacterianas para a escala 0,5 de MacFarland ( 1,5x10% UFC/mL). Como
controle positivo, foi utilizado o antibidtico rifampicina nas sete dilui¢des seriadas,
como descrito para os complexos metalicos. A microplaca foi incubada a 37 °C
por 18 horas e andlise da CIM foi realizada mediante leitura de absorbancia em um

espectrometro Tecan Infinite M200 Pro em 595 nm.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao

4.1 Caracterizacao do cloridrato de rimantadina (rtd-HCI) e ri-

mantadina livre (rtd)

4.1.1 Espectroscopia no IV do rtd-HCI e da rtd livre e estudos por DFT

Tanto a rtd livre quanto seu cloridrato foram avaliados por espectroscopia vibraci-
onal no IV. Os espectros com suas respectivas bandas atribuidas podem ser vistos na
Figura 4.1. Numa primeira andlise, nota-se que o grupo amino da rtd livre apresenta

1 as quais podem ser

duas bandas na regidao de alta energia, em 3370 e 3300 cm™
atribuidas aos estiramentos assimétrico v,,(NHs) e simétrico v4(NHs) do grupo eta-
noamino, respectivamente. Ja no espectro no IV do rtd-HCI, os modos vibracionais
referentes ao grupo NHj sdo alargados e observa-se um ombro de baixa intensidade
variando de 3210 cm~! a 2800 cm~! que certamente coincidem com as bandas refe-
rentes aos grupos CH; e CH, entre 3000 e 2800 cm~!.%3

Além disso, observa-se no espectro do rtd-HCI uma banda de combinagéo (NH3)

préxima de 2010 cm™,%® a qual ndo estd presente no espectro da rtd livre. A
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protonag¢do de aminas € um fendmeno competitivo em relacdo a coordenacao. O
espectro no 1V da rtd livre garante que o procedimento de neutralizagdo empregado

foi eficiente, resultando no grupo -NHs livre e o consequente desaparecimento da

banda em 2010 cm™—!.

rtd

Transmitancia / u.a.

—
£
5]

5 (NH,)

v (NH,") + v (CH,) + v (CH,)

(2]
T

T
£

T
4000 3500

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

. -1
NUumero de onda / cm

Figura 4.1: Espectro de absor¢do na regidao do IV do rtd-HCI da rtd.

Por outro lado, o desaparecimento dessa banda do espectro no IV do rtd-HCI

pode ser explicado através do surgimento de uma banda de forte intensidade no es-

pectro no IV da rtd livre em 1728 cm~! correspondente a deformacgio angular as-

simétrica 6,;(NHs). Outra banda apresenta-se proxima de 815 cm~ !, sendo referente
a deformacao angular assimétrica fora do plano p,s(NH>) da rtd livre.

Sandorft em 1958 investigou a natureza da ligacao de hidrogénio em vérios hale-
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tos de hidrogénio de aminas e sais de amonio e mostrou que as ligacdes de hidrogénio
sdo do tipo N*-H---X~, o que explica perfeitamente o espectro do rtd-HC].6%64
Como descrito na literatura,®> quando grupos -NH, fazem ligagdes de hidrogénio, é
esperado um deslocamento para menores frequéncias como também um alargamento
na banda de estiramento simétrico (H-N-H),% assim como é observado no espectro
do rtd-HCI na Figura 4.1. Todas as bandas estdo resumidas na Tabela 4.1. A andlise
vibracional feita com base no espectro tedrico obtido para a rtd livre confirma a
atribuicao das bandas feita anteriormente.

Tabela 4.1: Atribuicdo dos modos vibracionais no infravermelho calculados para a rtd livre. Os valores de
ndmero de onda foram ajustados com o fator de escala 0,9614 sugerido por Scott.!

Modo vibracional | Calculado /cm™" | Experimental / cm™*
Vas(NHy) 3415 3366
vs(NHs) 3334 3298
Vqs(C-H) CHj3 3023 2925
v4(C-H) CHs 2978 2903
v(C-H) C* 2811 2848
0(H-N-H) 1603 1725
H(H-N-H) + p(H-C-H) 821 813

(*) refere-se ao carbono quiral do grupo etanoamino.

Foram realizadas investigacoes tedricas a respeito da estrutura da rtd livre, com
otimizagao da estrutura e simulacao de seu espectro vibracional, apresentado na Fi-
gura 4.2. A andlise dos dados do espectro no IV simulado para a rtd livre mostra uma
boa aproximagao com os dados do espectro no IV experimental de suas principais
bandas. O espectro da rtd, apresenta duas bandas na regido de alta energia em 3415
cm ! e 3334 cm ! as quais podem ser atribuidas aos modos de v,,(NH>) e v4(NHs)
respectivamente. Outra banda observada em 1603 cm~! referente a 6,,(NH;) do

grupo etanoamino. Outra banda em 821 cm™!, refere-se a4 somatéria de dois modos
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de vibragao: p(NHs) e p(CHo).

rtd calc.
=]
(4+]
= rtd
e
f‘g PR '
@ |vas(NHz) Vi(NH;) P(NHZ) + f(H-C-H)
©
l_

[ \ 8,5 (NH3)

v(CH) v(HC*)

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

Numero de onda / cm’

Figura 4.2: Espectros simulado e experimental no IV para a rimantadina livre usando B3LYP/ 6-31G(d).

4.1.2 Ressonancia Magnética Nuclear da rtd livre

Para que se conseguisse realizar a aquisi¢ao dos espectros de RMN do rtd-HCI, da
rtd livre e dos complexos formados, tais compostos foram dissolvidos em diferentes
solventes, sendo que o rtd-HCI e o complexo Au-rtd foram dissolvidos em metanol
deuterado (CD30D), a rtd livre e o complexo Ag-rtd foram dissolvidos em acetona
deuterada (CD3COCD3) e por fim a rtd livre e o complexo Pd-rtd foram dissolvi-

dos em cloroférmio deuterado (CDCls). Em todos os espectros foram realizadas
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andlises comparativas entre o ligante e os complexos. Estes dados serdo discutidos
nas proximas secdes. Os espectros de RMN de 'H e de *C da rtd livre se encontram

nas Figuras 4.3 e 4.4, respectivamente.

o 0 < «
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- — —
o |
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- .
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(]
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1.7
o _
18
1.00 ppm
— TE
o~
2.45 ppm
T T T
‘\Eﬁ 2.00 ppm
Sol o
13
l rtd
T T T T T T T T T T T T T T T T
75 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1 0.5 ppm

Figura 4.3: Espectro de RMN de 'H da rimantadina livre em cloroférmio-d.

O espectro de RMN de 'H da rtd livre apresenta um dupleto em 1,00 ppm refe-
rente aos hidrogénios da metila do grupo etanoamino. Foi possivel observar também
trés duplos dupletos, sendo que o primeiro sinal em 1,52 ppm € referente aos hi-
drogénios (2,8,9) em que sao hidrogé€nios enantiotopicos, ou seja, que nao se aco-
plam entre si e ndo sdo diferencidveis (J iguais) no espectro de RMN de 'H. Os
outros dois sinais em 1,66 ppm e 1,71 ppm sdo referentes aos hidrogénios (4,6,10)
sendo denominados de sin e anti, respectivamente, os quais sao diastereotopicos, ou
seja, acoplam entre si no espectro e se diferem (¢ diferentes) no espectro de RMN de

'H. Também sdo observados os prétons restantes do anel (3,5,7) que aparecem como
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um simpleto alargado em 2,00 ppm. Por fim se observa um quarteto em 2,44 ppm
referente ao hidrogénio ligado ao carbono quiral do grupo etanoamino, denominado

CH.

< [ ] o~ —
o — N © n 0
N © I~ 10 oo ©
7] M ®mom N —
Solv.
JL L rtd
_.“Ju J
T T T T T T T T T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 ppm

Figura 4.4: Espectro de RMN de '3C da rimantadina livre em cloroférmio-d.

O espectro de RMN de '3C apresenta os seguintes sinais em (ppm): 16,81; 28,52;
35,84; 37,29; 38,16 e 55,94 referentes ao carbono (CHj3), aos carbonos (3,5,7), ao
carbono (C1), aos carbonos (4,6,10), aos carbonos (2,8,9) e ao carbono quiral do

grupo etanoamino (HC*), respectivamente.

4.1.3 Estrutura calculada para o rtd-HCl

Os estudos por DFT, permitiram calcular a estrutura molecular apresentada na

Figura 4.5.
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Figura 4.5: Estrutura otimizada para o cloridrato de rimantadina: carbono (laranja), hidrogénio (branco) e
nitrogénio (azul).

4.2 Complexo Au-rtd

4.2.1 Analise Termogravimétrica do Au-rtd

Como visto na Figura 4.6, a decomposi¢ao térmica do complexo Au-rtd ocorre
em duas etapas. A primeira entre 160 - 260 °C, e a segunda entre 320 - 500 °C. A
partir de 500 °C a massa do residuo permanece constante. O residuo foi identificado
como Au’ por DRX de p6. O somatério dos eventos de perda de massa confirma a

composicao [AuCN(CoHo1N)].

4.2.2 Espectroscopia eletronica de absorcao no UV-Vis do Au-rtd

Na Figura 4.7, sdo apresentados os espectros de absor¢ao na regido do UV-Vis do
complexo Au-rtd em comparagao com o rtd-HCI. As bandas de absor¢ao observadas
no espectro do complexo Au-rtd entre 230-240 nm (41666 - 43479 cm 1), compreen-

didas na faixa do ultravioleta, sdo atribuidas as transicoes permitidas de natureza de
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Figura 4.6: Termograma do complexo Au-rtd.

transferéncia de carga metal-ligante (MLCT) a partir dos orbitais d preenchidos do
ouro(I) de configuragio eletronica de valéncia [Xe]4f'#5d!'Y para os orbitais 7* antili-
gantes do cianeto através de retrodoacdo.’”-%® De acordo com Rawashdeh-Omary,®
os valores de absortividade molar (¢) compreendidos entre (103-10%) sdo referentes
as transi¢oes de natureza MLCT sendo responsaveis por suas elevadas intensidades.

A natureza das bandas foi confirmada através dos valores de absortividade molar
(e) sendo mostrados no Apéndice A.2 como o valor da inclinagdo (B) dos ajustes

lineares. A presencga dessas bandas confirma a coordenacdo do CN™ e o estado de

oxidacao do Au(I).
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Figura 4.7: Espectros de absorcao na regido do UV-Vis do complexo Au-rtd e do rtd-HCI.
4.2.3 Espectroscopia no IV do Au-rtd e estudos por DFT

O espectro no IV do complexo Au-rtd apresentado na Figura 4.8 exibe uma banda
fina de absor¢do em 3287 cm ™!, a qual € atribuida a0 modo de estiramento simétrico
v(H-N-H) do grupo etanoamino. De acordo com Nakamoto,”® o deslocamento para
menores energias referente ao estiramento simétrico v(H-N-H) no espectro do com-
plexo quando comparado com o espectro do ligante pode ser atribuido a coordenagao
do grupo amino da rtd livre ao Au(I). Além disso, o espectro no IV para o complexo
Au-rtd exibe uma forte banda de absor¢do em 2142 cm™*, a qual € atribuida a0 modo
de estiramento v(C-N) do grupo cianeto (C=N") coordenado ao Au(l).

Outra evidéncia de coordenagdo através do dtomo de nitrogénio da rtd ao Au(l)
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Figura 4.8: Espectro de absor¢ao na regido do IV da rimantadina livre e do complexo Au-rtd.

é o desaparecimento das bandas de deformacdo angular (§) em 1728 cm™! e (p) em
813 cm™! presentes no espectro do ligante livre.

Foram realizadas investigacoes tedricas sobre a coordenacao da rtd ao Au(I) através
do atomo de nitrogénio do grupo NHo,, a fim de confirmar a estrutura do complexo.
A andlise dos dados dos espectros simulados no IV da rimantadina e do complexo
Au-rtd prediz um deslocamento de -10 cm ™! no modo de estiramento simétrico N-H
do grupo NH, em consequéncia da coordenac¢do da rimantadina ao Au(I). Os valores
calculados e experimentais sao apresentados na Tabela 4.2.

Os espectros tedricos da rtd e do complexo Au-rtd sdo apresentados na Figura 4.9.

A estrutura otimizada para o complexo Au-rtd apresenta um sistema de coordenagao
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Tabela 4.2: Atribui¢do dos modos vibracionais no IV calculados utilizando B3LYP/ LANL2DZ para o com-
plexo Au-rtd. Os valores de comprimento de onda foram ajustados com o fator de escala 0,9614 sugerido por
Scott.!

Modos vibracionais | Calculado/ cm™' | Experimental/ cm™'
Vas(NHy) 3406 3440
vs(NHy) 3340 3388
Vqs(C-H) CHg 3033; 3020 2910
v4(C-H) CHj 2960; 2952 2893
v(C-H) C* 2932 2844
04s(H-N-H) 1622 1625
5(H-C-H) + 0(H-N-H) 1197 1083
v(C-N) 2205 2142
v(Au-N) 460; 515 -

(*) refere-se ao carbono quiral do grupo etanoamino.

linear para o ouro como esperado para complexos de Au(I) com um ndmero de
coordenacgdo 2. Neste caso, a coordenacdo ocorre através do atomo de nitrogénio
da rimantadina e também através do atomo de carbono do grupo cianeto. As princi-
pais distancias calculadas foram Au-N (1,95 A) e Au-CN (1,97 A), enquanto que os
angulos calculados foram Au-N-C (108,9°), N-Au-C (179,1°) e N-C-CH3 (108,9°).
As distancias de ligacdo observadas sdo compardveis com os dados experimentais
descritos por outros derivados de cianeto de ouro(I), em que as distancias de ligacao
Au-CN foram (1,96 A)"! como também os dados obtidos para o complexo Au-MTZ
ja relatado, em que as distancias de ligacdo calculadas Au-N e Au-CN foram de
(2,11 A) e (1,98 A) respectivamente, e o dngulo N-Au-C calculado foi de (179°).2
Os principais parametros geométricos calculados para a estrutura sdao apresentados

no Apéndice B.2.
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Figura 4.9: Espectros simulados no IV para a rimantadina (B3LYP/6-31G(d) e para o complexo Au-rtd
(B3LYP/LANL2DZ).

4.2.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do Au-rtd

O complexo Au-rtd foi dissolvido em metanol deuterado (CD30D). Os espectros
de RMN de 'H, '3C e N do complexo sdo apresentados nas Figuras 4.10, 4.11 e
4.12 respectivamente. Os espectros de RMN de 'H e de *C do complexo Au-rtd
sao semelhantes aos respectivos espectros de RMN do rtd-HCI, variando somente o
deslocamento quimico de alguns sinais que podem ser visualizados na Tabela 4.3.

A primeira evidéncia de coordenacao da rtd ao Au(I), vem com o surgimento do
sinal de carbono no espectro de RMN de '3C do complexo Au-rtd em 150,74 ppm,

referente ao 4tomo de carbono do grupo cianeto ligado ao metal, o que confirma a
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Figura 4.10: Espectro de RMN de 'H do complexo Au-rtd em metanol-d.

Tabela 4.3: Deslocamentos quimicos dos nucleos de hidrogénio e carbono refentes ao rtd-HCI e ao complexo
Au-rtd.

Deslocamento Quimico (ppm)

hidrogénio || rtd-HCI | Au-rtd | Ad (ppm) || carbono || rtd-HC1 | Au-rtd | Aé (ppm)
CH3 1,23 1,25 0,02 || CH; 13,34 | 11,86 -1,48
2,89 1,61 1,63 0,02 || 3,5,7 29,68 | 28,16 -1,52
4,6,10(sin) 1,73 1,75 0,02 || C1 35,82 | 3433 -1,49
4,6,10(anti) 1,79 1,81 0,02 || 4,6,10 37,8 | 36,36 -1,44
3,5,7 2,06 2,08 0,02 || 2,89 38,81 | 37,25 -1,56
*CH 2,89 2,91 0,02 || CH 58,03 | 56,52 -1,51
CN - | 150,74

(*) refere-se ao carbono quiral do grupo etanoamino.

estrutura molecular proposta.
A coordenacio da rtd ao Au(I) foi confirmada a partir dos dados de RMN de °N,
sendo que a investigacao sobre o nicleo de nitrogénio foi feita através dos espectros

de RMN de correlagio heteronuclear a miltiplas ligacdes [ H-°N]. No espectro da
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Figura 4.11: Espectro de RMN de '3C do complexo Au-rtd em metanol-d,.

Figura 4.12 foi observada uma variagao no deslocamento A (6 complexo - 9 ligante)
de aproximadamente 1,0 ppm para o d&tomo de nitrogénio do grupo etanoamino, o

que indica a coordenag¢do do ligante ao metal através deste dtomo.

4.2.5 Estrutura calculada para o complexo Au-rtd

A partir dos resultados da andlise elementar e andlise térmica, foi estabelecida
a féormula molecular para o complexo Au-rtd: [AuC;3Hs;Ns]. A partir dos resul-
tados de espectroscopia de absorcdo na regiao no infravermelho, espectroscopia de
ressonincia magnética nuclear de 'H, 13C e 1°N, e de espectroscopia de absor¢do na
regido do UV-Vis, foi possivel identificar a coordenacao do ligante através do atomo

de nitrogénio ao ouro(I) propondo-se a estrutura molecular vista na Figura 4.13.
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Figura 4.12: Espectro de RMN bidimensional ['H-15N] do complexo Au-rtd em metanol-d,.

Figura 4.13: Estrutura calculada para o complexo Au-rtd: ouro (amarelo), carbono (laranja), hidrogénio
(branco) e nitrogénio (azul).
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4.3 Complexo Ag-rtd

4.3.1 Analise Termogravimétrica do Ag-rtd

A decomposi¢ao térmica do complexo Ag-rtd € apresentada na Figura 4.14. Dois
eventos de perda de massa podem ser observados no termograma do complexo Ag-

rtd. A somatoria desses eventos confirma a formula molecular [Ag(C,2H2;N)2]NO3-H0,

proposta pela analise elementar.

100
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40 —
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Temperatura / °C

Figura 4.14: Termograma do complexo Ag-rtd.

4.3.2 Espectroscopia eletronica de absorcao no UV-Vis do Ag-rtd

Tentou-se obter um espectro no UV-Vis para o complexo Ag-rtd dissolvido em
acetona. A escolha do solvente foi devido ao fato da rtd livre e do complexo Ag-rtd

serem soldveis nesse mesmo solvente para que fosse possivel analisa-los de forma
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comparativa. No entanto, as bandas coincidiram com a faixa de absorc¢ao do solvente
utilizado. O cloroférmio também foi utilizado, mas neste solvente houve redugdo do
ion Ag(Il) a prata metélica, decompondo o complexo impossibilitando a realizacao

do experimento.

4.3.3 Espectroscopia no IV do Ag-rtd e estudos por DFT

Os espectros no IV da rtd livre e do complexo Ag-rtd sao apresentados na Figura
4.15. Numa anélise comparativa entre eles, pode-se perceber algumas evidéncias
muito relevantes para se propor o modo de coordenac¢do do ligante ao metal no com-
plexo.

De acordo com a literatura, nitratos coordenados apresentam uma banda fina em
1030 cm™! a qual é atribuida ao estiramento #(N-O), enquanto que fons de nitrato
livres apresentam uma banda de absorcao referente ao estiramento (N-O) variando
de 1389 a 1259 cm 1. Assim, a presenca da banda intensa em 1386 cm ™! no espectro
do complexo Ag-rtd indica a presenc¢a do ion nitrato na estrutura como um contra-
fon.7273

Além disso, a presenca de dgua na estrutura é responsavel pelas ligacoes de hi-
drogénio e, por consequéncia, pelas variagdes em algumas bandas de absorcdo no
espectro do complexo Ag-rtd. Por exemplo, o espectro no IV para o complexo Ag-
rtd exibe uma banda de absor¢do entre 3334 e 3266 cm ™!, a qual € atribuida a0 modo
de estiramento do ¥(N-H). Proximo a essa regido percebe-se um alargamento dessa
banda, o que pode ser justificado pela presenca de dgua de hidratacdo na composi¢ao

do complexo e consequente formacgao de ligacdes de hidrogénio.

Outra evidéncia de coordenacdo € o desaparecimento da banda fina e intensa em

Laboratério de Quimica Bioinorganica e Medicinal — I1Q Unicamp 41



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO Suelen Ferreira Sucena

p (NH) !

Transmitancia / u.a.

-, (CH,)

v (CH,) v (NO,)

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

. -1
Numero de onda / cm

Figura 4.15: Espectro de absor¢do na regido do IV da rtd livre e do complexo Ag-rtd.

1728 cm™! referente a deformacio angular ,,(NHs) da rtd livre e que ndo é mais ob-
servada no espectro do complexo Ag-rtd apds a coordenacao do atomo de nitrogé€nio
ao ion Ag(D).

Foram realizadas investigagcdes tedricas sobre a coordenacao da rtd com o ion
Ag(I) através do atomo de nitrogénio do grupo NHs, a fim de confirmar a estrutura
do complexo. A estrutura calculada sem o nitrato mostra um sistema de coordenagao
linear para o 4tomo de prata como esperado para complexos de Ag(I) com nimero
de coordenagdo dois. Nesse caso, a coordenacdo ocorre através do atomo de ni-
trogénio de cada rimantadina. Os principais parametros geométricos calculados para

ambas estruturas € apresentado no Apéndice B.2. O ambiente de coordenacao local
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ao redor do fon Ag™ na estrutura em que o nitrato é considerado, se mostra aproxima-
damente linear com a primeira esfera de coordenagdo muito similar ao ion complexo
diaminprata(T) [Ag(NH3)-]". A presenca do contra-ion leva a um desvio da geome-
tria linear e a uma quebra de simetria local do grupo de ponto D.,;. Essa estrutura
angular é a mesma observada para o complexo de prata(I) com norfloxacino.”* As
distancias de ligacao Ag-N calculadas para a estrutura sem o nitrato apresentam uma
boa concordancia com os dados experimentais descritos para o complexo de prata(l)
com norfloxacino,’* em que as distincias de ligacio Ag-N sdo (2,182 A) e (2,188
A), enquanto que as distincias de ligagio Ag-N da estrutura que apresenta o contra-
ifon nitrato se mostraram superestimadas. Isso nos leva a concluir que o NO3;™ ndo
estd coordenado, confirmando o que ja havia sido sugerido pelas analises por IV. A
comparacao entre os dados experimentais com os dados calculados sobre a predi¢ao
para os dados no IV estio resumidos na Tabela 4.4.

A andlise dos dados dos espectros no IV calculados da rimantadina e do com-
plexo Ag-rtd prediz um deslocamento negativo de 29 cm~! no modo de v,(H-N-H)
do grupo NH; em consequéncia da coordenagdo da rimantadina com o ion Ag(I).
Os espectros calculados sao apresentados na Figura 4.16. A analise dos dados dos
espectros calculados no IV tanto para a rimantadina quanto para as possiveis estru-
turas do complexo [Ag(rtd)s]* e [Ag(rtd)2]NO3 mostram que os resultados tedricos
possuem uma boa concordancia com os dados experimentais, visto que o modo de
v4(NH,) apresenta um deslocamento negativo de 1 cm~! quando os espectros obtidos

experimentalmente do ligante e do complexo sdo comparados.

Laboratério de Quimica Bioinorgdnica e Medicinal — IQ Unicamp 43



CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO Suelen Ferreira Sucena

;

6(NH,)
6(CH,) + 6(CH3)

Transmitancia / a.u.

6(CH,) + 6(CH5)

vC-H
I ! I ' I ! I N I M T N 1 ! ] '
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0

Numero de onda / cm’”

Figura 4.16: Espectro simulado no IV para o complexo Ag-rtd sem o fon nitrato [Ag-rtd] ™, e com o fon nitrato
[Ag-rtd].

4.3.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do Ag-rtd

Os espectros de RMN de 'H e de '3C para o complexo Ag-rtd foram adquiri-
dos em acetona deuterada (acetona-dg) e sdao apresentados nas Figuras 4.17 e 4.18,
respectivamente.

O espectro de RMN de 'H apresenta um dupleto em 1,18 ppm referente aos hi-
drogénios da metila pertencente ao grupo etanoamino. Foram observados trés sinais
com multiplicidade de duplo dupleto, sendo o sinal em 1,68 ppm referente aos hi-
drogénios enantiotopicos (2,8,9) e os outros sinais em 1,70 ppm e 1,75 ppm referen-

tes aos hidrogénios diastereotopicos (4,6,10). Em seguida, observa-se um simpleto
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Tabela 4.4: Atribui¢do dos modos vibracionais no IV calculados utilizando B3LYP/ LANL2DZ para o com-

plexo Ag-rtd com e sem o contra-ion. Os valores de comprimento de onda foram ajustados com o fator de
escala 0,9614 sugerido por Scott.!

Modos Vibracionais }312%(?3/)2(;];—1 ﬁ%ﬁﬁgﬂi(_)f’ Experimental/ cm ™!
Vas(NH3) 3412 3410 3332
vs(NHy) 3333 3333 3269
Vqs(C-H) CHj3 3040 3020 2974
vs(C-H) CHj3 3000 3000 2903
V(C-H) C* 2917 2951 2849
0(H-N-H) 1615 1629 1573
0(CHy) + 6(CH3) 1467 1484 1447
0(N-H) + v(N-O) - 1290 1382
v(Ag-N) 501 483 -

(*) refere-se ao carbono quiral do grupo etanoamino.
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Figura 4.17: Espectro de RMN de 'H do complexo Ag-rtd em acetona-dg.

alargado em 2,02 ppm referente aos hidrogénios (3,5,7) e por fim um sinal com mul-

tiplicidade de quarteto em 2,72 ppm referente ao hidrogénio ligado ao carbono quiral
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do grupo etanoamino.
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Figura 4.18: Espectro de RMN de '3C do complexo Ag-rtd em acetona-dg.

O espectro de RMN de '*C apesenta os seguintes sinais em (ppm): 16,85; 35,43;
36,87; 38,02; 38,74; 57,46. Esses sinais sao referentes ao carbono(CHjs) do grupo
etanoamino, aos carbonos (3,5,7), ao carbono (C1), aos carbonos (4,6,10), aos car-
bonos (2,8,9) e ao carbono quiral (C*H) do grupo etanoamino, respectivamente.

A coordenagdo foi avaliada através da comparacao entre o espectro de RMN de
'H da rtd livre com o espectro de RMN de 'H do complexo Ag-rtd. Os sinais re-
ferentes a cada hidrogénio estdo indicados na Tabela 4.5 bem como a variacdo Ad
(6 complexo - § ligante) entre eles. E possivel observar que os hidrogénios CH; e
*CH do grupo etanoamino apresentam maiores variagoes entre os sinais de 0,34 e
-0,22 ppm respectivamente, apos a formagdo do complexo, o que corrobora com a
proposi¢do de coordenagdo via nitrogénio do grupo NH,.
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Tabela 4.5: Tabela com os deslocamentos quimicos dos dtomos de hidrogénio e nitrogénio refentes a rtd livre
e ao complexo Ag-rtd.

RMN de 'H
rtd | Ag-rtd A ) ppm
CHj; 0,84 | 1,18 0,34
2,89 1,54 | 1,68 0,14
4,6,10 (sin) | 1,61 | 1,70 0,09
4,6,10 (anti) | 1,69 | 1,75 0,06
3,57 1,93 | 2,02 0,06
*CH 2,94 | 2,72 -0,22

(*) refere-se ao carbono quiral do grupo etanoamino.

4.3.5 Estrutura calculada para o complexo Ag-rtd

Os resultados de andlise elementar e analise térmica permitiram estabelecer a se-
guinte formula molecular para o complexo de prata com rtd: [Ag(C12H21N)2]NO3-Hs0O.
A partir das andlises dos resultados no IV e por RMN de 'H e **C, foi possivel pro-
por a coordenacgao através do atomo de nitrogénio da rtd ao ion prata e assim sugerir

a formula estrutural vista na Figura 4.19.

J

Figura 4.19: Estrutura calculada para o complexo Ag-rtd™: prata (cinza claro), carbono (cinza escuro), hi-
drogénio (branco) e nitrogénio (azul).
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4.4 Complexo Pd-rtd

4.4.1 Analise termogravimétrica do Pd-rtd

A curva termogravimétrica do complexo de Pd-rtd € apresentada na Figura 4.20.
A decomposicio térmica do complexo Pd-rtd se inicia préximo de 260 °C. E possivel
observar no termograma a ocorréncia de dois eventos de perda de massa. A somatoria
destes eventos leva a proposicao da seguinte formula molecular: [PdCly(Ci2Hs1N)o].
A partir de 490 °C ocorre um leve aumento de massa, que indica a formagao de 6xido

de palddio (PdO). A partir 830 °C o residuo de PdO ¢é reduzido a Pd’.
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Figura 4.20: Termograma do complexo Pd-rtd.
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4.4.2 Espectroscopia eletronica de absorcao no UV-Vis do Pd-rtd

O espectro de absorcao UV-Vis do complexo Pd-rtd apresenta uma banda larga
com dois maximos em 338 nm e 385nm, (Figura 4.21) (29586 e 25974 cm ™!, res-
pectivamente) com absortividades molares da ordem de 10> L mol~! (Apéndice
A.2). Esses valores de absortividade indicam que estas transicoes correspondem
a transicdes de campo ligante (d — d). Uma outra banda muito intensa pode ser
observada em menores comprimentos de onda, mas seu maximo, bem como sua ab-
sortividade molar, ndo puderam ser calculados devido a faixa de transparéncia do
solvente (até 250 nm).

Através de uma andlise do desdobramento do campo ligante para um complexo d®

39.47.75 pode-se esperar trés transigdes

baixo spin, quadrado-planar com simetria D,
d — d permitidas por spin no espectro UV-Vis, !By, < By, 'E, < !By, e
11429 — 1ng. Essas transi¢des correspondem a ocupagao do orbital ndo preenchido
b14 a partir de excitagdes eletronicas provenientes dos orbitais a4, €4 € by, respecti-
vamente (Figura 4.22). Segundo Lever,”” o abaixamento de simetria para Doy, ou Cy,
provoca um pequeno desdobramento do estado F/,, porém isso nao provoca grandes
alteracOes no espectros uma vez que as bandas ja sao alargadas.

Ainda segundo Lever, a transi¢@o para o estado ' Ay, é raramente observada em
solucdio e é a de maior energia, geralmente. Por analogia, a banda em 25974 cm™!
pode ser atribuida 2 transigdo para o estado ' B, e a energia dessa transi¢io equivale
ao valor de 10Dq.”> A banda em 29586 cm ™! pode ser atribuida a transi¢iio para o
estado ' E,.

Os valores das transi¢cdes eletrdnicas do complexo [PdCl4]?>~ sdo 21700 cm~! e
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Figura 4.21: Espectros de absor¢o na regido do UV-Vis do complexo Pd-rtd e da rtd livre em CHCls.

23200 cm~! e os valores para o complexo [Pd(NH3),]?>" sdo 33000 cm™~! e 35800
cm~!. A diferenca de energia reflete a forca do campo ligante maior induzido pelo
ligante NH3, mais forte na série espectroquimica. Pode-se perceber que o complexo
Pd-rtd possui um valor intermediario de 10Dq, de acordo com a composi¢ao proposta
de dois ligantes cloreto e duas rimantadinas coordenadas ao paladio. Além desse
fato, a presenca da banda mais intensa na regiao do UV confirma a presenga do
cloreto pois pode ser atribuida a uma transferéncia de carga ClI-—Pd*" (LMCT),

segundo Lever.”

4.4.3 Espectroscopia no IV do Pd-rtd e estudos por DFT

O espectro no IV do complexo Pd-rtd exibe quatro bandas finas de absorc¢do

1

no intervalo entre 3327 - 3123 cm *, as quais podem ser atribuidas aos modos
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Figura 4.22: Diagrama de desdobramento de campo ligante simplificado para um complexo quadrado planar
de metal d®.

vibracionais v,,(NHs) e vs(NHs) do grupo etanoamino da rimantadina. O deslo-
camento de aproximadamente 50 cm™! referente ao estiramento (N-H) no espec-
tro do complexo Pd-rtd quando comparado com o espectro da rtd livre pode ser
atribuido a coordenag¢ao do grupo amino da rimantadina ao Pd(IT). Outras evidéncias
de coordenacao sao os desaparecimentos das bandas de deformacao angular no plano
d,s(NHs) em 1728 cm™* e fora do plano p(NH;) em 816 cm™!, ambas presentes no
espectro do ligante como apresentado na Figura 4.23.

Foram realizadas investigacOes tedricas sobre a coordenacgdo da rtd livre ao ion
Pd(II) através do atomo de nitrogénio do grupo etanoamino, a fim de se confirmar
a estrutura do complexo sintetizado. Foram investigados dois possiveis 1sOmeros,
o primeiro apresentando uma geometria cis € o segundo uma geometria trans. A
coordenacgdo através do atomo de nitrogénio foi confirmada com o minimo de su-
perficie de energia potencial, com calculos de Hessianas, ndo apresentando frequéncias
imaginarias.

Os principais parametros geométricos calculados para as estruturas, como distancias

e angulos entre as ligacoes sao apresentados no Apéndice B.7. Esses parametros re-
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Figura 4.23: Espectro de absor¢do na regido do IV da rtd livre e do complexo Pd-rtd.

velaram uma geometria quadrado-planar ao redor do centro metalico, como esperado
para complexos de Pd(II). Neste caso a coordenacao ocorre através do atomo de ni-
trogénio das moléculas de rimantadina com dois atomos de cloro, completando a
esfera de coordenacao do Pd(II).

Em geral, os resultados dos espectros calculados na regiao do IV apresentaram
uma boa concordancia com os espectros experimentais em suas principais bandas. A
comparacao entre os dados experimentais com os dados calculados sobre a predi¢ao
das principais atribui¢cdes vibracionais do espectro no IV estdao resumidos na Tabela
4.6.

Foram simulados os espectros no 1V, Figura 4.24 para o complexo de palddio com
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Tabela 4.6: Atribui¢do dos modos vibracionais no IV calculados utilizando B3LYP/ LANL2DZ para o com-
plexo Pd-rtd nas conformagdes cis e trans. Os valores de nimero de onda foram ajustados com o fator de escala
0,9614 sugerido por Scott.!

o Calculado/ cm ™! .
Modos vibracionais cis-[PACT,(rtd),] ‘ trans-[PACT(rtd)y ] Experimental/ cm™!
Vas(NH3) 3377 3429 3333
vs(NHy) 3262 3342 3292
v4s(C-H) CHj 3043 3032 2982
vs(C-H) CH; 3007 2961 2960
v(C-H) C* 2936 2947 2848
V4s(C-H) CHy 2925 2941 2905
0qs(H-N-H) 1625 1620 -
das(CH3) 1474 1461 1569
ds(H-C-H) + (H-N-H) 1143 1156 -
d(CCC) + 6(NHy) 1068 1063 1088
v(Pt-N) 617; 614; 509; 507 | 621; 606; 524; 512 -

(*) refere-se ao carbono quiral do grupo etanoamino.

rimantadina com duas possiveis estruturas, cis e trans. Os espectros no IV dartd e as
estruturas do complexo de paladio foram comparadas. O espectro calculado para a
geometria cis apresentou um Av(vcomplexo - vligante)NH, = 72 cm~!. O espectro
calculado para a geometria trans apresentou um Avy(NHs) = 8 cm ™. Esse segundo
valor se aproxima com o valor experimental de Av,(NH,) = -6 cm™!. Assim, pode-
se dizer que a estrutura frans é a mais provavel. Além disso, a estrutura trans se
mostrou 14,16 kcal mol ! mais estdvel do que a cis, indicando novamente que esta

estrutura € a mais provavel.

4.4.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do Pd-rtd

Os espectros de RMN de 'H e de '*C para o complexo Pd-rtd foram obtidos
em CDCl; e estdao apresentados nas Figuras 4.25 e 4.26, respectivamente. O espec-

tro de RMN de 'H um dupleto em 1,51 ppm referente aos hidrogénios da metila.
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Figura 4.24: Espectro simulado no IV para o complexo cis-[PdCla(rtd)s] e trans-[PdCla(rtd)s].

Também observa-se trés duplos dupletos, sendo o primeiro sinal em 1,54 ppm re-
ferente aos hidrogénios enantiotopicos (2,8,9) e os dois sinais em 1,65 ppm e em
1,72 ppm denominados de sin e anti respectivamente, referentes aos hidrogénios di-
astereotopicos (4,6,10). Em 2,04 ppm observa-se um sinal alargado referente aos
hidrogénios (3,5,7) e por ultimo trés multipletos que integram cada um para um hi-
drogénio sendo denominados H*, H? e H”,

O espectro de RMN de *C do complexo Pd-rtd apesenta os seguintes sinais em
(ppm): 15,29; 28,28; 35,88; 36,93; 38,04; 59,63. Esses sinais sao referentes ao
carbono (CHj3) do grupo etanoamino, aos carbonos (3,5,7), ao carbono C1, aos car-

bonos (4,6,10), aos carbonos (2,8,9) e carbono quiral (C*H) do grupo etanoamino,
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Figura 4.25: Espectro de RMN de 'H para o complexo Pd-rtd em cloroférmio-d.

respectivamente.

A fim de identificar os sinais H4, HZ e H, foram realizados experimentos de
espectroscopia de RMN para a aquisi¢io de espectros de correlacio 2D (*H-'H
COSY), (*H-3C-HSQC) e um experimento de desacoplamento de spins 0s quais
sao apresentados nos Apéndices C.1, C.2 e C.3, respectivamente.

Na Figura C.1 observa-se, que o hidrogénio H* se acopla com H? e HY. O
hidrogénio H” se acopla com os hidrogénios da metila (-CH3) e com H4 e o hi-
drogénio H® se acopla com H#. Com base nessas observagdes sobre o espectro de
acoplamento 'H-'H, tem-se um indicio de que o H? possa ser o hidrogénio ligado ao

carbono quiral, o que foi confirmado analisando-se o espectro 'H-*C HSQC. Essa
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Figura 4.26: Espectro de RMN de '3C para o complexo Pd-rtd em cloroférmio-d.

segunda técnica correlaciona deslocamentos quimicos de diferentes nicleos direta-
mente ligados entre si. Nesse espectro, pode-se observar que o H? se correlaciona
com o nicleo de '3C diretamente ligado a ele. No entanto, ainda falta a identificacdo
dos nicleos H e HY, o que ser4 discutido a seguir.

Os sinais H4, H? e H® foram identificados através do desacoplamento de spins,
que consiste em irradiar um nicleo de 'H de um sistema com acoplamento de spin
removendo o efeito do acoplamento desse hidrogénio nos hidrogé€nios com os quais
ele se acoplaria. Ou seja, quando um determinado nicleo de 'H € irradiado observa-
se a influéncia da multiplicidade nos nicleos de 'H com os quais ele se acoplava.

Essa explicag¢do pode ser melhor visualizada na Figura 4.27. Na Figura C.3 de desa-
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coplamento de spin pode-se observar uma sequéncia de experimentos em que cada
espectro um hidrogénio € irradiado a fim de verificar a influéncia na multiplicidade

de seus hidrogénios vizinhos.

irradiado
| .
o no N'H
= ' o =
H30 H N‘HC 3 Y \HC
Duplete R Singlete R
Quarteto

Figura 4.27: Observacio da variagdes das multiplicidades dos sinais apés a irradiagio do hidrogénio HZ.

Com base nos resultados de RMN apresentados pode-se dizer que H”, é o sinal
do hidrogénio ligado ao carbono quiral denominado de CH. J4 os hidrogénios H* e
HC sdo os hidrogénios do grupo NHs.

A fim de confirmar a coordenagdo ao metal através do dtomo de nitrogénio, foi
realizada uma andlise comparativa entre os deslocamentos quimicos de *C do com-
plexo Pd-rtd e da rtd livre. Nos espectros, € verificada uma maior varia¢ao no deslo-
camento quimico A (0 complexo - ¢ ligante) de 3,61 ppm para o dtomo de carbono
diretamente conectado ao atomo de nitrogénio. Os deslocamentos e os valores de
AJ de todos os dtomos de hidrogénio e carbono estdo apresentados na Tabela 4.7.

Na Figura 4.28 sao apresentados os espectros de RMN 2D via correlacao hetero-
nuclear de multiplas ligagdes (HMBC) ['H-'"N] da rtd livre e do complexo Pd-rtd
em que ha uma variacdo A¢ (6 complexo - ¢ ligante) de -34,8 ppm para o dtomo de
nitrogénio do grupo etanoamino, confirmando a coordenacgdo através deste 4tomo ao

Pd(ID).
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Tabela 4.7: Tabela com os deslocamentos quimicos dos dtomos de hidrogénio e carbono referentes a rtd livre

e ao complexo Pd-rtd.

Deslocamento Quimico (ppm)

RMNde 'H || rtd | Pd-rtd | Ad (ppm) || RMNde ¥C || rtd | Pd-rtd | Ad (ppm)

CH3; 1,02 1,51 0,49 CH; 16,77 | 15,29 -1,48
2,89 1,53 1,54 0,01 35,7 28,57 | 28,28 -0,29
4,6,10 (sin) || 1,65 1,65 0,00 Cl1 35,89 | 35,88 -0,01
4,6,10 (ant1) || 1,73 1,72 -0,01 4,6,10 37,41 | 36,93 -0,45
3,57 2,01 2,04 0,03 2,89 38,23 | 38,04 -0,15
*CH 2,45 2,74 0,29 CH 56,02 | 59,63 3,61

(*) refere-se ao carbono quiral do grupo etanoamino.
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Figura 4.28: Espectros de RMN ['H - °N] da rtd e do complexo Pd-rtd em cloroférmio-d.

4.4.5 Estrutura proposta para o Pd-rtd

Os resultados de analise elementar e analise térmica permitiram estabelecer a se-

guinte formula molecular para o complexo: PdCly(CoyH4oN3). A partir dos resulta-

dos de espectroscopia de absorcao na regiao no infravermelho e de espectroscopia de

ressonancia magnética nuclear de 'H, 13C e '°N, foi proposta a coordenagio através

do atomo de nitrogénio da rtd ao paladio(IT). Na Figura 4.29 sao apresentadas duas
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propostas de estrutura para o complexo Pd-rtd.

(a) (b)

Figura 4.29: Estruturas calculadas para o complexo Pd-rtd, em (a) estrutura trans e em (b) estrutura cis: paladio
(verde escuro), carbono (cinza claro), hidrogénio (branco), nitrogénio (azul) e cloro (verde claro).

A andlise vibracional e a comparagao das energias das estruturas obtidas por DFT
(B3LYP/LANL2DZ) indicam que a estrutura trans é a mais provavel para este com-

plexo.

4.5 Avaliacao da atividade antibacteriana dos complexos

As atividades antibacterianas dos complexos Au-rtd e Ag-rtd sobre as espécies
consideradas foram determinadas através de ensaios de CIM, apresentados na Tabela
4.8. Os valores de CIM para o complexo Au-rtd variaram entre 6,25 pg mL~! a
100 g mL~! e para o complexo Ag-rtd variaram entre 12,5 ug mL~! a 25,0 ug
mL~!. Os resultados obtidos mostraram que o complexo Au-rtd é mais ativo sobre
cepas bacterianas Gram-positivas, indicando uma possivel acao intracelular para o
complexo.

A atividade do complexo Ag-rtd mostrou-se promissora sobre bactérias Gram-

negativas e Gram-positivas. Em relacdo as capas bacterianas Gram-negativas, é
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Tabela 4.8: Perfil antibidtico dos complexos Au-rtd, Ag-rtd e do antibidtico rifampicina contra espécies bacte-

rianas.

CIM ;g mL~"
E. coli | P. aeruginosa | P. aeruginosa | S. aureus | S. aureus | S. aureus
3INM ATCC ATCC BEC Ribl
Au-rtd 50,0 100,0 100,0 25,0 6,25 6,25
Ag-rtd 12,5 12,5 25,0 12,5 25,0 12,5
Rifampicina 1,25 10,0 10,0 0,15 0,63 0,15

possivel notar que a atividade do composto € maior sobre cepas bacterianas pa-

togénicas em comparacdo a cepa ATCC sendo seus valores de CIM 12,5 g mL™!

e 25 ug mL~!, respectivamente. O rtd-HCI ndo apresentou atividade antibacteriana

sobre as mesmas condi¢Oes experimentais, enquanto que os estudos das atividades

antibacterianas do complexo de Pd-rtd serdo realizados futuramente.

Laboratério de Quimica Bioinorgadnica e Medicinal — I1Q Unicamp

60



Capitulo 5
Conclusoes

No presente trabalho foram obtidos trés novos candidatos a metalofarmacos deri-
vados da rimantadina, sendo que dois desses complexos metalicos (Au-rtd e Ag-rtd)
apresentaram uma boa atividade antibacteriana frente as cepas bacterianas Gram-
positivas (S. aureus ATCC, BEC e Ribl) e Gram-negativas (E. coli e P. aerugi-
nosa 31NM e ATCC). Foram também realizados estudos de modelagem molecular
para os trés complexos sintetizados bem como para a rimantadina. Cdlculos como
otimizacao de geometria e obtencdo dos espectros tedricos no infravermelho foram
também efetuados.

Os resultados experimentais para o complexo Au-rtd permitiram concluir que
a propor¢cdao metal/ligante do complexo é de 1:1 sendo que o segundo ponto de
coordenagdo ao ouro € o grupo cianeto, indicando uma geometria linear para o com-
plexo. A estrutura foi confirmada por estudos de modelagem molecular. O complexo
apresentou uma boa atividade antibacteriana frente a cepas Gram-positivas e Gram-
negativas. O mais importante € que ele se mostrou mais ativo frente a bactérias

Gram-positivas sendo que seus valores de CIM variaram de 6,25 a 25 g mL~! ao
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passo que para Gram-negativas os valores de CIM variaram de 50 a 100 ug mL~!.

Para o complexo Ag-rtd, os resultados experimentais permitiram concluir que a
propor¢ao metal/ligante é de 1:2. Um ponto interessante que confirma a estrutura
proposta € a presenga do nitrato no complexo como contra-ion, conforme evidenci-
ado no espectro de absorcdo no infravermelho. O ambiente de coordenacdo gerado
ao redor da prata se mostra aproximadamente linear. Em relacao a atividade anti-
bacteriana do complexo, ele se mostrou ativo frente a cepas Gram-positivas e Gram-
negativas, e seus valores de CIM variaram de 12,5 a 25,0 ug mL~!. De forma geral,
pode-se dizer que o complexo Ag-rtd apresentou atividade antibacteriana maior do
que o complexo Au-rtd, pois das seis cepas bacterianas testadas em quatro delas (3
Gram-negativas e 1 Gram-positiva) o complexo Ag-rtd apresentou valores de CIM
relativamente menores aos valores encontrados para o complexo Au-rtd.

Para o complexo Pd-rtd, os resultados experimentais mostraram que a propor¢ao
metal/ligante € de 1:2. Estudos por espectroscopia de absor¢cao no UV-Vis indica-
ram uma geometria quadrado-planar para o complexo. Estudos por DFT permitiram

propor uma geometria trans ao redor do Pd(II) no complexo.
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Apéndice A - Graficos

A.1 Graficos com os valores de absortividade molar do Au-rtd
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Figura A.1: Valores calculados de € do complexo Au-rtd nos comprimentos de onda 230 nm (a) e 240 nm (b).
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A.2 Graficos com os valores de absortividade molar do Pd-rtd

0,40

0,35

0,30

0,25

0,20

Absorbancia

0,15

0,10

Parameter Value Error

1R SD N P

A 0,02607 0,01385
B 179,49867 11,02499

0,99812 0,011453 0,03905

®  Pontos experimentais
Curva de ajuste

T T T T T T T
0,0005 0,0010 0,0015 0,0020

Concentraggo / molL”

(a)

Absorbancia

0,35 4

0,30 4

0,25+

0,20 4

0,154

0,104

Y=A+B*X

Parameter Value Error

A 0,02106 0,01436
B 172,92934 11,42641

R SD N P

0,99782 0,011873 0,042

®  Pontos experimentais

Curva de ajuste

T T T T T T T
0,0005 0,0010 0,0015 0,0020

Concentraggo / molL”

(b)

Figura A.2: Valores calculados de € do complexo Pd-rtd nos comprimentos de onda 338 nm (a) e 385 nm (b).
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Apéndice B - Tabelas

B.1 [Etapas de decomposicao dos complexos de Au(I), Ag(I) e Pd(II)

com rtd.

Tabela B.1: Resultados de andlise termogravimétrica do complexo Au-rtd

Fragmentos /%

rtd | CN | Residuo
Calculado | 44,57 | 6,47 | 48,96
Experimental | 46,54 | 5,77 | 47,69

Tabela B.2: Resultados de anélise termogravimétrica do complexo Ag-rtd

Fragmentos /%

rtd | NO; | H;O | Residuo
Calculado 65,6 | 11,3 | 3,29 19,7
Experimental | 64,6 | 10,7 | 3,32 21,3

Tabela B.3: Resultados de andlise termogravimétrica do complexo Pd-rtd

Fragmentos /%

rtd | Cl | Residuo
Calculado 80,14 19,85

Experimental 82,07 17,22
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B.2 Tabelas de parametros moleculares calculados para as estru-

turas

Tabela B.4: Parametros geométricos selecionados para a rtd.

Parametros geométricos ‘

; 5 - ‘ Valores calculados / A
Distancias de ligagoes

C-H 1,1077
C-N 1,4755
C-CH; 1,5335
C-Cl 1,5598
Angulo /°
N-C-Cl1 | 107,5

Tabela B.5: Parimetros geométricos selecionados para o complexo Au-rtd

Parametros geométricos Valores calculados / A
Distancias de ligacdes
C-H 1,0966
C-N 1,5092
C-CHj; 1,5312
C-C1 1,5616
Au-N 2,1470
Au-C 1,9812
Angulo / °
N-Au-C | 179,0
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Tabela B.6: Parametros geométricos selecionados para as estruturas do complexo Ag-rtd.

Parametros geometrlcos Valores calcula dOS / A
Distancia de ligacoes

84 [Ag(td)s]™ | [Ag(rtd);INO;

CH 1,09747 1,09598

1,09756 1,09823

1,51158 1,49256

C-N 1,51213 1,49998

1,52983 1,53242

C-CH, 1,53158 1,53293

1,56254 1,56370

C-Cl 1,56319 1,56564

2.17405 2.,28360

Ag-N 2.18021 2.25032

i . 2.52190

Ag-ONO, nao se aplica 2.67117
Angulo /°

N-Ag-N’ | 174,688 | 165,727

Tabela B.7: Parametros geométricos selecionados para as conformacdes cis e trans do complexo Pd-rtd.

Parametros geométricos H Valores calculados / A

Distancia de ligagdes || cis-[PdCly(1td),] | frans-[PdCly(rtd)s]

C-H 1,0989 1,0954

C-N 1,4934 1,5002

C-CH; 1,5330 1,5326

C-Cl1 1,5652 1,5643

Pt-N 2,1496 2,0996

Pt-Cl 2,3558 2,3836
Angulo /°

N-Pt-N’ 97.45 177,77

Cl-Pt-Cl1 96,29 180,0

Laboratério de Quimica Bioinorgdnica e Medicinal — IQ Unicamp 76



Apéndice C

Apéndice C - Espectros

C.1 Espectro de RMN 2D - Espectroscopia de Correlacao - COSY
['H-'H] para o complexo Pd-rtd

~ §*Hppm
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2

— oL
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Figura C.1: Experimento Cosy 'H-'H para o complexo Pd-rtd
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C.2 Espectro de RMN 2D - Espectroscopia de Correlacao - HSQC

['H-'3C] para o complexo Pd-rtd

Suellen - Pd-td-2 cdel3 - Avance 400 MHz - sel26sfsH1 HSQC
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Figura C.2: Experimento HSQC ['H-!3C] para o complexo Pd-rtd.
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C.3 Espectros de RMN - Desacoplamento de spin - HOMODEC
['H-'H] para o complexo Pd-rtd

B
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Figura C.3: Experimento Homodec ['H-'H] para o complexo Pd-rtd.
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