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Resumo

Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN), como Chikungunya e Leishmaniose, e enfermidades
emergentes, a exemplo de infeccBes por Zika, Mayaro e bactérias resistentes, causam milhares
de Obitos anualmente e impactam a qualidade de vida de milhdes de individuos em todo o
mundo. Contudo, essas doencas recebem pouco investimento e um baixo grau de
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Neste trabalho estudamos complexos
metalicos como alternativas terapéuticas para DTNSs, pois podem apresentar mecanismos de
acao em multiplos alvos e possibilidade de modulacao da reatividade mediante alteraces no
estado de oxidacdo do metal e na esfera de coordenacdo. Uma parte do estudo consiste na
sintese, caracterizacdo e avaliacdo da atividade antibacteriana, antifingica e inibicdo da
replicacdo do virus Chikungunya (CHIKYV) da base de Schiff sulfadoxina-salicilaldeido (SFX-
SL) e seu correspondente complexo de prata (AgSFX-SL). Os resultados apontam para uma
proporcao metal:ligante 1:1, a presenca de espécies diméricas do complexo em solugdo sugerem
a coordenacdo da base de Schiff ao ion prata(l) por meio dos atomos de nitrogénio e oxigénio
do grupo sulfonamida. A modelagem molecular corrobora a proposta de uma estrutura dimérica
para AgSFX-SL, o qual demonstrou atividade antimicrobiana contra patégenos Gram-positivos
e Gram-negativos, com valores de concentracdo inibitéria minima (MIC) na faixa de 12,0 a
48,0 umol-L?, e contra Candida albicans, com MIC de 2,8 pmol-L™. Além desse complexo,
este trabalho também aborda a sintese e avaliacdo da atividade antiviral contra os virus Zika
(ZIKV), Mayaro (MAYV) e um pseudovirus do novo coronavirus (VSV-eGFP-SARS-CoV-2),
bem como a atividade antileishmania de quatro complexos de ouro(l) lineares contendo carbeno
N-heterociclicos (NHC) trans a diferentes ligantes tiolato, contendo tiazolinas e pirimidinas.
Todos eles exibiram elevadas taxas de inibi¢ao da replicacdo viral contra ZIKV, MAYV e VSV-
eGFP-SARS-CoV-2 em concentragdes de 2 pmol-L™, evidenciando amplo espectro de acdo em
trés diferentes familias de virus. Ensaios de interagdo com o aminoacido N-acetil cisteina
(NAC) por RMN de H indicam a suscetibilidade desses complexos a reagdes de substituicdo
de ligantes por cisteina. Dentre os compostos, dois deles inibiram o crescimento de
promastigotas de Leishmania amazonensis com ECso de aproximadamente 2,0 umol-L™. No
entanto, nestes testes com macrofagos infectados com Leishmania, 0s complexos néo
apresentaram reducdo significativa na taxa de infeccdo, o que demanda estudos futuros para

entendimento da absorcéo celular destes complexos.



Abstract

Neglected Tropical Diseases (NTD) such as Chikungunya and Leishmaniasis, and emerging
diseases like Zika, Mayaro and superbugs, cause thousands of deaths annually and impact the
lives of millions worldwide. However, these diseases receive minimal investment and a slow
development of new therapeutic agents. In this work, we studied metallic complexes as
therapeutic alternatives for NTDs, due to their mechanisms of action on multiple targets and
the possibility of modulating reactivity by altering the metal's oxidation state and coordination
sphere. In one part we present the synthesis, characterization, and evaluation of the
antibacterial, antifungal, and Chikungunya virus (CHIKV) replication inhibition activities of
the sulfadoxine-salicylaldehyde Schiff base (SFX-SL) and its novel silver complex (AgSFX-
SL). The results indicate a 1:1 metal-to-ligand molar composition for the AgSFX-SL complex,
the existence of dimeric species of the complex in solution and the coordination of the Schiff
base to the silver(l) ion through the nitrogen and oxygen atoms of the sulfonamide group.
Molecular modeling supports the proposal of a dimeric structure for the AgSFX-SL, which
exhibits antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-negative pathogens, with
minimum inhibitory concentration (MIC) values ranging from 12.0 to 48.0 umol-L*, and
against Candida albicans, with an MIC of 2.8 pumol-L™. Besides, this work presents the
synthesis characterization and evaluation of antiviral activity against Zika virus (ZIKV),
Mayaro virus (MAYYV), and a pseudovirus of the novel coronavirus (VSV-eGFP-SARS-CoV-
2), and the antileishmanial activity of four linear gold(l)-N-heterocyclic-carbenes bound trans
to different thiolate ligands, especially thiazolines and pyrimidines. They showed high rates of
viral replication inhibition against ZIKV, MAYV, and VSV-eGFP-SARS-CoV-2 at
concentrations of 2 umol-L*, demonstrating a broad spectrum of action against three different
virus families. *H NMR interaction assays with the amino acid N-acetylcysteine (NAC) suggest
that they are highly susceptible to substitution reactions with this amino acid in the coordination
sphere. Two of the compounds inhibited promastigotes of Leishmania amazonensis at
concentrations around 2.0 pmol-L. However, in tests with macrophages infected with
Leishmania, these compounds did not show a significant reduction in the infection rate, which

demands further studies to understand their cellular uptake.
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1 Introducao

Esta tese aborda duas estratégias distintas para o desenvolvimento de metalofarmacos. A
primeira estratégia baseia-se na modificacdo de moléculas bioativas, que sdo posteriormente
associadas a ions metalicos. Nesse contexto, foi utilizado uma base de Schiff de um farmaco
sulfonamida para sintese de um complexo metélico de prata. Foram avaliadas as atividades
antibacterianas contra organismos Gram-positivos e Gram-negativos, bem como as
propriedades antivirais dos compostos obtidos. Os efeitos na atividade bioldgica resultante da
modificacdo estrutural foram avaliados através dos valores de concentracao inibitéria minima
e inibicdo da replicagéo viral.

Enquanto que a segunda abordagem, envolve a substitui¢do do ion cloreto na esfera de
coordenacao do complexo de ouro [Au(IMes)CI] que contém o carbeno N-heterociclico 1,3-
bis(2,4,6-trimetilfenil)-imidazol-2-iledeno (IMes) e possui bioatividade, por ligantes tiolato
contendo diversos grupos ciclicos nitrogenados, como tiazolinas e pirimidinas. O propdsito
dessa modificacéo é reduzir as reacOes de especiagdo do complexo de ouro no meio. Para esses
compostos foram avaliadas a capacidade da atividade antileishmania e antiviral, buscando
estabelecer correlacdes entre as atividades dos complexos com ligantes tiolatos em comparacgéo
ao complexo com cloreto.

O texto estd organizado em quatro se¢Bes principais: uma introducdo que aborda as
patologias de interesse, a classe de metalofarmacos, o uso medicinal de prata, de ouro e
apresenta os ligantes essenciais para este trabalho; em seguida, uma parte experimental que
detalha as condicdes utilizadas no desenvolvimento do trabalho; uma secdo de apresentacdo e
discussdo dos resultados, com caracterizagGes estruturais dos complexos de prata com
derivados de sulfadoxina, ensaios biofisicos e testes de atividade bioldgica, seguida pelos
respectivos dados relacionados aos complexos de ouro; e, finalmente, uma conclusao geral do
trabalho.

1.1  Doencas Tropicais Negligenciadas e Patogenos Emergentes

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN) compreendem um conjunto de 20 doengas
categorizadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que afetam principalmente paises
em desenvolvimento nas regides tropicais e recebem pouco investimento no desenvolvimento

de novos tratamentos®2. A incidéncia dessas doengas esta estritamente ligada a altos indices de
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pobreza, falta de acesso a agua potavel e saneamento bésico, impactando mais de 1 bilh&o de
pessoas globalmente®. No Brasil, as regides Norte e Nordeste sdo as mais afetadas,
especialmente em regides com baixos indices de Desenvolvimento Humano (IDH)*S.

Entre as DTN, estd a febre Chikungunya, uma arbovirose emergente no continente
americano causada pelo virus da Chikungunya (CHIKYV), transmitido pelo mosquito Aedes
aegypti®. Os sintomas incluem dor muscular e nas juntas, erupcdes cutaneas e febre durante a
fase aguda da doenca, que pode durar em torno de duas semanas. Porém, ha possibilidade de
evolucdo da doenca para um estagio pos-agudo gque dura até trés meses e até mesmo um estagio
crénico com sintomas que excedem esse periodo e causam incapacidade fisica’®.
Recentemente, a agéncia reguladora estadunidense Food and Drug Administration (FDA)
aprovou a primeira vacina contra Chikungunya, que se baseou nos resultados dos testes clinicos
de fase trés!®. Entretanto, nfo ha agentes antivirais para o tratamento da Chikungunya e a
abordagem terapéutica utilizada é voltada para o alivio dos sintomas dolorosos e febris!!.

Além do CHIKV outras arboviroses também representam uma preocupa¢do
significativa no contexto da saude publica no Brasil. Entre elas, destacam-se o virus Zika
(ZIKV) e o virus Mayaro (MAYYV), responsaveis pela febre Zika e a febre Mayaro,
respectivamente!?. Os sintomas dessas duas doengas assemelham-se aos apresentados em
infeccdes por outras arboviroses, como dengue e Chikungunya, apresentando febre, mialgia,
artralgia, artrite, dor de cabeca e inchago nas articulagdes®®.

Em relacdo a infeccdo por ZIKV, ha uma crescente preocupacdo devido a associacdo
com a ocorréncia de graves desordens neuroldgicas, como microcefalia em recém-nascidos e a
sindrome de Guillain-Barré!*>, Assim como na infeccdo por CHIKV, a febre Mayaro pode
evoluir para um estagio crénico, com sintomas de artrite e artralgia persistindo por mais de 3
meses?®.

Estas enfermidades exercem um impacto consideravel no sistema de salde, e algumas
podem resultar no desenvolvimento de sindromes cronicas. Entretanto, até 0 momento, nao
existem medicamentos especificos para o tratamento destas doencas, 0 que destaca a
necessidade do desenvolvimento de agentes antivirais voltados para essas patologias.

Dentro das doengas virais, ndo se pode deixar de mencionar o0 SARS-CoV-2 como um
patogeno emergente de grande preocupacdo. A rapida propagacdo do novo coronavirus da
sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-2) pelo globo desencadeou a pandemia da
COVID-19 em 2020, levando os sistemas de salde de vérias nagdes, incluindo o Brasil, ao
ponto de colapso®’. Até dezembro de 2023, foram registradas aproximadamente 7 milhdes de

mortes decorrentes da COVID-19 em todo o mundo. A contencéo significativa da pandemia foi
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possivel, em grande parte, gracas a rapida produgdo e implementacdo de vacinas!®!®,
Atualmente, diversos agentes antivirais, como Remdesivir, Sotrovimabe, Baricitinibe,
Paxlovid, Molnupiravir e Tocilizumabe, receberam aprovacdo para uso da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), proporcionando ferramentas eficazes no combate & doenga?.
No entanto, a notavel capacidade de mutacdo e adaptacdo do virus destaca a necessidade do
desenvolvimento continuo desse arsenal antiviral para enfrentar desafios futuros®:22,

Ja na categoria das parasitoses, a leishmaniose, também designada como DTN, é
causada por parasitas do género Leishmania. E transmitida pelo mosquito-palha infectado e
pode se manifestar em trés diferentes formas, a leishmaniose visceral (LV), a forma mais grave
da doenca que também é conhecida como calazar, a leishmaniose cutanea (LC) e a leishmaniose
mucocutanea (LM)?. Sio estimados 700 mil a 1 milhdo de novos casos de leishmaniose
anualmente, com casos da doenca concentrados em nove paises, incluindo o Brasil. Apenas em
2020, foram registrados 16 056 casos de leishmaniose cutdnea no pais. Os casos de
leishmaniose visceral no Brasil representam 97 % de todos 0s casos reportados nas Américas,
e 90 % dos casos de LM no mundo ocorrem em paises como Bolivia, Brasil, Etidpia e Peru?,

Os principais medicamentos para o tratamento da leishmaniose sdo o0s antimoniais
pentavalentes (Pentostan e o Glucantime) que possuem eficiéncia limitada e efeitos adversos
severos. A anfotericina B ¢ utilizada em casos de ineficiéncia desses farmacos, entretanto as
formulagBes apresentam alta toxicidade e alto custo financeiro?. O surgimento de casos de
resisténcia tornam a situacdo ainda mais preocupante e tornam o desenvolvimento de novas

opcdes de tratamento urgente?627 28,

1.2 Metalofarmacos

O termo metalofarmacos se refere a agentes terapéuticos que possuem metais ou
metaloides em sua composicdo que desempenham atividade biolégica. O inicio do uso dessa
classe de compostos remonta ao uso clinico do Salvarsan por volta de 1910, um farmaco
organoarsénico descoberto por Paul Ehrlich. Esse composto foi essencial no tratamento de
sifilis e outras infeccbes até o surgimento da penicilina, e marcou a consolidacdo da
quimioterapia?®.

Outro marco importante da quimioterapia foi o advento da cisplatina (Platinol) na
década de 1960, resultado de estudos conduzidos por Barnett Rosenberg e Loretta VanCamp
para o tratamento de diversos tipos de cancer. O notavel sucesso da cisplatina, impulsionou a

pesquisa e desenvolvimento de compostos inorgéanicos para tratamento e diagnostico de
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diversas doencas, o que contribuiu para a formacgdo da area de quimica bioinorganica®.
Atualmente, metalofarmacos baseados em metais como litio, bismuto, prata, paladio, platina e
ouro, estdo comercialmente disponiveis®.

Os metalofarmacos exibem um modo de acdo em multiplos alvos celulares, podem atuar
na ruptura da membrana, na formacg&o de espécies reativas de oxigénio (ROS), na desnaturacdo
de proteinas e enzimas essenciais, e na interrupcao do processo de divisdo celular. Destacam-
se em relacdo aos farmacos organicos, pois ndo se baseiam em um alvo especifico. Esses
compostos usualmente possuem um perfil pro-farmacos e séo ativados no organismo por meio
de mudangas na esfera de coordenacdo e no estado de oxidacdo. Uma caracteristica que
proporciona maior diversidade de mecanismos de acdo e amplifica seu espectro de acdo.
Entretanto, compreender esses processos e os efeitos nos organismos se demonstra uma tarefa
ardua e complexa®,

A ampla variedade de estruturas tridimensionais obtidas por compostos de coordenagéo
é outro fator de destaque para esse grupo, e proporciona um aumento da capacidade de interacdo
desses compostos com alvos bioldgicos, em comparacdo com compostos organicos bioativos
que tendem possuir estruturas lineares ou planares®*. O modo de acgdo diferenciado dos
metalofarmacos indica um grande potencial para o desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos, com capacidade de minimizar o surgimento de novos mecanismos de
resisténcia em patdgenos emergentes®. Essa habilidade se torna ainda mais interessante diante
do cenario alarmante de crescimento no numero de relatos de microrganismos resistentes. E
estabelece uma necessidade urgente no desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos,
dado que esse processo € consideravelmente mais lento do que o surgimento de novos

microrganismos resistentes®.

1.3 Uso medicinal da prata

A prata pode ser considerada um dos primeiros e mais estudados metais para aplicagdes
medicinais devido as suas propriedades antimicrobianas®. Com diversas aplicac6es da prata ao
longo da historia da ciéncia, desde a purificacao de bebidas até o uso de fios de prata em suturas
cirurgicas. Sais de prata foram amplamente utilizados de maneira empirica durante muito tempo
para o tratamento de varios disturbios humanos, tais como conjuntivite, gastroenterite e lesées
na pele®’.

Embora a propriedade antibacteriana dos compostos de prata seja amplamente

reconhecida, o mecanismo do modo de acdo associado a esse metal ainda permanece
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parcialmente compreendido, sendo atribuido a uma atividade em diversos alvos. Evidéncias
indicam que a liberacdo de ions Ag* no meio pode proporcionar o rompimento da parede
celular, inibicdo de enzimas e proteinas, geracao de espécies reativas de oxigénio e interacao
com DNA. Como o ion Ag* é um &cido mole, pela teoria &cido-base de Pearson, esta espécie
possui afinidade por bases moles como enxofre e, em situacBes especificas, com nitrogénio.
Portanto, proteinas com alto teor de residuos de cisteina reduzida podem ser potenciais alvos®.

O maior exemplo da aplicacdo de compostos de prata como agentes antibacterianos € a
sulfadiazina de prata (SSD) (Figura 1), um metalofarmaco utilizado no tratamento de
queimaduras por mais de cinquenta anos. Estudos demonstraram que a SSD age como um pro-
farmaco e libera ions Ag* lentamente, o que garante concentragdes menos toxicas e mais

seguras do que a apresentada pelo uso de nitrato de prata, que libera esses ions em altas
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Figura 1. Representacgéo estrutural da sulfadiazina de prata.

O sucesso da utilizacdo clinica da sulfadiazina de prata estimulou o desenvolvimento de
novos complexos de prata para aplicacfes farmacoldgicas, explorando as atividades anticancer,
antiflngica e antibacteriana desses compostos. Os complexos de prata(l) que se destacam nesse
campo, se baseiam em ligantes carboxilatos, fosfinas, N-doadores, S-doadores e carbenos N-
heterociclicos. Em muitos casos 0s complexos de prata apresentam atividade superior aos
farmacos referéncia utilizados nos estudos®.

Apesar da vasta quantidade de estudos que exploram a propriedade antibacteriana,
existem relativamente poucos trabalhos que investigam a atividade antiviral desses complexos.
Na literatura, ha relatos da atividade da SSD contra o herpesvirus*! e outros complexos de prata
com atividade contra o HIV e, mais recentemente, contra 0 SARS-CoV-24243,

Com o intuito de expandir o conhecimento sobre a atividade antiviral de complexos de
prata que possuem ligantes sulfonamidas, Esquezaro et al. demonstram o potencial da atividade
anti-CHIKV de complexos de prata com os ligantes mafenida e etil-mafenida, obtendo

resultados mais significativos para os complexo em concentragdes mais baixas em relagéo aos
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ligantes isolados, sugerindo um importante papel da prata destes complexos na atividade anti-
CHIKV#,

1.4 Sulfonamidas

As sulfonamidas, ou sulfas, sdo amidas de acidos sulfonicos de férmula geral R—-SO>—
NHR e séo reconhecidas como um marco importante na quimioterapia antimicrobiana desde a
descoberta dos efeitos antibacterianos do Prontosil (Figura 2) por Gerhard Domagk em 1932.
Nos anos seguintes, foi descoberto que esse composto possuia um perfil pro-farmaco, sendo
necessario uma reducao na etapa de metabolizacdo no organismo para gerar a espécie ativa

sulfanilamida (Figura 2)*.

N

0]
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Prontosil Sulfanilamida

Figura 2. Estrutura do Prontosil e respectivo produto de metabolismo, a sulfanilamida.

Essa classe de compostos representou os primeiros farmacos de uso sistémico que
afetam bactérias seletivamente, através do mecanismo de inibicdo da enzima diidropteroato
sintase e interferindo na via biossintética essencial do folato, devido a sua similaridade
estrutural com o acido para-aminobenzéico (PABA)**’. Esse modo de agdo especifico se torna
viavel, pois seres procarioticos como bactérias e alguns microrganismos eucariéticos como
parasitas, obtém o é&cido dihidrofélico através da sintese enddgena e utiliza a enzima
dihidropteroato (DHPS) sintase em parte desse processo. Enquanto os mamiferos adquirem esse
nutriente através da dieta alimentar e no possuem a enzima DHPS*,

Atualmente, o grupo funcional das sulfonamidas desempenha um papel importante no
design de medicamentos, levando ao desenvolvimento de compostos anti-inflamatérios,
antibacterianos, antifungicos e antiparasitarios*®. No entanto, a resisténcia microbiana é um
fator significativo que restringe o uso das sulfonamidas, limitando sua aplicacdo. Modificacdes
estruturais nesses compostos, incluindo a sintese de derivados de bases de Schiff de
sulfonamidas, tém sido empregadas para aprimorar a bioatividade, visando superar a resisténcia

bacteriana.
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Mondal et al. publicaram a sintese de bases de Schiff de diversas sulfonamidas que
demonstraram atividade inibitéria contra microrganismos resistentes, ao passo que as
sulfonamidas originais eram inativas®. Além disso, foi descrita a sintese de derivados de bases
de Schiff da sulfadiazina, com atividade e seletividade contra estafilococos e fungos. Esses
compostos apresentaram valores de concentracgdo inibitoria minima (CIM) inferiores aos da
sulfadiazina®!. Outras bases de Schiff derivadas de sulfonamidas demonstraram atividade
antifingica contra cepas de Candida auris resistentes ao fluconazol®?. Esses dados reforcam o
potencial de aplicacdo das bases de Schiff derivadas de sulfonamidas na medicina.

Uma das estratégias no desenvolvimento de metalofarmacos consiste na combinagéo de
moléculas bioativas com atividades ja bem estabelecidas, como propriedades antibacterianas e
anti-inflamatorias, com metais como prata, platina e cobre, entre outros. O grupo de farmacos
sulfas, ou sulfonamidas, representam um excelente exemplo de uma classe de moléculas
bioativas que tém sido consideradas para essa tatica. A sulfadiazina de prata (SSD) é
provavelmente o exemplo mais notavel do sucesso na combinagdo de sulfonamidas e metais na
busca por agentes antibacterianos para infec¢fes na pele. A OMS incluiu a SSD na lista de
medicamentos essenciais e é usada topicamente na forma de creme a 1 % para tratar
queimaduras de segundo e terceiro grau3®3,

A sulfadoxina (SFX) (Figura 3) é uma sulfonamida usada em combina¢do com a
pirimetamina como agente antiparasitario. Comercializada como Fansidar®, é utilizada no
tratamento de maléria resistente a cloroquina®. A molécula de SFX atua como um antagonista
do folato, inibindo a enzima diidrofolato redutase, interferindo na via biossintética essencial do
folato do parasita®. Contudo, mutagBes nessa enzima podem gerar parasitas resistentes a
sulfadoxina®®.

AN Cl

(a) (b)
Figura 3. Estrutura da (a) sulfadoxina (SFX) e (b) pirimetamina.

Chellan et al.>” publicaram a sintese de complexos metalicos com derivados de bases de
Schiff da sulfadoxina, os quais apresentaram boas respostas in vitro contra cepas resistentes de

Plasmodium, evidenciando um aprimoramento na atividade antimicrobiana do farmaco quando
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associado a ions metalicos. Na literatura ha diversos outros trabalhos publicados que seguem
uma abordagem similar, e propdem o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos

baseados na combinagdo de complexos metéalicos com sulfonamidas*+58-54,

1.5 Uso medicinal do ouro

As propriedades incomuns do ouro em relacdo a outros metais, como resisténcia a
corrosdo, oxidacgdo e seu caracteristico brilho dourado, conferiram a esse elemento um aspecto
mistico em diversas culturas, levando a sua utilizacdo na formulacéo de elixires para tratar
diferentes doencas. Um importante marco na investigacdo das propriedades terapéuticas dos
complexos de ouro foram os estudos de Robert Koch que demonstraram a propriedade
bacteriostatica do composto dicianoaurato de potassio, K[Au(CN)2], em cepas dos
microrganismos responsaveis pela turberculose®.

Embora o dicianoaurato de potassio ndo tenha demonstrado atividade terapéutica
esperada, 0 seu uso revelou seu potencial como agente anti-inflamatdrio e impulsionou o
desenvolvimento e a aplicacdo de medicamentos baseados em ouro para o tratamento de artrite
reumatoide. Esses medicamentos (Figura 4) com complexos de ouro(l) com ligantes tiolato em
sua estrutura, incluem o aurotiomalato sddico (Myocrisin™), aurotioglicose (Solganol™) e a
auranofina (Ridaura™), sendo este Gltimo o metalofarmaco mais recente para esse fim

terapéutico®®.
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Figura 4. Estrutura da (a) aurotiomalato sddico, (b) aurotioglicose e (c) auranofina.

Apesar das propriedades anti-inflamatorias citadas anteriormente, os compostos de ouro

se destacam na quimica bioinorganica pela proeminente atividade antiproliferativa. Complexos
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com ligantes fosfinas, ditiocarbamatos, ciclometalatos e bases de Schiff se destacam nesse
aspecto. Essa atividade, se deve ao carater acido mole da espécie Au™ que possui alta afinidade
por bases moles como 0s grupos tidis e selenois presentes em proteinas®’. O principal modo de
acao conhecido ¢ a inducéo de apoptose celular via inibi¢do de proteinas, como as enzimas do
grupo tiorredoxina redutase (TrxR). Essas enzimas estdo envolvidas no controle redox celular
e sdo expressas em uma maior quantidade em células tumorais do que em células saudaveis®®.
A inibicdo da enzima TrxR interrompe a mediacdo de reducdo da tiorredoxina (Trx), levando a
um efeito cascata que proporciona um aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) no ambiente celular, causando estresse oxidativo e consequentemente induzindo ao
processo de apoptose®.

A afinidade de espécies de Au* com residuos de cisteina em biomoléculas, despertou o
interesse da comunidade cientifica para explorar essa propriedade em outros organismos
patégenos. O que resultou em um aumento crescente de trabalhos com aplicagdo de complexos
metalicos de ouro como agentes antiparasitarios. Esses estudos se baseiam na interacdo com
biomoléculas especificas no processo metabolico de parasitas e a possibilidade de inativacdo
dessas enzimas, como a tripanotiona redutase (TR). A quimica de coordenacdo atua como uma
ferramenta poderosa nesse processo e proporciona alteracdes no perfil de reatividade do centro
metalico com esses alvos a partir de mudancas na esfera de coordenacéo desses compostos’®.

Compostos como a auranofina e analogos foram selecionados para estudos de
reposicionamento desse metalofarmaco e avaliar sua eficacia frente a organismos relacionados
a doencas parasitarias, como malaria e leishmaniose’"?. Nos trabalhos onde foram utilizados
parasitas do género Leishmania, a auranofina demonstrou atividade antiproliferativa contra a
forma promastigota do parasita em testes in vitro”.

Outros estudos publicados por Sharlow et al. evidenciaram a atuacdo da auranofina
como agente indutor de um processo semelhante a apoptose na forma amastigota do parasita in
vitro e in vivo com modelos murinos, demonstrando resultados comparaveis ao obtidos com
anfotericina B, utilizada como referéncia nestes testes. Os autores destacam que 0 mecanismo
de ac¢do principal da auranofina ocorre pela interacdo do ion Au* com a enzima TR, causando
a inibicao da sua atividade. Esta proteina pertence exclusivamente ao género Leishmania e tem
a funcéo de regular o equilibrio redox dentro da celula, a interferéncia nesse mecanismo pode
resultar na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) que séo capazes de causar a morte
do parasita’.

Uma outra categoria de complexos de ouro que tem se destacado na quimica medicinal

sdo os carbenos N-heterociclicos (NHCs) de ouro. Embora tenham sido inicialmente
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desenvolvidos para aplicacbes em catalise, varios estudos destacam o potencial terapéutico
desses compostos, evidenciando atividade antibacteriana, antitumoral e antiparasitaria™ "’

Os ligantes NHCs sdo uma classe bem estabelecida de ligantes neutros com pelo menos
um atomo de nitrogénio no anel da estrutura, onde o atomo doador é um carbono que dispde de
seis elétrons em sua camada de valéncia. Esse carbono possui um par de elétrons ocupando um
orbital com hibridizacéo sp? e um orbital p vazio em uma posigédo ortogonal ao par de elétrons’®.
Esse carbeno € estabilizado por fatores estéricos, em que o volume dos grupos substituintes
impede reacdes de dimerizacdo, e por fatores eletronicos, devido ao efeito retirador de elétrons
exercido pelos &tomos de nitrogénio do anel e a doacdo de densidade eletrénica n dos pares ndo
ligantes dos nitrogénios para o orbital p do carbono (Figura 5)°.

doacaon
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efeito retirador o

Figura 5. Representagéo de orbitais envolvidos no compartilhamento de densidade eletrénica
no anel imidazol dos NHCs.

Esse grupo de ligantes é caracterizado como doador ¢ forte e também como receptor e
doador & fraco®. Tendem a formar fortes ligagdes com diversos metais do bloco d, conferindo
alta estabilidade ao complexo metalico, o que favorece aplicacGes desses compostos até mesmo
em condicdes fisioldgicas®. Apesar serem frequentemente comparados aos ligantes fosfinas,
devido a similaridade na capacidade de doacédo de elétrons, sdo reconhecidos como doadores
mais eficientes em muitos casos. Essa classe de ligantes permite uma grande facilidade na sua
modificacdo estrutural a partir de diferentes substituintes nos atomos de nitrogénio e no anel
imidazol. O que proporciona uma vasta modulagdo da reatividade do complexo metélico e
permite a investigacdo de efeitos estéricos, eletrdnicos e a inser¢do de grupos funcionais
especificos®?.

Com o intuito de aprofundar os estudos da atividade antiparasitaria de complexos de

ouro(l), nosso grupo de pesquisa propds o uso de NHCs de ouro(l) como agentes
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antileishmania. Dentre os diversos NHCs simétricos de ouro testados com grupos benzila e
arila, o composto [Au(IMes)CI] (Figura 6) demonstrou a atividade antileishmania mais
promissora, com o maior indice de seletividade. A partir desses estudos foi possivel apontar o

carater lipofilico como pardmetro importante na atividade e seletividade dos compostos®.

Figura 6. Estrutura do complexo [Au(IMes)ClI].

Em outro trabalho publicado pelo nosso grupo de pesquisa, Aires et al. demonstraram o
potencial do uso de compostos de ouro contra arboviroses, explorando a atividade anti-CHIKV
de diferentes complexos de ouro(l) com os ligantes trifenilfosfina (PPhs) e IMes. Em um ensaio
com solugdes de dgua/dimetilsulfoxido do complexo [Au(IMes)Cl], foi observada a formacéo
da espécie [Au(NHC).]" a partir de reacOes de especiacdo no meio (Figura 7), e 0 aumento da
sua concentracdo ao longo do tempo®. As espécies [Au(NHC).]* sdo bastante exploradas na
guimica medicinal, pois possuem propriedades como carga positiva e alta lipofilicidade que
facilitam a penetracdo desses complexos através da membrana celular. Porém, tendem a
demonstrar uma maior citotoxicidade do que os complexos heterolépticos correspondentes com

ions halogeneto, o que pode conferir baixa seletividade a esses compostos.
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Figura 7. Reacéo de especiacdo do complexo [Au(IMes)Cl].
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Uma das estratégias utilizadas para impedir reacdes de especiacdo de NHCs de ouro
heterolépticos é a funcionalizacdo da ligagdo (NHC)Au—Cl, na qual o haleto € substituido por

ligantes contendo atomos de nitrogénio ou enxofre. A formacgédo de ligacbes Au-S € bem
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favoravel, por estabelecer uma interacdo entre um &cido e uma base mole, conferindo
estabilidade ao complexo. Essa estabilidade pode contribuir para um aumento das chances de
alcance dos complexos a alvos bioldgicos®®. Um exemplo notavel dessa propriedade é
observado na aplicacdo da auranofina em condicdes fisioldgicas, um complexo de ouro que
contém um ligante tiolato em sua esfera de coordenag&o®.

Ligantes tiolatos (RS) sdo facilmente obtidos pela desprotonacgdo de tidis e oferecem
uma grande variedade de moléculas com atomos de enxofre doadores. Em complexos do tipo
(NHC)AuU-SR, os grupos ligados aos tiolatos permitem a modificacdo do perfil de
lipofilicidade, fatores estéricos e capacidade de doacdo do atomo de enxofre. E a introducédo de
grupos nitrogenados e analogos de nucleotideos podem possibilitar novas interacbes com
biomoléculas®’. Alguns exemplos de ti6is, como 2-mercaptotiazolina (HStzn), 2-
mercaptobenztiazol (HSbtz), 2-mercaptopirimidina (HSpym) e 2-tiouracil (2tuH), ilustrados na
Figura 8, apresentam tautomerismo tiol/tioacetona e sdo empregados na obtencéo de complexos
(NHC)AuU-SR e outros tipos de complexos de ouro, utilizados em diversos estudos com

aplicagdo medicinal®®:76.88-%0,
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Figura 8. Estrutura da (a) 2-mercaptotiazolina, (b) 2-mercaptobenztiazol, (c)
2-mercaptopirimidina e (d) 2-tiouracil.
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2  Objetivos

Levando em conta o cenario da quimica de coordenacdo envolvendo ligantes do tipo
sulfonamida e da bem estabelecida atividade antibacteriana de complexos de prata, este trabalho
tem como objetivo inicial a sintese, caracterizacdo e avaliacdo da atividade antibacteriana e
antifungica de complexos de prata(l) com derivados de sulfadoxina, com foco na investigacao
das atividades bioldgicas resultantes da formacdo da base de Schiff a partir da reacdo deste
ligante com salicilaldeido. Assim como, a investigacdo da atividade anti-CHIKV dos
compostos ja mencionados, frente aos recentes relatos da atividade antiviral de complexos de
prata.

Diante da atividade antileishmania e antiviral apresentada pelo NHC de ouro(l)
[Au(IMes)CI], é estabelecido também como objetivo deste trabalho a sintese, caracterizacao,
avaliacdo da atividade antileishmania e avaliacdo da atividade antiviral contra o ZIKV, MAYV
e SARS-CoV2 de uma série de compostos NHC de ouro(l) com ligantes tiolatos, empregando
reacOes de troca do ligante cloreto no complexo [Au(IMes)CI] e utilizando ligantes tiois, como

0 2-mercaptobenzotiazol, 2-mercaptotiazolina, 2-mercaptobenzimidazol e o 2-tiouracil.
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3  Parte Experimental

3.1 Materiais e Equipamentos

Todos os reagentes de grau comercial foram utilizados sem purificacdo prévia. Os
reagentes sulfadoxina, salicilaldeido, hidroxido de potassio, nitrato de prata, glioxal 40 %
(m/m), 2,4,6-trimetilaniline, paraformaldeido, clorotrimetilsilano, tetrahidrotiofeno,
tetracloroaurato de potassio, 2-mercaptotiazolina, 2-mercaptobentiazol, 2-mercaptopirimidina,
2-tiouracil, metdxido de sédio, N-acetil-cisteina, dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-deg), DNA
de timo de boi (CT-DNA), membrana de dialise foram adquiridos pela Sigma-Aldrich. E os
reagentes carbonato de potassio, metanol, diclorometano, éter etilico e dimetilsulféxido foram
adquiridos pela Synth. A albumina sérica bovina (BSA) foi adquirida pela Bio Basic Canada.

Os dados de difracdo de raios X de monocristal foram obtidos pelo difratdmetro Bruker
Kappa Apex 11 DUO utilizando uma fonte de molibdénio. Os espectros de RMN de H em
solugéo foram obtidos no equipamento Bruker 250 MHz e Bruker Avance 400 MHz utilizando
DMSO-ds como solvente. Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio
(*H), carbono (*3C) difratbmetro Bruker Kappa Apex Il DUOBruker Avance |11 500 MHz ou
400 MHz e Bruker Avance 111 HD 250 MHz. Enquanto os espectros de RMN de polarizagédo
cruzada e rotagdo segundo o angulo magico (CPMAS) para o nticleo de carbono-13 (*3C) foram
adquiridas no equipamento Bruker Avance 11+ 400 MHz. Os espectros no infravermelho (FT-
IR) foram obtidos no espectrometro Agilent Cary 630 FTIR, usando o método de refletancia
total atenuada (ATR), na faixa de 4000-400 cm™ e com resolugdo de 4 cm™. As andlises
elementares foram obtidas no equipamento Perkin EImer 2400 CHNS/O Analyzer. Os espectros
gerados a partir da espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS) foram adquiridos
utilizando o equipamento Orbi-trap Thermo Q-Exactive com o método de ionizagdo por
electrospray (ESI-MS) no modo de aquisicdo positivo. As amostras de AgSFX-SL foram
preparadas a partir de uma suspenséo de 1,0 mg do complexo em 1,0 mL de dimetilsulfoxido
(DMSO), enquanto as amostras dos complexos de ouro(l) foram preparadas a partir de uma
solugéo contendo 1,0 mg de complexo em 1,0 mL de metanol. Todas as amostras foram filtradas
e diluidas em uma solucéo de metanol:agua contendo 0,1 % v/v de acido férmico. As solucdes
finais foram injetadas diretamente no instrumento e foram analisadas no modo positivo com o
fluxo de 200 pL-mint. Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em um espectrofotdmetro

de fluorescéncia Cary Eclipse com utilizagdo de cubeta de quartzo com 4 faces polidas e
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caminho oéptico de 1,0 cm, com velocidade de varredura média pré-definida pelo equipamento.
Os espectros de dicroismo circular foram obtidos em um espectrofotémetro Jasco J-720 com

cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho optico.

3.2  Sintese da base de Schiff sulfadoxina-salicilaldeido (SFX-SL)

Para a sintese do ligante base de Schiff foi utilizado o seguinte procedimento (Esquema
1): em um baldo foram adicionados 1,0 mmol de sulfadoxina (SFX), 1,0 mmol de salicilaldeido
(1,0 mmol) e 5,0 mL de metanol. Essa mistura foi acondicionada em um sistema de refluxo e
agitacéo constante por 3 h, obtendo um precipitado amarelo ao final do tempo de reagéo. Depois
de resfriado o precipitado foi separado por filtracdo a vacuo, lavado com algumas porc¢des de
metanol e seco em um dessecador. Os monocristais da base de Schiff de sulfadoxina com
salicilaldeido (SFX-SL) foram obtidos a partir da cristalizagdo do sobrenadante da reacdo
armazenado em -4 ° C ap6s alguns dias. Calculado (%): C 55,06; H 4,38; N 13,52 Experimental
(%): C 54,39; H 4,00; N 13,54. Rendimento 86,0%.

o N7

N (0] OH  refluxo 70° C g |

s A | 3h NN OCHj3

6 H OCH; * H e OH OCH, + H,0
OCHs MeOH ©\AN

HoN

OH

Esquema 1. Procedimento de sintese da base de Schiff sulfadoxina-salicilaldeido (SFX-SL).

3.3 Sintese do complexo de prata(l) com base de Schiff (AgSFX-SL)

O complexo de prata(l) foi sintetizado a partir do seguinte procedimento (Esquema 2):
em um baldo foram adicionados 0,25 mmol do composto SFX-SL e 0,30 mmol de hidréxido de
potéssio (KOH) em 5,0 mL de metanol (MeOH), solubilizando parcialmente a base de Schiff.
Entdo foi gotejado lentamente uma solugéo recém preparada com 0,25 mmol de nitrato de prata
em 2,0 mL de &gua destilada ao meio reacional que foi mantido em agitacdo constante, em
temperatura ambiente e protegido da luz por 30 min. O precipitado amarelo claro obtido na
sintese foi separado por filtracdo a vacuo, lavado com metanol e seco em dessecador. A partir
da anélise elementar foi proposta a formula minima AgC19H17N4OsS. Calculado (%): C 43,78;
H 3,29; N 10,75. Experimental (%): C 43,17; H 3,20; N 10,20. Rendimento 94 %. Apesar de
diversas tentativas ndo foi possivel obter monocristais deste complexo para uma analise mais

detalhada por difracdo de raios de X.
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Esquema 2. Sintese do complexo de prata(l) com a base de Schiff sulfadoxina-salicilaldeido
(AgSFX-SL) e respectiva proposta estrutural.

3.4  Sintese do complexo [Au(IMes)Cl]

A sintese do complexo [Au(IMes)CI] foi feita de acordo com o procedimento descrito
na literatura®. Em um bal4o foram adicionados 0,35 mmol, IMes.HCI 0,35 mmol de [Au(tht)CI]
e 15,0 mL de diclorometano (DCM), essa solucdo ficou em agitacdo constante por 15 min. Em
seguida foram adicionados 7,0 mmol de K>CO3, mantendo o sistema em agitacdo constante e
protegido da luz por 1,5 h. A mistura foi filtrada em Celite e a solugéo resultante teve seu
volume reduzido para aproximadamente 5,0 mL. Ent&o a essa solucéo foi gotejada um volume
de 10,0 mL de éter etilico gelado, formando um precipitado branco de aspecto cristalino que
foi separado por filtracdo e lavado com trés por¢des de 5,0 mL de éter etilico. O precipitado foi

seco sob vacuo.

3.5 Procedimento geral de sintese dos complexos de ouro [Au(IMes)(SR)]

O procedimento geral de sintese de substituicdo do ligante cloreto no NHC de ouro(l)
por ligantes tiolatos foi adaptado da literatura’®. Em um bal4o foram adicionados 0,06 mmol da
respectiva base nitrogenada com grupo tiol (HSR), 0,06 mmol de base (hidréxido de potassio
ou metdxido de sodio), e 5,0 mL de metanol (MeOH), resultando em uma solucdo a qual foram
adicionados 0,06 mmol do complexo precursor AulMesClI (Esquema 3). A mistura foi mantida
em agitacdo constante e protegida da luz em temperatura ambiente por 2 h. Para remover o
cloreto de potassio do produto, o volume de MeOH foi removido em um rotaevaporador e foram
adicionados 5,0 mL de diclorometano (DCM) nesse baldo, formando uma suspenséo que foi
filtrada com Celite. A solucéo resultante foi concentrada em pressao reduzida a um volume de
aproximadamente 2,0 mL e entdo foi adicionado éter etilico para precipitacdo, obtendo um

solido incolor de aspecto cristalino que foi seco sob vacuo.
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Esquema 3. Rota geral de sintese dos complexos [Au(IMes)(SR)].

3.5.1 Sintese do complexo [Au(IMes)(Stzn)]

O procedimento de sintese do complexo [Au(IMes)(Stzn)] foi realizado de acordo com
0 descrito no procedimento geral, onde foi utilizado o 2-mercaptobenzotiazolina (HStzn) e
hidroxido de potassio (KOH) como base, obtendo um solido incolor de aspecto cristalino ao
final do procedimento. Este complexo pode também ser nomeado como AulMesStzn ao longo
do texto. A partir da analise elementar foi proposta a formula minima AuC24H2sN3S2-1/2H20.
Calculado (%): C 45,86; H 4,65; N 6,68. Experimental (%): C 45,75; H 4,55; N 6,60.
Rendimento 70 %.

3.5.2 Sintese do complexo [Au(IMes)(Shtz)]

O procedimento de sintese do complexo [Au(IMes)(Sbtz)] foi realizado de acordo com
0 descrito no procedimento geral, onde foi utilizado o 2-mercaptobenzotiazol (HSbtz) e
metoxido de sédio (NaOMe) como base, obtendo um solido incolor de aspecto cristalino ao
final do procedimento. Este complexo pode também ser nomeado como AulMesSbtz ao longo
do texto. A partir da analise elementar foi proposta a formula minima AuCzgH2sN3S2-H20.
Calculado (%): C 49,05; H 4,41; N 6,13. Experimental (%): C 49,25; H 4,125; N 6,13.
Rendimento 85%.
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3.5.3 Sintese do complexo [Au(IMes)(Spym)]

O procedimento de sintese do complexo [Au(IMes)(Spym)] foi realizado de acordo com
0 descrito no procedimento geral, onde foi utilizado 2-mercaptopirimidina (HSpym) e metdxido
de sdédio como base, obtendo um solido amarelado de aspecto cristalino ao final do
procedimento. Os monocristais foram obtidos a partir da evaporacdo lenta do meio reacional
em metanol a temperatura de 5 °C. Este complexo pode também ser nomeado como
AulMesSpym ao longo do texto. A partir da analise elementar foi proposta a formula minima
AuUC25H27N4S-°/3H20. Calculado (%): C 46,73; H 4,76; N 8,72. Experimental (%): C 46,70; H
4,29: N 8,41. Rendimento 63 %.

3.5.4 Sintese do complexo [Au(IMes)(2-tu)]

O procedimento de sintese do complexo [Au(IMes)(2-tu)] foi realizado de modo similar
ao descrito para o [Au(IMes)(Stzn)], porém utilizando 2-tiouracil (2-tuH) e metdxido de sddio
como base, obtendo um sélido incolor de aspecto cristalino ao final do procedimento. Os
monocristais foram obtidos a partir da evaporacdo lenta do meio reacional em metanol a
temperatura de 5 °C. Este complexo pode também ser nomeado como AulMes2tu ao longo do
texto. A partir da analise elementar foi proposta a formula minima AuCazsH27N4OS-%/2H20.
Calculado (%): C 45,80; H 4,61; N 8,55. Experimental (%): C 45,94; H 4,24; N 8,36.
Rendimento 80 %

3.6 Modelagem computacional molecular

Os estudos de modelagem computacional molecular foram realizados em colaboracéo
com o Prof. Dr. Douglas Henrique Pereira, da Universidade Federal de Tocantins - UFT, Brasil.
Para estudos tedricos, foi utilizada a teoria do funcional de densidade (DFT) e todas as
moléculas foram otimizadas para a energia minima usando o funcional hibrido ®B97XD%. Para
0s atomos de carbono, hidrogénio, oxigénio, enxofre e nitrogénio, foi utilizado o conjunto de
base 6-31G(d,p)°>%*, e para o atomo de prata, foi selecionado o conjunto de base de potencial
de nucleo efetivo LANL2DZ%. Os célculos de frequéncia foram realizados para confirmar que
as estruturas otimizadas estavam em sua energia minima. Todas as otimizacdes e calculos de
frequéncia foram realizados usando o programa Gaussian 09%. As estruturas foram construidas
utilizando o programa GaussView®’. A energia de ligacdo (AELigacao), @ energia de Gibbs e a
entalpia do processo de coordenacéo foram quantificadas pelas equacgdes 1-3.

AELigac;éo = Ecomplexo - [Eligante + Emetal] (1)
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AG = Geomplexo — [Gligante + Gmetal] 2

AH = Hcomplexo — [Hiigante + Hmeta] )
onde AELigacao corresponde a energia de ligag@o, Ecomplexo € @ energia do complexo, Eliigante €
Emeta COrrespondem as energias eletronicas do ligante SFX-SL e do atomo de prata,
respectivamente®® 1% A energia de ponto zero (ZPE) foi adicionada a energia eletronica (E +
ZPE). A energia Gibbs e a entalpia do processo também foram calculadas de maneira anéloga.
As energias do HOMO (Orbital Molecular mais Alto Ocupado) e do LUMO (Orbital Molecular
mais Baixo Ndo Ocupado) foram usadas para obter a dureza quimica (1), a maciez quimica (S),
o potencial quimico (p), a eletronegatividade (y) e o indice de eletrofilicidade ()%, levando

em consideracéo o teorema de Koopmans®®®, equacdes 4-7:

n= (EHOMO;ELUMO) (4)
1
S=3 (%)
E +E
= ( HOMo2 LUMO) _ — (6)
_ ¥
w=" ")

O pacote AIMALL¥ foi selecionado e aplicado para caracterizar as interacdes ou ligacdes

usando a Teoria Quantica de Atomos em Moléculas (QTAIM)05-109,

3.7 Ensaios de concentracdo inibitdria minima de atividade antimicrobiana

Os testes de atividade antimicrobiana foram realizados pela parceria com o Prof. Dr.
Carlos Henrique Gomes Martins e as alunas Mariana Brentini Santiago e Nagela Bernadelli
Sousa Silva do Laboratério de Ensaios Antimicrobianos da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU). A concentracdo inibitoria minima (CIM) pode ser definida como a menor concentracéo
de um agente antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano. Para a determinacéo de
CIM de bactérias aerobias e anaerdbias incluidas neste estudo, foi utilizado o método de
microdiluicio recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute*®'! com
algumas modifica¢Ges que sdo descritas a seguir.

Os compostos isolados foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO; Merck®) ou
agua destilada e diluidos com caldo Mueller Hinton (Kasvi®) para as bactérias aerobias e caldo
Schaedler (Difco®) suplementado com hemina (5 mg-mL™, Sigma®) e menadiona (1 mg-mL™,
Sigma®) para as bactérias anaerobias. Entdo, doze concentracbes dos compostos isolados,

variando de 0,195 a 400 pg-mL™?, foram testadas em uma microplaca de 96 pogos.
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As bactérias utilizadas neste estudo foram obtidas na American Type Culture Collection
(ATCC). Foram utilizadas as seguintes bactérias aerobias: Staphylococcus aureus ATCC
BA44, Burkholderia cepacia ATCC 25416, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 e a bactéria anaerobia Cutibacterium acnes ATCC
11827. Os inéculos foram ajustados para dar uma concentragio de células 5-10° CFU-mL™ para
as bactérias aerdbias e 1-108 CFU-mL™ para a bactérias anaerdbias.

As placas contendo as bactérias aerobias foram incubadas a 37 °C por 24 h e as placas
contendo 0s microrganismos anaerobios foram incubadas a 37 °C por 72h em (80 % N2, 10 %
COo, 10 % H,) em uma camara anaerdbica (Don Whitley Scientific, Bradford, Reino Unido).
Apos a incubacdo, 30 pL de solugdo aquosa de resazurina (Sigma®) a 0,02 % foram
adicionados a cada poco, para revelar o crescimento bacteriano®'?. As cores azul e vermelha
representam a auséncia e a presenca de crescimento microbiano, respectivamente. Para controle
negativo foi utilizado DMSO 5 % (v/v). Como controle positivo, gentamicina (0,0115 a 5,9
ug-mL7), vancomicina (0,0115 a 5,9 pg-mL™) e cloranfenicol (7,198 a 5000 pg-mL™) foram
usados para bactérias aerdbias e apenas gentamicina (0,0115 a 5,9 pg-mL™) como um controle
positivo para as bactérias anaerébias. Um indculo foi incluido para monitorar o crescimento

bacteriano. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.8 Ensaios de atividade antileishmania

Os ensaios biolégicos envolvendo Leishmania e macréfagos derivados de medula 6ssea
foram realizados em parceria com o Prof. Danilo Ciccone Miguel e o aluno Marcus Savio
Araujo Garcia do Laboratério de Estudos de Biologia da Infeccdo por Leishmania (LEBIL) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

3.8.1 Cultivo do parasito e ensaio com promastigotas

As formas promastigotas de Leishmania. (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foram
cultivadas a 25 °C em meio 199 (Gibco-BRL, Invitrogen), suplementado com penicilina 50
U-mL™, estreptomicina 50 pg-mL, tampdo HEPES pH 7,4, adenina 0,1 M, hemina 0,0005 %
viv e 10 % v/v de soro fetal bovino (SFB)(Invitrogen®). Os ensaios foram executados duas
vezes separadamente com experimentos realizados em triplicata, a partir da incubacdo de
promastigotas de fase logaritmica com concentracfes decrescentes dos compostos de ouro (24;
12; 6; 3; 1,5; 0,75 uM). Os ligantes HStzn, HSbtz, HSpym e 2-tuH, também foram testados em

paralelo para exclusdo da atividade leishmanicida em cada caso, além de grupo contendo até 1
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% (v/v) de DMSO como controle de diluente. Os ensaios foram conduzidos por 24 h para
avaliacdo da viabilidade pelo método do MTT e as concentracdes efetivas para inibir 50 % do
crescimento de culturas parasitarias (ECso) foram estabelecidas a partir de curvas de dose-

resposta sigmoidais utilizando-se o GraphPad Prism (©2022 GraphPad Software).

3.8.2 Cultivo de células hospedeiras e ensaio e viabilidade celular

Para a obtencdo de macrofagos derivados de medula 6ssea (Bone marrow-derived
macrophages - BMDM), foram extraidas células precursoras da medula dssea de fémures e
tibias de camundongos fémeas BALB/c de 45 dias. Estas células foram cultivadas para
diferenciacdo em macrofagos durante sete dias em placas contendo 10,0 mL de meio R2030, e
mantidas em estufa a 37 °C, com atmosfera de 5 % CO». Ao fim de uma semana, os macrofagos
diferenciados foram recolhidos em meio RPMI e centrifugados a 1500 rpm por 5 mina 4 °C
para contagem em camara de Neubauer e semeados a 5-10* células por poco de placas de 96
pocos. Ensaios de citotoxicidade foram conduzidos a partir do método de MTT para
estabelecimento de curvas dose-resposta e calculo de concentrac@es citotoxicas dos compostos
por 24 h para 50 % das culturas (CCsp) utilizando-se GraphPad Prism (©2022 GraphPad
Software).

3.8.3 Infeccdo in vitro

Para os ensaios de infecgdo, foram incubados 4-10° células BMDM por pogo em placas
de 24 pocos para infeccdo com 5 promastigotas de fase estacionaria para cada macrofago, com
multiplicidade infeccdo (MOI) igual a 5 a 34 °C, com atmosfera de 5 % CO,. Apo6s infeccdo
por periodo overnight, os pogos foram lavados com tampdo aquecido (PBS 10mM) para
remocdo de parasitas ndo internalizados. Os grupos de células infectadas foram incubadas
apenas com meio RPMI completo ou com diferentes concentragdes dos complexos AulMesStzn
e AulMes2tu (5; 3; 1,5; 0,5 e 0 uM) por 24 h para analise da carga parasitaria e taxas de
infeccdo. As contagens destes parametros ocorreram a partir da obtencao de fotomicrografias
das placas (EVOS Cell Imaging System) previamente fixadas com metanol puro e coradas com
o kit Instant Prov (New Prov, Pinhais, Brasil). Os dados de inibicdo de multiplicacdo de

amastigotas intracelulares foram contabilizados em triplicatas bioldgicas.

3.9 Ensaios de atividade antiviral
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Os ensaios bioldgicos para avaliacdo da atividade antiviral dos compostos foram
realizados em parceria com a Profa. Ana Carolina Gomes Jardim e os alunos Ana Laura Costa
Oliveira, Daniel Oliveira Silva Martins, Igor Andrade Santos, Natasha Marques Cassani e Uriel

Enrigue Aquino Ruiz do Laboratorio de Virologia da UFU.

3.9.1 Ensaio de viabilidade celular de BHK-21 — Ensaio MTT

A viabilidade celular foi realizada pelo método MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich®). As células BHK-21 foram cultivadas em placas
de 48 pogos com uma densidade de 5-10* células por poco e incubadas durante a noite a 37 °C.
Esses pogos foram tratados com diferentes concentracGes de cada compostos, resultando em
oito concentracdes diferentes, e incubadas por 24 h. Em seguida, o meio foi substituido pela
solugdo de MTT a 1 mg-mL™, as células foram incubadas por 30 minutos, e entdo a solucio de
MTT foi removida e substituida por 300 pL. de DMSO para solubilizar os cristais de formazan.
A absorbancia foi medida a 490 nm no leitor de microplacas Glomax (Promega®). A
viabilidade celular foi calculada a partir da equacédo (T/C) x 100%, onde T e C representam a
média de densidade Optica dos grupos tratados e dos grupos de controle, respectivamente. A
concentracdo citotdxica de 50 % (CCso) foi calculada utilizando GraphPad Prism 8.

3.9.2 Cultura celular de Vero-E6

Células Vero-E6 (tecido renal derivado de um macaco verde africano, ATCC E6) foram
cultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Sigma—Aldrich) suplementado
com 100 U-mL* de penicilina (Gibco Life Technologies), 100 mg-mL™ de estreptomicina
(Gibco Life Technologies), 1 % (v/v) de aminoacidos ndo essenciais (Gibco Life Technologies)
e 10 % (v/v) de soro fetal bovino (FBS; Hyclone) a 37 °C em incubadora umidificada a 5 % de
COa.

3.9.3 Ensaio de viabilidade celular de Vero-E6 — Ensaio MTT

A viabilidade celular foi medida pelo método MTT (Sigma-Aldrich). As células Vero-
E6 (tecido renal derivado de um macaco verde africano) foram semeadas em placas de 96 pogos
a uma densidade de 5-10° células por poco e incubadas durante a noite a 37 °C em uma estufa
umidificada de 5 % de CO2. Ao meio de cultura celular foram adicionadas solugdes dos
complexos de ouro nas concentragdes de 50, 10 e 2 uM, que foram incubadas com essas

solugdes a 37 °C por periodos distintos, 24, 48 e 72 h, respectivo ao tempo do ensaio de infeccédo
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de cada virus. Em seguida, o meio foi removido e uma solugdo de MTT na concentracdo de 1
mg-mL* foi adicionada a cada poco, incubada por 30 min a 37 °C em estufa umidificada de 5
% CO.. Em seguida, o meio foi substituido por 100 uL. de DMSO para solubilizar os cristais de
formazan. Entéo, a absorbancia foi medida pela densidade éptica (DO) de cada pogo a 560 nm,
utilizando-se o leitor de microplacas Glomax (PROMEGA). A viabilidade celular foi calculada
de acordo com a equacéo (T/C) x 100%, onde T e C representam a densidade 6ptica média do

grupo tratado e do grupo controle veiculo, respectivamente.

3.9.4 Ensaios de atividade antiviral - CHIKV

Para avaliar a atividade antiviral de cada composto, foram semeadas células BHK-21
com uma densidade de 5-10* células por pogo em uma placa de 48 pogos por 24 h e infectadas
com CHIKV-nanoluc com uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,1 PFU/célula na
presenca de cada composto em uma concentragdo néo toxica estabelecida (50; 10 e 2 umol-L?).
As amostras foram coletadas em tampao de lise Renilla luciferase (Promega®) em 16 h apos a
infeccdo (h.p.i.) e o nivel de replicacdo do virus foi quantificada medindo a atividade da
nanoluciferase utilizando o Sistema Renilla luciferase (Promega®). Os dados foram analisados
pela distribuicdo normal para demonstrar a aplicabilidade do teste paramétrico ou néo
paramétrico. Em seguida, foi utilizado o teste Two-way ANOVA para comparar o tratamento de

cada composto com DMSO ou &gua como controle, com um p < 0,01131%4,

3.9.5 Ensaios de atividade antiviral - ZIKV
Uma amostra de ZIKV selvagem isolada de uma amostra clinica de um paciente no
Brasil (ZIKVpre243)!1° foi amplificado empregando células Vero-E6 em frasco de 75 cm2 por 3

dias. Em seguida, o sobrenadante viral foi coletado e armazenado a -80 °C. Para determinar os
titulos virais, 5-10° células Vero-E6 foram semeadas em cada uma das placas de 96 pocos por
24 h antes da infeccdo. As células foram infectadas com diluicdo em série de 10 vezes do
ZIKVPE243 e incubadas por 72 h em estufa umidificada a 5 % COz a 37 °C. Em seguida, as
células foram fixadas com formaldeido a 4 % (v/v), lavadas com PBS e adicionadas de tampé&o
bloqueador (BB) contendo Triton X-100 0,1% (Vetec Labs, BR), BSA a 0,2 % (m/m) e PBS
por 30 min, para realizacdo do ensaio de imunofluorescéncia conforme descrito na literatura®®.

Para avaliar a atividade antiviral de cada composto, células Vero-E6 foram semeadas a
uma densidade de 5-10% células por poco em placas de 96 pogos por 24 h e infectadas com
ZIKVPE243 a uma multiplicidade de infec¢do (MOI) de 0,01 PFU/célula na presenca de cada



40

composto na concentracdo ndo citotoxica estabelecida. As células foram fixadas com
formaldeido a 4 % (v/v), lavadas com PBS e adicionadas de BB para ensaio de
imunofluorescéncia. Os dados foram analisados para distribuicdo normal para demonstrar a
aplicabilidade do teste paramétrico ou ndo paramétrico. Em seguida, o teste two-way ANOVA
foi empregado para comparar o tratamento de cada composto com o controle de DMSO, com
um p <0,05.

3.9.6 Ensaios de atividade antiviral - MAYV

Para avaliar a atividade antiviral dos compostos, células VVero-E6 foram semeadas a uma
densidade de 2-10* células por poco em placas de 48 pogos. Apds 24 h, as células foram
infectadas com MAYV-nanoluc na presenca de cada composto em sua maior concentracdo nao
citotoxica. Apds 24 h de tratamento, as amostras foram coletadas com tampéo de lise Renilla-
luciferase (Promega®) e os niveis de replicacdo viral foram quantificados medindo-se a
atividade por meio do Ensaio de Renilla-luciferase (Promega®). A atividade antiviral foi
calculada de acordo com a equacéo (T/C) x 100%, onde T e C representam a média do grupo

tratado e a média da ultima concentragéo, respectivamente.

3.9.7 Titulagéo viral — VSV-eGFP-SARS-CoV-2

O virus da estomatite vesicular (VSV) pseudotipado expressando eGFP como marcador
para infeccdo, no qual o gene da glicoproteina (G) foi substituido pela proteina spike do SARS-
CoV-2 (VSV-eGFP-SARS-CoV-2). O virus foi expandido utilizando células Vero-E6 em
garrafas para cultura de 175 cm? e apds 48 h o sobrenadante foi recolhido para a obtencio de
aliquotas, a fim de estocar o virus expandido. Para determinar o titulo viral, 1-10* células Vero
E6 foram cultivadas em microplacas de 96 pocos 24 h antes da infecgdo. Ap6s aderéncia celular,
as celulas foram infectadas com 0 VSV-eGFP-SARS-CoV-2 em dilui¢fes seriada 1:10. As
células infectadas ficaram incubadas por 24 horas em uma incubadora umidificada com 5 % de
CO2 a 37 °C. Os focos virais foram contados usando microscopia de fluorescéncia de sistemas
de imagem de células EVOs (Thermo Fisher Scientific), detectando a expresséo de eGFP, para
determinar o titulo viral que é expresso em unidade de formagdo de focos por mililitros
(ffu-mL™).
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3.9.8 Ensaios de atividade antiviral — VSV-eGFP-SARS-CoV-2

Células Vero-E6 foram semeadas a uma densidade de 1-10* células por poco em placas
de 96 pocos 24 h antes da infeccdo. Amostras do pseudovirus VSV-eGFP-SARS-CoV-2 a uma
multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,001 e as solugdes dos complexos de ouro em
concentragfes ndo toxicas pré-determinadas em ensaios de viabilidade celular, foram
previamente incubados durante 1 h em temperatura ambiente. As células foram infectadas com
VSV-eGFP-SARS-CoV-2 e incubadas com solugdes dos compostos, em diferentes
concentragdes, a 37 °C durante 2 h. O sobrenadante foi removido, as monocamadas de células
foram suavemente lavadas com 100 pL de PBS gelado, e os pocos foram completados com
meio de cultivo DMEM 2 %. Depois de 24 horas pos-infec¢do (h.p.i.), os ensaios foram
analisados em microscopia de fluorescéncia de células EVOs (Thermo Fisher Scientific) e os
focos de infecgdo foram contados. A atividade antiviral foi calculada de acordo com a equagéo
(T/C) x 100 %, onde T e C representam a média do grupo tratado e a média da Ultima
concentracdo, respectivamente. O teste two-way anova foi realizado para comparar o efeito de
cada composto na infec¢édo viral. Os valores de quatro experimentos independentes, cada um
medido em triplicata, incluindo desvio padrédo estdo demonstrados. P < 0,05 foi considerada

significativo.

3.10 Estudos biofisicos

3.10.1 Estudos de interacdo da albumina de soro bovino por supressdo da

fluorescéncia

Neste ensaio foram utilizadas amostras com um volume de 2,50 mL de uma soluc¢éo de
BSA na concentracio de 20,0 pmol-L? preparadas em solucéo de tamp&o fosfato 50 mmol-L™*
e pH 7,4 que foram tituladas com sucessivas adi¢des de 2,0 uL. de uma solucao de complexo
dissolvidos em DMSO com concentragdo de 1,50 mmol L. De modo que a adi¢do dessa
solugdo ndo alterasse significativamente a concentracdo final de BSA. A emisséo da
fluorescéncia intrinseca da BSA foi monitorada na faixa de 300 a 450 nm e com excitagdo em
280 nm a 25 °C, utilizando uma fenda de excitacdo e emissdo de 5 nm.

3.10.2 Estudo de interagdo com CT-DNA por dicroismo circular

Nesse estudo foram utilizadas amostras de DNA de timo de bezerro (CT-DNA) a 100
umol-L*?, preparadas com tampéo fosfato a 10 mmol-L™! e pH 7,4. Essas amostras foram
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incubadas a 37 °C por 24 h com solugdes de complexos de ouro(l) em DMSO, em diferentes
razdes [compostos]/[DNA] (de 0 a 0,50) para um volume total de 2,0 mL e uma concentracdo
final de 1 % (v/v) de DMSO. Como controle foi utilizada uma amostra de CT-DNA a 100
pumol-L™? em tamp&o fosfato 10 mmol-L?, pH 7,4 e 1 % de DMSO. Os espectros foram
adquiridos com uma velocidade de varredura de 50 nm-min*, com 8 acumulagbes e a

temperatura de 37 °C.

3.11 Cinética de interacdo com N-acetil-L-cisteina por ressonancia magnética

nuclear de hidrogénio

Para a realizacdo das analises da reagdo de substituicdo de ligantes dos carbenos de
ouro(l) com N-acetil-L-cisteina (NAC), foi preparada uma solugdo de cada complexo de ouro(l)
a uma concentracdo de 27,0 mmol-L* em 650 uL. de DMSO-ds € uma solucéo estoque de NAC
em DMSO-ds a uma concentracéo de 210,0 mmol-L™.

Em cada tubo de RMN contendo a solucéo do complexo de ouro(l), foram adicionados
50 pL da solugdo estoque de NAC e homogeneizada com auxilio de um vortex. Obtendo uma
concentracdo final de 25,0 mmol-L™ para ambos os compostos € um volume total de 700 L.
Esse procedimento buscou estabelecer uma proporcdo molar de 1:1 (complexo:NAC) para a
reacdo. O intervalo de tempo entre a adicdo da solucdo estoque de NAC e o inicio da medida
de RMN de *H foi de aproximadamente 5 minutos. Os espectros foram registrados a 25 °C em
intervalos especificos: 0 h, 3h, 6 h,9h, 12 h, 15 h, 18 h e 24 h. Cada medida foi obtida através
de quatro varreduras e um tempo de relaxacdo de 60 segundos, utilizando o equipamento Bruker
Avance 400 MHz.
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4  Resultados e Discussdo — Complexos de prata com

Sulfadoxina e derivados

4.1 Caracterizacdo da base de Schiff sulfadoxina-salicilaldeido (SFX-SL) e

respectivo complexo de prata(l) (AgSFX-SL)

As analises espectroscopicas de RMN de *H e 3C da base de Schiff SFX-SL foram
realizadas em solucgdo, utilizando DMSO-ds. Para fins de comparacdo, a SFX também foi
avaliada nas mesmas condigdes. No espectro de RMN de H da base de Schiff SFX-SL (Figura
9), é possivel observar sinais relacionados aos grupos metoxi no anel de pirimidina em 3,72 e
3,91 ppm, assim como a presenc¢a de um singleto relacionado ao grupo azometina (-HC=N-)
em 8,97 ppm. Os sinais observados em 6,99, 7,45 e 7,69 ppm correspondem aos hidrogénios
aromaticos, enquanto um singleto em 11,22 ppm corresponde ao grupo hidroxila presente na
porcéo salicilaldeido.
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Figura 9. Espectro de RMN de H e respectiva atribuicdo estrutural do composto SFX-SL em
DMSO-ds a 400 MHz. O asterisco destaca o sinal ferente ao sinal residual de H-O no
solvente.
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Também sdo observados outros sinais de baixa intensidade na regido alifatica do
espectro de RMN de 'H da SFX-SL, centrados em 3,16 e 4,01 ppm, que correspondem ao
metanol residual da sintese. O asterisco (*) em 3,30 ppm na Figura 8 refere-se a presenca de
H20 no solvente DMSO-ds.

Foram obtidos monocristais da base de Schiff SFX-SL (Figura 10), a estrutura cristalina
foi indexada no grupo espacial monoclinico P2:1/c e € um polimorfo de uma estrutura cristalina
obtida para este composto!'’. O comprimento da ligacio C8-N1 de 1,296(4) A, evidenciado na
Figura 9, é consistente com uma ligacdo dupla, embora mais longo do que o valor médio de
1,279(8) A8, Este valor também é consistente com o polimorfo deste composto, que
apresentou um valor de 1,275(3) A para esta mesma ligagdo®’. A estrutura cristalina obtida
corrobora com os dados obtidos pela anélise elementar e RMN de *H, que indicam a formagéo

da imina.

Figura 10. Diagrama ORTEP do composto SFX-SL demonstrando ligacdes de hidrogénio
intramolecular e intermolecular com elipsoides no nivel de probabilidade de 50%.

Ao comparar a presente estrutura com os dados da sulfadoxina'!®, existe uma diferenca
entre o comprimento da ligagdo C7-N1 na sulfadoxina (1,355(4) A) e na SFX-SL (1,411(5) A).
A estrutura cristalina da SFX-SL mostra uma rede de ligagdes de hidrogénio, que é muito
distinta da apresentada pela entrada GUVQOE no repositério CSD*8. O grupo sulfonamida da
SFX-SL participa em ligacdes de hidrogénio com o grupo hidroxila do fenol. Entretanto, os

atomos de nitrogénio do anel pirimidina néo estdo envolvidos em ligagGes de hidrogénio.
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A sintese do complexo AgSFX acontece rapidamente e apresenta alto rendimento, logo
apos a adicdo da solucdo de AgNOs ao baldo que contém a base de Shiff desprotonada, foi
observada a formacdo de um precipitado amarelo claro. Esse sélido apresentou baixa
solubilidade em DMSO e foi insoltvel em cloroférmio, etanol, metanol e acetonitrila.

Os resultados da andlise elementar indicam uma propor¢do metal:ligante de 1:1 e um
complexo com carga neutra.

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho (FT-IR) do precursor SFX, da base
de Schiff SFX-SL e seu respectivo complexo AgSFX-SL sdo apresentados na Figura 10. E
possivel observar a auséncia da banda referente ao estiramento assimétrico e simétrico do grupo
terminal amino (—-NH.) em 3461 e 3374 cm™ no espectro da SFX-SL respectivamente, o que
indica a formacéo da base de Schiff a partir da reacdo de SFX com salicilaldeido. O espectro
do complexo AgSFX-SL contém as principais bandas do ligante SFX-SL, entretanto, as bandas
referentes aos estiramentos do grupo sulfonila (O=S=0) sofrem deslocamento e sdo observadas
em 1262 e 1153 cm, apontando este grupo como possivel sitio de coordenagdo com o ion
prata(l). Também é possivel constatar o desaparecimento da banda relacionada ao estiramento
da ligacdo N—H vizinha ao grupo sulfonila no complexo AgSFX-SL em relacdo ao ligante SFX-
SL. O que sugere uma coordenagdo com o ion metalico pelo atomo de nitrogénio desprotonado
do grupo sulfonamida®®.

E importante destacar a auséncia da banda relacionada ao estiramento da ligagio —O—H
do grupo salicil no espectro de infravermelho da base de Schiff SFX-SL, o que pode indicar
uma segunda desprotonacdo desse ligante e a formacao de outro sitio de coordenacdo para o
ion prata(l) se ligando possivelmente ao &tomo de nitrogénio da imina e o &tomo de oxigénio
do grupo salicil. A possibilidade de coordenacdo em dois sitios distintos no ligante SFX-SL,

sugere uma estrutura polimérica para o complexo AgSFX-SL.
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Figura 11. Espectros de FT-IR no modo ATR dos compostos SFX, SFX-SL e AgSFX-SL.

Devido a baixa solubilidade do complexo AgSFX-SL em DMSO e em outros solventes,
os estudos de RMN de *C de SFX-SL e AgSFX-SL foram realizados no estado solido para
analise comparativa. Os espectros do SFX-SL e AgSFX-SL com as respectivas atribuicdes dos
atomos de carbono estéo representados na Figura 12. Os dois sinais observados no espectro do
SFX-SL e AgSFX-SL na faixa de 50-60 ppm sdo atribuidos aos 4&tomos de carbono, C3 e C1,
dos grupos -OCHz do anel pirimidina.

Os dados de RMN de *3C de estado sélido indicam a integridade da base de Schiff e a
sua coordenagdo com a prata. Os deslocamentos quimicos nos sinais relacionados aos nucleos
de carbono C5, C6 e C8 em 150,99, 149,29 e 137,87 ppm no espectro do ligante e em 145,65,
150,62 e 133,53 ppm no espectro do complexo AgSFX-SL, respectivamente, sugerem a
coordenacgdo com o ion prata pelo &tomo de nitrogénio do grupo SO2N. Estes dados reforgam o
modo de coordenacdo do ligante com o ion prata pelo grupo sulfonamida, como indicado pela
analise de FT-IR do complexo AgSFX-SL. No entanto, foram observadas alteracdes nos valores
de deslocamento quimico dos sinais referentes aos carbonos C12, C13 e C18 quando comparado

0 espectro de RMN de *3C do ligante com o do complexo. Logo, a interagdo do ligante com a
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prata pelo a&tomo de nitrogénio da imina e o &tomo de oxigénio do grupo salicil ndo pode ser
descartada considerando apenas esta analise.
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Figura 12. Espectro de RMN de *C CPMAS de (a) SFX-SL e (b) AgSFX-SL a 400 MHz.

O espectro de massas do complexo AgSFX-SL é apresentado na Figura 13. Os sinais
em 833,0755 m/z e 729,0493 m/z sdo atribuidos as espécies [Ag(SFX-SL)(SFX)+H]" e
[Ag(SFX)2+2H]*, respectivamente. Esses sinais correspondem a sucessiva perda de grupos
salicil da base de Schiff. Os sinais observados em 601,0164 m/z e em 264,9310 m/z s&o
atribuidos a troca do ligante na fase gasosa, ocorrendo a formacdo das espécies
[Ag(SFX-SL)(DMSO)+H]" e [Ag(DMSO0)2]*. A presenca de DMSO se deve pelo método de
preparacdo da amostra para a analise de HRMS. O ion molecular [Ag2(SFX-SL)+H]*
observado em 1042,9985 m/z sugere uma estrutura dimérica para o complexo AgSFX-SL,
como ja observado para complexos de prata semelhantes com outras sulfonamidas 58606264,
Outro indicativo da estrutura dimérica € a presenca do sinal em 937,0121 m/z relacionado com
o0 processo de fragmentacao do ion molecular [Ag2(SFX-SL)>+H]* com a perda de um ion de
prata e gerando o ion [Ag(SFX-SL)2+H]".
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Figura 13. Espectro de massas de alta resolu¢do no modo ESI-MS(+) do composto AgSFX-
SL da regido de 100 a 1500 m/z com respectivos sinais atribuidos em A. Espectro ampliado
com intensidade ajustada e padréo isotépico calculado para o ion molecular [Ag2(SFX-
SL),+H]"em B.

4.2  Modelagem molecular

Para o estudo tedrico do complexo AgSFX-SL, o ligante SFX-SL foi considerado em
sua forma anidnica pela desprotonacdo do atomo de nitrogénio do grupo sulfonamida. A perda
do hidrogénio da por¢do SO2N-H do ligante foi confirmada ao considerar o espectro
experimental de FT-IR do complexo AgSFX-SL, conforme discutido anteriormente. A
estrutura anidnica foi gerada a partir da molécula neutra obtida do cristal de acordo com os

dados cristalograficos descritos mais acima no texto.
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Considerando os dados espectroscopicos de FT-IR e RMN, também foi proposta uma
coordenacdo do oxigénio do grupo sulfonamida ao ion Ag(l). Com os dados experimentais, foi
realizada uma andlise conformacional para elucidacdo dos conférmeros de menor energia e
consequentemente as estruturas mais estaveis para o complexo AgSFX-SL apresentada na
Figura 14, utilizando o plano diédrico C-N-S-O. Os resultados obtidos na barreira rotacional
para o anion SFX-SL, indicam duas conformacgdes mais estaveis a 50° e 180°. A conformacéo
a 50° ¢ a estrutura mostrada na Figura 13a na qual o grupo —OCHz esta no plano diédrico C-N-
S-0. A 180°, o nitrogénio do anel de pirimidina esta orientado em direcdo a um dos oxigénios
do grupo -SO»2. O conférmero a 290° apresenta menor possibilidade de coordenar o metal,

devido a impedimentos estéricos dos grupos —OCHa.
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Figura 14. a) Estrutura otimizada do anion SFX-SL e b) barreira rotacional interna para o
diedro C-N-S-O.

Na literatura, a possibilidade de formacdo de espécies monoméricas ou diméricas
envolvendo complexos de prata com sulfonamidas € bem estabelecida. Nesse contexto, e
considerando a composicdo molar 1:1 metal:ligante encontrada na anélise elementar, foram
consideradas formas monoméricas e diméricas para o complexo de prata(l) com SFX-SL58€°,
A Figura 15 mostra a estrutura dimérica do complexo otimizada com nivel de teoria descrito na
metodologia com as respectivas distancias de ligagdes entre 0 metal e os atomos doadores do
ligante SFX-SL. O modo de coordenacdo proposto para 0 AgSFX-SL é consistente com as
geometrias relatadas para complexos de prata(l)-sulfonamida, formando um anel de oito
membros onde dois atomos de nitrogénio (do grupo sulfonamida e do anel de pirimidina) do

ligante se ligam a um fon de prata(l) especifico!?. Uma ligac4o adicional com os atomos de
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oxigénio do grupo sulfonamida também foi observada em estruturas cristalinas de complexos

de prata(l)-sulfonamida®®-6263,

Figura 15. Formula estrutural para o complexo AgSFX-SL obtida a partir da modelagem
molecular.

A Tabela 1 apresenta uma comparacdo das principais distancias de ligagéo calculadas
para o complexo AgSFX-SL e valores reportados para estruturas cristalinas de outros
complexos de prata-sulfonamida. Apds a formacdo do dimero ilustrado na Figura 14, as
distancias de ligacdo entre o oxigénio e a prata apresentaram valores de 2,466 A e 2,490 A. As
distancias de ligacdo Ag—O calculadas sdo ligeiramente menores, com valores de 2,60(2) A e
2,662(2) A relatados para os complexos de prata(l)-sulfadoxina® e prata(l)-sulfametoxina®?,
respectivamente. As distancias de ligacdo Ag—N calculadas, referentes aos &tomos de nitrogénio
de SFX-SL e prata, estdo consistentes com o valor médio de 2,24(12) A relatado no Banco de
Dados Estruturais de Cambridge (CSD)'?L. Por fim, o modelo tedrico de AgSFX-SL proposto
neste estudo leva em consideragéo a formagdo de uma interagéo argentofilica Ag---Ag (2,820
A), similar ao que foi observado nas estruturas cristalinas de complexos de prata-

sulfonamida®%2122,
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Tabela 1. Valores de comprimento de ligacdo calculados para AgSFX-SL e valores de
comprimento de ligacdo experimentais para outros complexos de prata-sulfonamida
reportados na literatura por diferentes métodos.

Composto Ag-NA)* Ag-OA)* Ag---Ag(A)  Referéncia
AgSFX-SL 2,195 — 2,267 2,466 — 2,490 2,820 Este trabalho
) . 2,60(2) - 58
Ag(l)-sulfadoxina  2,26(2) — 2,53(1) 2.71(2) 2,744(6)
Ag(l)-sulfameter Zélggg?%)_ 2,662(2) 2,901(1) 62
Ag(l)-sulfamoxol 2é112§§2) i 2,8957(10) 123
Ag(l)- ) 122
sulfacloropiridazina 2,105(6) 2,8831(3)
Ag(l)- 2,235(6) — 2,806(7) — o
sulfadimetoxina 2.408(6) 2.899(6) 2,731(9)

* Faixas de valores de comprimento de ligagdo encontrados nas estruturas cristalinas. No caso especifico das
ligacBes Ag-O, elas podem estar ausentes por completo, dependendo da estrutura cristalina.

Com o intuito de avaliar a extenséo da coordenagao do metal com o ligante SFX-SL e a
formacdo da estrutura dimérica, as energias de ligacdo (ELigacao), energias de Gibbs (AG) e
entalpias (AH) envolvidas na coordenagdo foram calculadas para as espécies monomeéricas ¢

diméricas, sendo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Energia de ligagéo (AELigacao) @ zero Kelvin, Energia de Gibbs (AG) e entalpia dos
complexos a 298 Kelvin.

ELigagéo AG AH
Complexo kcal mol*
AgSFX-SL (mondmero) -141,97 -133,48 -142,16
AgSFX-SL (dimero) -357,99 -317,62 -348,08

Ao analisar os resultados na Tabela 2, é possivel inferir que os valores de Efigaczo S80 <
0, indicando que a coordenagao ¢ efetiva em ambas as espécies. Os valores de AG e AH também
sdo < 0, o que sugere que a coordenacdo é esponténea e resulta na liberacdo de energia no
processo. Ao comparar os valores de energia entre 0 mondmero e o dimero, fica evidente que
a formacéo do dimero favorece a complexacdo devido a diminuicdo significativa na energia da
entalpia e de Gibbs, em que a diferenca proporcional é de 25,33 kcal mol? (105,98 kJ mol™).
Uma vez que a existéncia da espécie dimérica também foi corroborada pelos dados
experimentais de HRMS, a estrutura proposta na Figura 14 é a mais provavel para o complexo
AgSFX-SL.

Os resultados da anélise de Teoria Quantica de Atomos em Moléculas (QTAIM) visam

a caracterizacao da natureza das ligagdes quimicas do dimero. Os dados obtidos para AgSFX-
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SL estdo apresentados na Tabela A6 no anexo. O grafico molecular para o AgSFX-SL é
mostrado na Figura 16, e os Pontos Criticos de Ligacdo (BCP) evidenciam a formacdo do
complexo. Os valores da densidade eletronica (p(r)) também sdo representados na Figura 15 e
seguem a mesma tendéncia encontrada nos parametros estruturais, onde para comprimentos de

ligacdo menores, a densidade eletrdnica é maior.
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Figura 16. Grafico molecular do complexo AgSFX-SL e parametros topologicos p(r) gerados
pelo QTAIM.

Uma outra forma de classificar as interacGes é por meio do Laplaciano da densidade
eletronica (V2p(r)) e da densidade total de energia (H(r)). Quando V2p(r) > 0 e H(r) < 0, a
interacdo é parcialmente covalente, enquanto quando V2p(r) > 0 e H(r) > 0, a interacio ¢
eletrostatica. Os resultados demonstram que todos os Laplacianos da densidade eletrénica
(V2p(r)) sdo positivos e que todas as densidades totais de energia sdo negativas. Os valores de
H(r) e V2p(r) indicam que o carater de todas as interacdes do metal com o ligante SFX-SL é

parcialmente covalente.

4.3  Estudos bioldgicos dos complexos de prata

4.3.1 Avaliacdo de atividade antibacteriana e antifungica
Para avalicdo da atividade antibacteriana e antifungica dos complexos de prata, AGSFX
e AgSFX-SL, e seus respectivos ligantes, SFX e SFX-SL, foi realizado um ensaio de

concentracdo inibitoria minima (CIM) frente a bactérias e leveduras causadoras de infeccOes
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em lesdes de pele. Os valores obtidos sdo apresentados na Tabela 3. O complexo AgSFX,
descrito em trabalhos anteriores do grupo, foi incluido nesse ensaio para efeito de
comparaGao®®. As cepas dos patdgenos selecionadas para este estudo sio comumente associadas
a infeccdes em queimaduras de pele e algumas dessas cepas sao resistentes a antibidticos, o que

representa um grande desafio de tratamento!?4-1%,

Tabela 3. Concentracdo inibitoria minima dos compostos isolados diante a bactérias
anaerdbicas e anaerdbicas, e leveduras. Valores representados em umol-L™. *No caso da
gentamicina, vancomicina, cloranfenicol e anfotericina os valores sio expressos em pg-mL™.

Bactérias Aerdbicas AEZ;:%EEZS Leveduras
Amostras S. aureus B. cepacia S. epidermidis  P. aeruginosa  C. acnes C. albicans  C. albicans
ATCC BA44  ATCC 25416  ATCC 12228 ATCC 15442 ATCC 11827 ATCC 90028 ATCC 64550
SFX >1288,9 >1288,9 >1288,9 >1288,9 644,5 9667,1 9667,1
AgSFX 59,9 15,0 29,9 15,0 239,5 315 35
SFX-SL >965,2 965,2 >965,2 >965,2 482,6 904,8 4524
AgSFX-SL 48,0 12,0 24,0 12,0 191,8 2,8 2,8
AgNOs 73,6 18,4 18,4 18,4 587 17,25 34,50
Gentamicina* - - 0,05 1,5 0,4 - -
Vancomicina* 0,7 - - - - - -
Cloranfenicol* - 14,4 - - - - -
Anfotericina* - - - - - 1,0 1,0

Nestas condigdes, as cepas bacterianas utilizadas demonstraram grande tolerancia em
relacdo ao composto sulfadoxina (SFX) e sua respectiva base de Schiff (SFX-SL). No entanto,
a espécie SFX-SL demonstrou uma atividade moderada contra as cepas de leveduras em
comparacdo com SFX, mostrando um aumento de atividade frente a esses organismos apds a
modificacéo estrutural.

Os complexos AgSFX e AgSFX-SL apresentaram os menores valores de CIM para
bactérias aerdbicas, com valores na faixa de 12,5 a 59,9 umol-L™. Todos os compostos testados
apresentaram atividades relativamente baixas e altos valores de CIM para C. acnes (cepa
anaerdbia). Os valores de CIM obtidos para os complexos AgSFX e AgSFX-SL foram
inferiores aos encontrados na literatura para a sulfadiazina de prata (SSD), um agente
antibacteriano comercial. No que se refere a P. aeruginosa, o valor de CIM encontrado para
SSD foi de 56 umol-L, enquanto para S. epidermidis, o valor de CIM foi de 224 umol-L™ para
SSD*?’. Os valores de CIM dos complexos AgSFX e AgSFX-SL foram muito inferiores aos
valores encontrados para SFX e SFX-SL contra bactérias e fungos. As atividades

antimicrobianas apresentadas pelos complexos metalicos se devem provavelmente a presenca
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de ions de prata, com destaque para uma eficacia superior na inibicdo do crescimento de
microrganismos aerdbicos.

Apesar do AgNO3z apresentar baixos valores de CIM nesse experimento, é importante
salientar que esse composto demonstra toxicidade para células e tecidos em concentracdes
maiores que 1 %, devido a liberagdo rapida de ions Ag(l). No caso da sulfadiazina de prata, a

liberagdo de ions prata ocorre lentamente, possibilitando sua utilizacdo em casos clinicos**.

4.3.2 Atividade antiviral — CHIKV

A linhagem imortalizada de células fibroblastos de rim de hamster (BHK-21) é
amplamente reconhecida como um modelo em estudos de virologia, e demonstra
susceptibilidade a infeccdo por diversos tipos de virus, proporcionando um valioso substrato
para investigacGes nesse campo. Destaca-se também pela facilidade de manejo em condigdes
padrBes de cultivo celular e possui uma réapida taxa de crescimento das células, o que contribui
para a eficacia em experimentos em larga escala e na producéo de altas titulacdes virais'?.

Para avaliar a citotoxicidade dos complexos de prata(l) e seus ligantes, as células BHK-
21 foram tratadas com cada composto a concentragdes de 50, 10 e 2 umol-L? e a viabilidade
celular foi avaliada pelo ensaio MTT em 24 horas depois do tratamento. O DMSO foi utilizado
como controle.

Analisando os efeitos dos compostos na viabilidade celular, verifica-se que SFX e SFX-
SL a 50 pumol-L* mantiveram a viabilidade celular em 94,79 % e 102,40 %, respectivamente.
Enguanto o tratamento com AgNOz manteve a viabilidade das células apenas na concentracao
de 10 umol-L*, sendo o valor médio de 96,69 %. No entanto, os tratamentos com AgSFX e
AgSFX-SL mantiveram uma viabilidade significativa somente na concentragdo de 2 pmol-L™,
apresentando valores de viabilidade de 90,55 % e 90,86 %, respetivamente.

A partir destes experimentos foram estabelecidas as concentracdes utilizadas na
investigacdo do efeito de cada composto no ciclo de replicagdo do CHIKV, pois foram as
concentragfes ndo citotoxicas mais elevadas de cada composto respectivamente. Para isso, as
ceélulas foram infectadas com CHIKV-nanoluciferase aum MOI de 0,1 na presenga ou auséncia
de cada composto. Os niveis de atividade da nanoluciferase s&o proporcionais a replicacdo viral
e foram avaliados 16 horas ap6s a infegdo, conforme descrito na parte experimental 113114129,
O ensaio de viabilidade foi realizado em paralelo utilizando DMSO como controle ndo tratado

e os resultados sdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17. Efeito viabilidade celular de BHK-21 e infec¢do por CHIKV na presenca dos
complexos de prata(l) e seus ligantes em diferentes concentragoes.

A base de Schiff SFX-SL expressou maior uma eficacia na inibicdo da replicacdo do
CHIKYV, quando comparada ao seu precursor SFX, ambos na mesma concentracdo. Com
valores de inibicdo viral de 88,9 % e 33,6 %, respectivamente. Isso demonstra que a
modificagéo estrutural a partir da formacao da base de Schiff proporciona um aumento dessa
atividade anti-CHIKYV. Os complexos de prata AQSFX e AgSFX-SL foram ainda mais efetivos
e apresentaram altos valores de taxa de inibi¢do de replicagdo em uma concentragdo vinte e
cinco vezes mais baixa, com valores de 84,4 % e 94,8 %, respectivamente. (Figura 17). Esses
resultados demonstram que o ion metalico exerce um papel importante na inibicdo da replicacéo
viral. Apesar dos complexos de prata serem mais toxicos para as células hospedeiras que seus
respectivos ligantes, esses compostos demonstraram alta atividade anti-CHIKV em

concentragfes bem mais baixas, o que pode resultar em um melhor indice de seletividade.
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5 Resultados e Discussfes - Carbenos-N-heterociclicos de

ouro(l)

Os ligantes tiois utilizados neste trabalho foram selecionados em pares com estruturas
semelhantes para avaliar a variacdo da polaridade dos ligantes tiolatos na atividade bioldgica
dos complexos. Sendo os pares: 2-mercaptiazolina e 0 2-mercaptobenzotiazol; 2-
mercaptopirimidina e 2-tiouracil (Figura 18). Tendo em vista também, que o uso desses ligantes
em outros trabalhos resultou na formacdo de complexos de ouro com atividades biolégicas

interessantes’6:88:130,

GV ENEEENEEEENENEEEEEEEEEEEE,

SH S

N)QN HN/U\
oA

HSpym 2-tuH

4EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEES

Figura 18. Estrutura dos pares de ligantes tiois 2-mercaptotiazolina (HStzn) e 2-
mercaptobenztiazol (HSbtz); 2-mercaptopirimidina (HSpym) e 2-tiouracil (2-tuH).
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Ao desprotonar o grupo tiol (-SH), resultando na formacao de um tiolato (-S), ocorre
um aumento significativo na densidade eletrénica do atomo doador de enxofre. Isso torna o
atomo de enxofre mais polarizavel e, como consequéncia, favorece a formacao de ligacdes mais
fortes com o ion ouro(l), com complexos mais estiveis e menos suscetiveis a reacfes de
especiacdo em solucgéo. A substituicdo do ion cloreto pelo tiolato, que possui um maior carater
de moleza, é altamente favoravel e ocorre rapidamente. Esse processo € observado pela rapida
diminuicdo da concentragao do precursor AulMesCl, que possui baixa solubilidade em metanol.

O tipo de base utilizada, foi uma condicdo importante no procedimento de sintese destes
complexos. O uso de metoxido de sodio demonstrou ser ineficaz apenas na sintese do
AulMesStzn. Nesse caso, ocorreu a formacdo de um solido amarelo insoltvel, que se dissolve
na presenca de peroxido de hidrogénio, sendo possivelmente um composto com ligacéo
dissulfeto. No entanto, ao substituir a base por hidréxido de potéssio, ndo houve formacéao de
precipitado amarelo e o produto desejado foi obtido com sucesso.
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5.1.1 Caracterizagdo do complexo AulMesStzn

A reacdo de substituicdo do ion cloreto pelo ligante derivado da 2-mercaptotiazolina
desprotonada (Stzn) ocorre rapidamente devido a alta nucleofilicidade do ion tiolato e pode ser
observada visualmente nos primeiros minutos da reacdo pelo desaparecimento do sélido do
complexo AulMesCl, que possui baixa solubilidade em metanol. Essa efetividade foi observada
também na sintese dos outros complexos com ligantes tiolatos. O sélido obtido foi solivel em
cloroférmio, DCM, acetonitrila, acetona, metanol, etanol e DMSO. E foi insollvel em éter
etilico, hexano e agua.

Os resultados da andlise elementar desse composto indicam um complexo de ouro
neutro com um ligante IMes, um ligante desprotonado Stzn e uma pequena diferenca que pode
ser atribuida a presenca de agua na amostra. Os dados indicam que a substitui¢ao do ion cloreto
pela ligante Stzn na esfera de coordenacédo do ouro foi efetiva.

O espectro de RMN de *H do complexo sintetizado AulMesStzn esta representado na
Figura 19 com as respectivas atribui¢@es. O singleto em 2,08 ppm € atribuido aos grupos —CHjs
na posicdo orto dos grupos mesitil e o singleto em 2,31 ppm € referente ao grupo —CHz na
posicdo para dos grupos mesitil. O tripleto em 3,04 ppm ¢é atribuido ao ~CH.— préximo ao
atomo de enxofre no anel tiazolina com uma constante de acoplamento (J) igual a 8,01 Hz e 0
tripleto em 3,95 ppm é referente ao —CH>— do anel tiazolina préximo ao atomo de nitrogénio,
possuindo também J igual a 8,01 Hz. Estes sinais referem-se ao ligante 2-mercaptotiazolina
coordenado ao ion ouro(l) e possuem deslocamentos quimicos diferentes do apresentado no
espectro do ligante livre. O singleto em 7,09 ppm representa —-CH— aromatico do anel mesitil e
o singleto em 7,80 ppm ¢ atribuido ao —CH- do anel imidazol.

Os valores das integrais dos sinais no espectro, os deslocamentos quimicos dos sinais
referentes ao ligante Stzn em relacéo ao ligante livre HStzn e a auséncia do sinal relacionado

ao grupo —SH indicam a efetiva substituicdo do ion cloreto na esfera de coordenacao do ouro(l).
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Figura 19. Espectro de RMN de *H do complexo AulMesStzn em DMSO-ds a 400 MHz.

Para realizar uma caracterizagdo mais abrangente do composto AulMesStzn, empregou-
se a técnica de RMN de 3C, e o espectro resultante esta apresentado na Figura 20, com as
devidas atribui¢Bes dos sinais realizadas com o auxilio dos experimentos bidimensionais de
RMN como Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy (HSQC) e Heteronuclear
Multiple Bond Correlation (HMBC) {*H, *C} (vide Anexo). Nesse espectro de RMN de **C,
sdo identificados sinais referentes aos carbonos do ligante Stzn e sinais correspondentes aos
carbonos do ligante 1,3-bis(2,4,6-trimetilfenil)-imidazol-2-iledeno (IMes), os quais apresentam
deslocamentos em relacdo aos observados no precursor AulMesCl. Uma forte evidéncia da
alteracéo na esfera de coordenacdo do ouro é a variacdo do deslocamento quimico do carbono
C1, ligado ao ion ouro(l), que atinge 180,26 ppm no complexo AulMesStzn. Em contraste, no
complexo precursor AulMesCl, esse mesmo carbono exibe um valor de 170,75 ppm (vide
Anexo). Esses dados corroboram as informagcdes obtidas pela analise de RMN de *H.
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Figura 20. Espectro de RMN de **C em DMSO-ds a 500 MHz e estrutura do composto
AulMesStzn com respectivas atribuicdes dos sinais.

Também foi empregado a espectrometria de massas de alta resolucdo (HRMS) para
caracterizacdo deste complexo. O espectro de HRMS do complexo AulMesStzn esta
representado na Figura 21. O sinal mais intenso no espectro € atribuido a espécie
[Au(IMes)(Stzn)+H*] em 620,1459 m/z, corroborando com os dados obtidos pelo RMN de *H
e 13C, e difracdo de raios X de monocristal, e reforca a obtencdo do produto desejado. Outros
sinais menos intensos podem ser observados no espectro representando espécies geradas devido
ao processo de ionizacdo da amostra, como o ligante livre protonado [HStzn+H*] em 119,9937
m/z e o complexo [Au(IMes)(Stzn)Au(IMes)]* em 1120,2986 m/z.
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Figura 21. Espectro de massas de alta resolu¢do no modo ESI-MS(+) do complexo
AulMesStzn da regido de 100 a 1500 m/z com respectivos sinais atribuidos.

Os monocristais obtidos do composto AulMesStzn foram caracterizados por difragdo de
raios X de monocristal e apresentou alto grau de desordem. Figura 22 é representada a unidade
assimétrica da estrutura cristalina deste complexo, referente a posicdo de dois tercos dos
atomos. Os valores dos principais comprimentos e angulos de ligacdo estdo apresentados na
Tabela 4. A unidade assimétrica e representada por uma unidade de complexo, possuindo grupo
espacial P2:2:2; e com formula minima igual a C24H28AUN3S,. O complexo apresenta um modo
de coordenacdo linear, onde cada ion de ouro(l) estd coordenado a um atomo de enxofre
desprotonado e um atomo de carbono entre os nitrogénios do anel imidazol (N-C-N). O angulo
entras as ligagdes C—Au-S tem valor médio de 179,32°. A distancia média de ligacdo Au—C é
de 2,001 A e a distancia média da ligacio Au-S é igual a 2,2964 A, que condiz com os valores

observados em complexos analogos com ligante trifenilfosfina®!.
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Tabela 4. Principais valores de comprimento (A) e angulos (°) de ligacdo do complexo

AulMesStzn.

Atomos Comprimento (A) Atomos Angulos (°)
Aul—C1 2,001(5) Cl—Aul—S1 179,32(18)
Aul—S1 2,2964(10) C40—S1—Aul 103,4(4)
S1—C40 1,736(11)

Figura 22. Diagrama ORTEP do composto AulMesStzn com alto grau de desordem,
representando a posicéo de /3 das posicBes dos atomos com elipsoides no nivel de
probabilidade de 50%.

5.1.2 Caracterizagdo do complexo AulMesShtz

Como descrito para o complexo anterior, a reacdo de substituicdo do ion cloreto pelo
ligantes 2-mercaptobenzotiazol desprotonado (Sbtz) acontece rapidamente e poucos minutos
apos o desaparecimento do sélido do complexo AulMesCl foi observado a formacdo de um
precipitado branco e floculento. O so6lido obtido foi solivel em cloroférmio, DCM, acetonitrila,
acetona e DMSO. Entretanto, 0 composto apresentou baixa solubilidade em etanol e metanol,
e foi possivel isolar o complexo sem a necessidade de recristalizagdo com DCM e éter etilico
com aspecto menos cristalino. E o solido foi insoltvel em éter etilico, hexano e agua.

Os resultados da analise elementar desse composto indicam um complexo de ouro

neutro com um ligante IMes, um ligante desprotonado Sbtz e uma pequena diferenca que pode
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ser atribuida a presenca de agua na amostra. Os dados indicam que a substitui¢do do ion cloreto
pela ligante Stzn na esfera de coordenacédo do ouro foi efetiva.

O espectro de RMN de H do complexo AulMesSbtz é representado na Figura 23
juntamente com a estrutura do complexo e respectiva atribuicdo dos sinais, utilizado DMSO-ds
como solvente. O singleto observado em 2,13 ppm ¢é atribuido aos grupos —CHs na posic¢ao orto
e o0 singleto em 2,34 ppm ¢ atribuido aos grupos —CHz na posi¢do para da por¢ao mesitil. O
singleto em 7,16 ppm referente ao CH aromatico do grupo mesitil encontra-se sobreposto ao
multipleto referente aos hidrogénios aromaticos do benzotiazol centrado em 7,24 ppm. E o
multipleto centrado em 7,52 ppm referente aos hidrogénios aromaticos do benzotiazol. Os
hidrogénios do anel imidazol sdo representados pelo singleto em 7,87 ppm. O sinal de alta
intensidade observado em 3,33 ppm deve-se a presenca de agua. A partir dos valores das
integrais e dos deslocamentos quimicos dos sinais referentes ao ligante Sbtz em relacdo ao
ligante livre HSbtz e a auséncia do sinal relacionado ao grupo —SH é possivel inferir a efetiva

substituicdo do ion cloreto na esfera de coordenagéo do ouro(l).

7.869
—7.159
—2.339
—2.130

4
11e8
7
10e9
1
5 T T T
7.55 7.50 ppm
T T
7.3 7.2 ppm JL L
I I I I I 1 | 1 | 1 I I I I
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 ppm
| | ]
o [~ || (o)
o o o oo
ol | |© ‘m‘ g

Figura 23. Espectro de RMN de *H do complexo AulMesSbtz em DMSO-ds a 250 MHz.
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O complexo AulMesShtz foi caracterizado por RMN de 1*C, cujo espectro é apresentado
na Figura 24, a atribuigdo estrutural foi realizada com auxilio dos experimentos correlativos de
HSQC e HMBC {*H, 3C} (Anexo). Neste espectro, destacam-se 0s sinais correspondentes aos
carbonos do ligante IMes, os quais exibem deslocamentos em relacdo aos observados no
precursor AulMesCI. O carbono C1, ligado ao ion ouro, apresenta um deslocamento quimico
igual a 179,47 ppm. Além disso, nota-se que 0s sinais associados aos carbonos do fragmento
relacionado ao Shtz. Esses dados indicam a substitui¢do do ligante cloreto pelo ligantes Sbtz na

estrutura do complexo de ouro.
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Figura 24. Espectro de RMN de *C em DMSO-ds a 500 MHz e estrutura do composto
AulMesSbtz com respectivas atribui¢des dos sinais.

O espectro de HRMS do complexo AulMesShtz esta representado na Figura 25. O sinal
mais intenso no espectro é atribuido a espécie [Au(IMes)(Sbtz)+H*] em 668,1460 m/z,
indicando a efetividade da substituicdo do ligante Shtz na esfera de coordenagdo do complexo.
Também sdo observados outros sinais referentes ao ligante livre protonado [HSbtz+H*] em
167,9935 m/z e o complexo [Au(IMes)(Shtz)Au(IMes)]* em 1168,2984 m/z.
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Figura 25. a) Espectro de massas de alta resolucdo no modo ESI-MS(+) do composto
AulMesSbtz da regido de 100 a 1500 m/z com respectivos sinais atribuidos. b) Espectro
ampliado com intensidade ajustada e padréo isotopico calculado para o ion molecular
[Au(IMes)(Sbtz)+H]".

A estrutura cristalina do composto AulMesSbtz é apresentada na Figura 26 e os valores
dos principais comprimentos e &ngulos de ligacao dessa estrutura estdo representados na Tabela
5. A unidade assimétrica é representada por dois complexos de ouro com os ligantes IMes e
Sbtz cada, possui grupo espacial P-1 e formula minima CzsH2sAuUNsS2. Os complexos
apresentam uma coordenacdo linear levemente distorcida, onde cada ion de ouro(l) esta

coordenado a um atomo de enxofre desprotonado do ligantes Shtz e um atomo de carbono entre
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0s nitrogénios do anel imidazol (N-C-N) do ligantes IMes. O angulo dessa ligagdo C—Au-S
tem valor médio de 176,17°. A distancia média de ligaco entre os atomos Au—C é de 1,999 A
e a distancia média da ligacdo Au-S igual a 2,2954 A, estes valores condizem com 0s

observados para estruturas similares descritas na literatura.

Figura 26. Diagrama ORTEP do composto AulMesShtz com elipsoides no nivel de
probabilidade de 50%.

Tabela 5. Principais valores de comprimento (A) e 4ngulos (°) de ligagdo do complexo

AulMesSbtz.
Atomos Comprimento (A) Atomos Angulos (°)
Au01—C8 1,998(3) C8—Aul—S1 176,61(8)
Au02—C36 2,001(3) C36—Au2—S3 175,74(8)
Aul—S1 2,2936(8) Cl1—S1—Aul 103,09(9)
Au2—S3 2,2973(9) C29—S3—Au2 101,75(9)

s1—cC1 1,745(2)
$3—C29 1,742(2)
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5.1.3 Caracterizacdo do complexo AulMesSpym

Nessa sintese, a reacdo de substituicdo na estrutura do complexo de ouro pelo 2-
mercaptopirimidina desprotonado (Spym) pode ser acompanhada visualmente pela diminuicéo
na coloracdo do meio, devido & cor amarelada apresentada pela 2-mercaptopirimidina neutra e
desprotonada. Foi observada a mudanca de coloragdo do amarelo para incolor em poucos
minutos de reacdo. O solido obtido depois da etapa de recristalizacdo foi solivel em
cloroférmio, DCM, acetonitrila, acetona, metanol, etanol e DMSO. E foi insoltvel em éter
etilico, hexano e agua.

Os dados obtidos a partir da analise elementar deste composto revelam a formacéo de
um complexo de ouro neutro, apresentando um ligante IMes e um ligante Spym. Além disso,
observa-se uma discreta variacdo na proporcdo elementar proposta e a experimental,
possivelmente associada a presenca de agua na amostra. Os resultados indicam que a
substituicdo do ion cloreto pelo ligante Stzn na esfera de coordenacéo do ouro foi eficaz.

O espectro de RMN de *H do complexo AulMesSpym ¢ apresentado na Figura 27
juntamente com a estrutura do complexo e respectiva atribuicdo dos sinais, utilizando solvente
DMSO-ds como solvente. O singleto observado em 2,115 ppm ¢€ atribuido aos hidrogénios dos
grupos —CHz na posic¢do orto, o singleto em 2,313 ppm € atribuido aos grupos —CHs na posicao
para da por¢do mesitil e singleto em 7,099 ppm refere-se ao CH aromatico do grupo mesitil. O
dupleto centrado em 8,108 ppm representa os protons dos grupos CH adjacentes ao nitrogénio
do anel pirimidina e o tripleto em 6,825 ppm correspondendo ao hidrogénio do grupo CH em
posicdo para ao atomo de enxofre do anel pirimidina, ambos sinais possuem uma constante de
acoplamento J = 4,80 Hz. Os hidrogénios do anel imidazol sdo representados pelo singleto em
7,773 ppm. Também ha um singleto observado em 3,33 ppm indicando a presenca de agua no

meio.
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Figura 27. Espectro de RMN de *H do complexo AulMesSpym em DMSO-ds a 250 MHz.

A partir dos valores das integrais e dos deslocamentos quimicos dos sinais referentes ao
ligante Spym em relacdo ao ligante livre HSpym e a auséncia do sinal relacionado ao hidrogénio
do grupo —SH é possivel inferir a efetiva substituicdo do ion cloreto na esfera de coordenacéo
do ouro(l), juntamente com os deslocamento dos sinais dos hidrogénios da porcao 1,3-bis(2,4,6-
trimetilfenil)-imidazol-2-iledeno (IMes) em relagéo ao precursor AulMesCl.

O complexo AulMesSpym foi caracterizado por RMN de *3C, o espectro obtido é
apresentado na Figura 28. A atribuicdo estrutural foi realizada com auxilio dos experimentos
correlativos de HSQC e HMBC {'H, °C} (Anexo). Neste espectro, destacam-se 0s sinais
correspondentes aos carbonos do ligante IMes, os quais exibem deslocamentos em relacéo aos
observados no precursor AulMesCl. O carbono C1, ligado ao ion ouro, apresenta um
deslocamento quimico igual a 181,63 ppm. Além disso, nota-se 0s sinais associados aos
carbonos do ligante Spym. Esses dados refor¢cam as informacdes obtidas com as outras técnicas

de caracterizagdo empregadas.
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Figura 28. Espectro de RMN de *C do composto AulMesSpym em DMSO-ds a 500 MHz e
estrutura com respectivas atribuicdes dos sinais. (*) Residuo do solvente metanol na amostra.

O espectro de HRMS do complexo AulMesSpym esta representado na Figura 29. O
sinal mais intenso no espectro é atribuido a espécie [Au(IMes)(Spym)+H*] em 613,1688 m/z,
apontando a formacdo da ligacdo do ouro com o ligante Spym. Também séo observados outros

sinais referentes ao ligante livre protonado [HSpym+H*] em 113,0170 m/z e o complexo
[Au(IMes)(Spym)Au(IMes)]* em 1113,3207 m/z.
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Figura 29. a) Espectro de massas de alta resolucdo no modo ESI-MS(+) do composto
AulMesSpym da regido de 100 a 1500 m/z com respectivos sinais atribuidos. b) Espectro
ampliado com intensidade ajustada e padréo isotopico calculado para o ion molecular
[Au(IMes)(Spym)+H]".

A estrutura cristalina do complexo AulMesSpym é apresentada na Figura 30 e os valores
dos principais comprimentos e angulos de ligacdo na Tabela 4. A unidade assimétrica €
representada por dois complexos mononucleares e uma molécula de metanol, possuindo cela
unitaria P-1 com formula minima Cozs55H20AUN4Oo5S. Os complexos apresentam uma
coordenacao linear levemente distorcida, onde cada ion de ouro(l) esta coordenado a um atomo
de enxofre desprotonado e um atomo de carbono entre os nitrogénios do anel imidazol (N-C—
N). O angulo dessa ligagdo C—-Au-S tem valor médio de 174°. A distancia média de ligacdo
entre os atomos Au—-C é de 1,989 A e a distancia média da ligacdo Au-S igual a 2,288 A, estes
valores condizem com os observados para estruturas similares descritas na literatura 88132 £
observado uma ligacdo de hidrogénio ndo cléssica entre o atomo de hidrogénio do imidazol

direcionado a nuvem eletronica do grupo mesitil. Também sdo observadas interacGes do
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solvente presente no reticulo cristalino, em que o hidrogénio ligado ao atomo O1s do metanol

faz uma ligacdo de hidrogénio com o nitrogénio N5 do anel pirimidina.

Figura 30. Diagrama ORTEP do composto AulMesSpym com elipsoides no nivel de

probabilidade de 50%.

Tabela 6. Principais valores de comprimento (A) e angulos (°) de ligacdo do complexo

AulMesSpym.

Atomos Comprimento (A) Atomos Angulos (°)
Aul—C5 1,992(3) C5—Aul—S1 171,00(8)
Au2—C30 1,987(3) C30—Au2—S?2 177,70(9)
Aul—S1 2,2847(8) C1—S1—Aul 108,52(11)
Au2—S2 2,2921(8) C26—S2—Au2 102,09(10)

s1—C1 1,755(3)

S2—C26 1,747(3)

5.1.4 Caracterizagdo do complexo AulMes2tu

A reacdo de substituicdo do ion cloreto no complexo AulMesCl utilizando o 2-tiouracil

desprotonado (2-tu) ocorre rapidamente, indicado pelo consumo imediato nos primeiros

minutos de reacdo do solido do complexo precursor no meio. O solido incolor obtido ao final
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do procedimento foi soltvel em cloroférmio, DCM, acetonitrila, acetona, metanol, etanol e
DMSO. E foi insoltvel em éter etilico, hexano e agua.

Os resultados da analise elementar desse composto indicam um complexo de ouro
neutro com um ligante IMes, um ligante desprotonado Stzn e uma pequena diferenca que pode
ser atribuida a presenca de agua na amostra. Os dados indicam que a substitui¢do do ion cloreto
pela ligante Stzn na esfera de coordenacédo do ouro foi efetiva.

O espectro de RMN de H do complexo AulMes2tu é apresentado na Figura 31
juntamente com a respectiva atribuicdo dos sinais, utilizando solvente DMSO-ds como
solvente. O singleto observado em 2,100 ppm € atribuido aos hidrogénios dos grupos —CHs na
posicado orto, o singleto em 2,312 ppm ¢ atribuido aos grupos —CHs na posi¢do para da por¢ao
mesitil e singleto em 7,095 ppm refere-se ao CH aromatico do grupo mesitil. Referente ao
ligantes 2-tiouracil, € possivel observar um dupleto centrado em 5,766 ppm correspondendo ao
hidrogénio do grupo CH em posicéo para ao atomo de enxofre, um dupleto centrado em 7,328
ppm representando o préton do grupo CH adjacentes ao nitrogénio do anel, ambos sinais
possuem uma constante de acoplamento J = 6,61 Hz, e um singleto alargado equivalente ao
hidrogénio da porcdo NH do anel desse ligante. Os hidrogénios do anel imidazol sdo
representados pelo singleto em 7,797 ppm. Também ha um singleto observado em 3,33 ppm
indicando a presenca de agua no meio.
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Figura 31. Espectro de RMN de *H do complexo AulMes2tu em DMSO-ds a 250 MHz.
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A partir dos valores das integrais e dos deslocamentos quimicos dos sinais referentes ao
ligante 2-tu em relacdo ao ligante livre 2-tuH e a auséncia do sinal relacionado ao hidrogénio
do grupo —SH é possivel inferir a efetiva substituicdo do ion cloreto na esfera de coordenacao
do ouro(l), juntamente com os deslocamentos dos sinais dos hidrogénios da porgdo 1IMes em
relacdo ao precursor AulMesCl.

O espectro de RMN de *3C do composto AulMes2tu esta representado na Figura 32. Os
sinais observados referentes aos nucleos de carbono apresentam uma variacdo no valor do
deslocamento quimico em relacdo aos seus precursores, AulMesCl e 2-tuH. Como o sinal que
representa o carbono do anel imidazol ligado ao ion ouro(l) (Figura 27), que possui um
deslocamento quimico de 180,00 ppm. Estes dados corroboram com as analises anteriores

indicando a formacéo do complexo desenhado.
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Figura 32. Espectro de RMN de **C em DMSO-ds a 500 MHz e estrutura do composto
AulMes2tu com respectivas atribui¢des dos sinais.
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O espectro de HRMS do complexo AulMes2tu esté representado na Figura 33. O sinal
mais intenso no espectro é atribuido a espécie [Au(IMes)(2-tu)+H*] em 629,1638 m/z e indicam
que a reacdo de troca do ligante cloreto pelo ligante Spym foi efetuada. Também séo observados
outros sinais referentes ao ligante livre protonado [2-tuH+H*] em 129,0118 m/z e o complexo
[Au(IMes)(2-tu)Au(IMes)]" em 1129,3163 m/z.
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Figura 33. a) Espectro de massas de alta resolu¢cdo no modo ESI-MS(+) do composto

AulMes2tu da regido de 100 a 1500 m/z com respectivos sinais atribuidos. b) Espectro

ampliado com intensidade ajustada e padréo isotopico calculado para o ion molecular
[Au(IMes)(2-tu)+H]".

A estrutura cristalina do composto AulMes2tu (Figura 34) obtida através da difracdo de
raios X de monocristal apresenta grupo espacial P21/c e férmula empirica C2sH27AUN4OS. Os
valores de comprimento e angulo de ligacéo estdo dispostos na Tabela 5. O complexo apresenta

coordenacdo linear levemente distorcida com angulo médio de 178,51°, em que cada ion de
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ouro(l) esté ligado a um carbono situado entre os nitrogénios do anel imidazol (N-C-N) e um
atomo de enxofre desprotonado.

Observa-se uma interacao do tipo empilhamento r entre um dos anéis pirimidina (Figura
34) e 0 anel de um dos grupos mesitil, com uma distancia entre os anéis de 3,476 A. O atomo
O1 e o hidrogénio ligado ao N2 desse anel pirimidina fazem ligacGes de hidrogénio com o
hidrogénio em N2 e 0 O1 do anel pirimidina de outra unidade assimétrica, respectivamente. O
segundo anel pirimidina da unidade assimétrica também forma ligagcdes de hidrogénio pelo
atomo O2 e o hidrogénio ligado ao N6 de modo similar ao descrito anteriormente. Estes
resultados sugerem a efetividade da reacdo de substituicdo do ion cloreto pelo ligante tiolato

Spym a partir do complexo AulMesCI.

Figura 34. Diagrama ORTEP do composto AulMes2tu com elipsoides no nivel de
probabilidade de 50%.
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Tabela 7. Principais valores de comprimento (A) e angulos (°) de ligacdo do complexo

AulMes2tu.

Atomos Comprimento (A) Atomos Angulos (°)
Aul—C5 1,989(3) C5—Aul—S1 179,98(8)
Au2—C30 1,998(3) C30—AU2—S2 177,04(8)
Aul—S1 2,2914(7) C1—S1—Aul 100,96(9)
Au2—S2 2,3001(7) C26—S2—Au2 115,5(2)

s1—C1 1,745(3)

S2—C26 1,743(3)

5.2 Comparacéo da forca de doacéo dos ligantes tiolatos

A determinacgdo experimental de parametros eletronicos de ligantes NHCs empregada
por Huynh et al. com RMN de **C se demonstrou viavel para a avaliacio da forca de doagio
de co-ligantes'®. O método é baseado na sensibilidade do carbeno no NHC 1,3-
diisopropilbenzimidazolin-2-ilidene (‘Pro-bimy) que foi mantido como ligante constante em
uma série de complexos trans-[PdBr2('Pr.-bimy)L]", sendo L os ligantes analisados. Os autores
ressaltam que para estes complexos, o deslocamento quimico deste carbeno tende a deslocar
para maiores valores com o aumento da forca de doa¢do de outros ligantes na estrutura.

Os compostos AulMesCl, AulMesStzn, AulMesSbtz, AulMesSpym e AulMes2tu
compartilham uma similaridade estrutural, a por¢cdo Au—IMes. Essa semelhanca possibilita uma
comparacao de efeitos eletronicos como a forca de doacdo dos ligantes transoides, utilizando o
método descrito acima com os valores de deslocamento quimico do carbeno ligado ao ouro em
cada complexo. Esses dados sdo demonstrados na Tabela 8.

E observada a seguinte ordem da capacidade de doagdo dos ligantes: Cl < Shtz < 2-tu
< Stzn < Spym. Os ligantes tiolatos apresentam uma forca de doagcdo maior que o cloreto, fator
pelo qual favorece a estabilizacdo desse ion metalico. O ligante Sbtz tem uma forca de doagéo
menor que o Stzn devido a delocalizacdo da densidade eletrénica causada pelo anel benzeno na
estrutura. E a presenca de mais um atomo eletronegativo na estrutura do ligante 2-tu imprime
uma capacidade de doacdo menor que no Spym. Apesar da diferenca da forga de doagdo, os
valores médios da distancia de ligacdo do carbeno com o metal Au-C (Tabela 8) ndo parecem
sofrer alteracdes significativas. Por se tratar de complexos lineares de ouro com um ligante bem

volumoso (IMes), fatores de impedimento estérico podem influenciar nessa comparacéo.
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Tabela 8. Valores de deslocamento quimico (8) do carbeno no ligante IMes e a distancia da
ligacdo Au—C em diferentes complexos de ouro com formula geral [Au(IMes)L].

Complexos 5 13C (ppm) Au-C (A)

AulMesCl 170,75 2,01

AulMesSbtz 179,47 1,999
AulMes2tu 180,00 1,993
AulMesStzn 180,26 2,001
AulMesSpym 181,63 1,989

5.3 Ensaio de interagdo com BSA por supresséo da fluorescéncia

Com o propésito de avaliar a capacidade de interacdo dos complexos sintetizados com
biomoléculas, foi empregado o ensaio de supressdo de fluorescéncia da proteina albumina
sérica bovina (BSA). Essa proteina € frequentemente utilizada como modelo em estudos de
interacdo devido a sua semelhanca estrutural com a albumina sérica humana (HSA), além da
disponibilidade e custo acessivel®. A albumina é a proteina mais abundante no plasma
sanguineo de humanos e outros mamiferos, desempenhando importantes fungdes no organismo,
como armazenamento, transporte, metabolizacao e excrecdo de diversos compostos. E também
atua como um carreador de fons e complexos metalicos no organismo®,

A fluorescéncia intrinseca da BSA é atribuida aos residuos de aminoéacidos triptofano,
alanina e fenilalanina em sua estrutura. Entres esses, 0s residuos triptofano na sua superficie
exercem a maior influéncia nessa propriedade®®. A supressio da fluorescéncia da proteina BSA
ocorre por diversos mecanismos de interacdo com o titulante, como a ligacdo de substratos,
mudancas conformacionais em sua estrutura da proteina ou mesmo desnaturagio®®’,

O aumento da concentracdo dos complexos de ouro testados resultou em diminuicbes
sucessivas na intensidade da banda de fluorescéncia sem alterar seu perfil em cada amostra.
Este efeito indica a interagdo entre os complexos AulMesStzn, AulMesSbtz, AulMesSpym e
AulMes2tu com a proteina BSA a partir da formacdo de um aduto entre as duas espécies.

Para uma analise comparativa, os resultados dos dados de supressdo da fluorescéncia

foram tratados de acordo com a equacéo de Stern-Volmer'** (Equagcéo 8):

FolF =1+ Ksv.[Q]= 1 + Kq.70.[Q] (8)

Nesta equacdo, Fo € a intensidade da fluorescéncia na auséncia do supressor, F é a

intensidade da fluorescéncia na presenca do supressor, Ks é a constante de Stern-Volmer [Q]
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é a concentracdo do complexo de ouro(l), Kq € a constante da taxa de supressdo biomolecular e
To € 0 tempo de vida do fluoréforo na auséncia do supressor.

O valor de Ky é equivalente ao coeficiente angular da equacdo da reta obtida pela
regressdo linear do grafico Fo/F vs [Q]. Alteracdes na intensidade da fluorescéncia da proteina
causada pela presenca dos compostos séo indicios de possiveis interacdes. O valor da constante
de ligacéo (Ky) e 0 nimero de sitios de ligagdo ocupados pelo titulante na estrutura da proteina

(n) sdo determinados pela equacéo de Scatchard®®, conforme apresentado na Equagao 9:

log (Fo—F)/F =log [Kb] + n log [Q] 9)

O valor de Ky e n correspondem ao coeficiente linear e angular, respectivamente, da
equacdo da reta obtida pela regressao linear do grafico log (Fo-F) / F vs log [Q].

Os espectros obtidos no experimento de supressdo da fluorescéncia da BSA devido a
interacdo com os NHCs de ouro e os graficos referentes aos dados obtidos pelo uso da equacéo
de Stern-Volmer e Scatchard encontram-se em anexo respectivamente nas Figuras A13, Ald e
Al15. Os dados apresentaram pardmetros satisfatorios, os valores das contantes obtidas e os

parametros da regressao linear estéo retratados na Tabela 9.

Tabela 9. Constante Stern-Volmer (Ksv), constante de ligacdo (Kb) e nimero de sitios de
ligagéo (n) da interagdo dos compostos com BSA.

Complexo  Ksy -10* (M) R? Kp -10% (M) R? n
AulMesStzn 2,09+0,06 0,99260 13,2 0,99337 1,16
AulMesSbtz 2,57+0,02 0,99916 3,32 0,99888 1,03
AulMesSpym 3,07+0,08 0,99465 350,0 0,9783 1,40
AulMes2tu 2,57+0,06 0,99497 13,6 0,99364 1,14
AulMesCI® 0,70 0,8914 35 - 0,95

Os valores de K, demonstram que a substitui¢do ion cloreto por ligantes tiolato dessa
série proporcionaram um aumento da interacdo com a BSA, com exce¢do do complexo
AulMesSbtz. O complexo AulMesSpym apresentou o maior valor da constante de ligacdo na
temperatura de 25 °C, sendo provavelmente o complexo com a interacdo mais forte com a
proteina BSA quando comparado com os outros complexos da série e até mesmo do complexo
precursor. Os valores de n, que variam entre 1,03 até 1,40, indicam que a interacdo dos

complexos com a BSA ocorre aproximadamente por um sitio de ligacao.
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5.4 Estudo de interacdo com CT-DNA por dicroismo circular

A técnica de dicroismo circular (CD - circular dichroism) desempenha um papel crucial
na analise de mudancas na estrutura secundaria do DNA resultante de sua interagdo com outros
compostos, como potenciais farmacos. Isso contribui significativamente para uma compreenséo
mais profunda da natureza das interacdes entre esses compostos e 0 DNA, O espectro de
dicroismo circular do CT-DNA exibe duas bandas caracteristicas, sendo uma banda negativa
por volta de 247 nm, relacionada a conformacéo de hélice direita da forma B, e outra banda
positiva em 275 nm, atribuida ao empilhamento das bases nitrogenadas no DNA%1°,

A Figura 35 apresenta os diferentes espectros de CD do CT-DNA com adicdo dos
complexos de ouro(l) sintetizados e seus precursores. A presenca do complexo AulMesCl
resulta em sutis modificacdes no espectro de CD do CT-DNA, evidenciando um discreto
aumento na intensidade da banda em 275 nm. Esse mesmo tipo de interacdo ¢é observado pela
presenca do complexo AulMesShtz.

Por outro lado, no caso do complexo AulMesStzn, observa-se um aumento na
intensidade da banda em 275 nm e uma leve diminuigé@o da banda em 245 nm. Os espectros de
CD na presenca dos complexos AulMesSpym e AulMes2tu apresentam perfis semelhantes,
onde é observado um aumento da banda em 275 nm e um discreto aumento na intensidade da
banda em 245 nm. A pequena variacdo na intensidade das bandas exibida nos espectros de CD
sugere que as interacfes desses compostos com DNA ocorre por meio de insercdo nos sulcos
da estrutural®®. As mudancas sutis na estrutura secundaria do DNA evidenciadas nos espectros
de CD devido a presenca dos complexos, demonstra que as interacdes desses compostos com
essa biomolécula sdo fracas e sugerem que o DNA néo seja um alvo no mecanismo de acao

desses complexos.
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Figura 35. Espectros de dicroismo circular de CT-DNA na presenca de a) AulMesCl, b)
AulMesStzn, c) AulMesSbtz, d) AulMesSpym e e) AulMes2tu em diferentes concentracoes.

5.5 Ensaio de interagcdo com N-acetil-L-cisteina por RMN de H

Um dos potenciais alvos de acdo dos complexos de ouro(l) em parasitas, como 0s

pertencentes ao género Leishmania, s@o proteinas que possuem sitios ativos ricos em residuos

de cisteina. Como por exemplo, a enzima tripanotiona redutase que desempenha um papel

essencial no controle redox celular desses organismos.
Para a avaliacdo da capacidade de interacdo dos complexos de ouro(l) descritos neste

trabalho, possuindo férmula geral [Au(IMes)L], frente a esse tipo especifico de proteina, foi
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conduzido um ensaio com RMN H quantitativo utilizando, o N-acetil-L-cisteina (NAC), um
aminoacido derivado da cisteina, utilizando dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds) como
solvente. A partir desse ensaio é possivel aferir a reacdo de troca de ligantes na esfera de
coordenacdo do ouro, na posicao trans ao ligante IMes, sendo ocupada pelo ligante NAC

desprotonado, conforme ilustrado no Esquema 4.

0
0 2
N N
\ Hsﬁ)\OH \
[,>—Au—L + — [,>—Au-8 HN—< +  H-L
N HN N Y
o)

Esquema 4. Reacdo de substituicdo em complexos do tipo [Au(IMes)(L)] com N-acetil-L-
cisteina, sendo L = ClI, Stzn, Sbtz, Spym, 2-tu.

A estrutura da molécula de NAC possui um grupo metila identificado por um singleto
intenso no espectro de RMN de H, ao utilizar DMSO-ds como solvente, esse sinal apresenta
um valor de deslocamento quimico de 1,875 ppm. Quando essa molécula reage com complexos
de formula [Au(IMes)(L)], ocorre uma modificagdo no ambiente quimico dos atomos de
hidrogénio desse grupo metila e o respectivo singleto € observado com um deslocamento
quimico menor em 1,767 ppm.

Os valores das areas destes sinais foram utilizados como indicadores neste experimento,
com a finalidade de comparacdo de reatividade dos diferentes complexos utilizados.
Considerando que a quantidade de NAC, livre e coordenada, se mantém constante durante todo
experimento, a porcentagem (%) de NAC coordenado foi calculada através da seguinte
equacéo:

NAC,
% de NAC coord = (NAC, + NACO) x 100%
L c

onde NACc representa o valor da area do sinal da espécie coordenada ao metal e NAC_ o valor

da area referente a espécie livre. Os dados obtidos sdo apresentados na Figura 36.
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Figura 36. Grafico com porcentagem de NAC coordenado ao longo do tempo da reacdo da
interacdo de complexos diferentes complexos do tipo [Au(IMes)(L)] com N-acetil-L-cisteina.

O composto AulMesStzn demonstrou ser o mais favoravel a reacdo de troca com NAC,
seguido pelo AulMes2tu, AulMesSbtz e por fim, AulMesSpym. Os complexos com ligantes
tiolatos alcancaram valores de NAC coordenado muito maiores que o observado para o
complexo precursor AulMesCl. A reacdo de troca tende alcancar o equilibrio ap6s 3 h para
estes complexos, com excecdo do complexo AulMesSpym que atinge o equilibrio em menos
de 5 minutos. A alta quantidade do produto resultante da troca sugere que as reacoes de troca
com NAC envolvidas nesse ensaio sdo determinadas por parametros termodinamicos.

A reatividade superior dos carbenos de Au(l) com ligantes tiolatos em comparagdo ao
carbeno de ouro(l) com cloreto podem ser reproduzidas em meio biologico, ao interagir com
biomoléculas que possuam esses residuos. Como consequéncia, 0s complexos contendo
ligantes tiolatos podem demonstrar uma maior citotoxicidade para parasitas que seu precursor
AulMesCl e uma menor seletividade em relacdo as células hospedeiras.

Apesar da ligacdo Au-S ser bem estavel e proporcionar estabilidade ao ion ouro(l) no
complexo metalico, reagdes com troca de ligantes tiolatos na esfera de coordenagéo desse metal
sdo observadas a partir de estudos de metabolizacdo da auranofina®4!, A primeira etapa da
metabolizacdo desse metalofAmaco ocorre pela reagdo com um residuo de cisteina na sua forma

reduzida (—SH) presente na proteina de albumina sérica. Como resultado, a albumina se liga ao
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ouro e substitui o ligante de tioglicose acetilado, que é convertido para sua forma tiol. Essa alta
afinidade do ouro(l) com a albumina sérica é correlacionada com os valores de pKsn (do grupo
tiol) dos ligantes envolvidos. O pKsy do residuo livre de cisteina (pKsn ~5,0) € menor do que
valor apresentado para a tioglicose acetilada (pKsn 8,5), indicando que quanto menor o pKsy
do ligante, mais forte sera a interagdo Au-S nesses complexos®2,

Shaw et al. ao analisar troca de ligantes tiolato de auranofina e analogos com outras
proteinas com cisteina reduzida, destacou que essa tendéncia da correlagdo de substituicdo com
o valores de pKsu se aplica apenas a tiois alifaticos, pois em tiois que possibilitam o
tautomerismo tiol-tiocetona ocorre um efeito competitivo®*3. Esse tautomerismo tiol-tiocetona
ocorre em todos os tidis empregados na sintese dos complexos de ouro nesse trabalho, devido
a presenca do atomo de nitrogénio no anel (Figura 37). Os espectros de RMN H desses
compostos indicam a forma tioacetona quando dissolvido em DMSO-ds, apresentando singletos

largos e altos valores de deslocamento quimico caracteristicos de grupos —NH.
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Figura 37. Estruturas tautoméricas dos tidis HStzn, HSbtz, HSpym e 2-tuH e respectivos
espectros de RMN de *H em DMSO-ds a 250 MHz.

A ordem da taxa de troca com NAC apresentada pelos complexos de ouro ¢ analisada pela
estabilidade das bases conjugadas, que refletem na acidez dos compostos. Ou seja, quanto mais
estavel for a base conjugada, mais acida é a espécie. Fatores como efeito indutivo exercido por
atomos eletronegativos na estrutura e aromaticidade, favorecem a estabilizacdo da base

conjugada e resultam em espécies mais acidas. O ligante tiolato Spym, presente no complexo
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AulMesSpym, que possui dtomos mais eletronegativos com dois atomos de nitrogénio e
aromaticidade, seria a base conjugada mais estavel dentre os ligantes aqui considerados, sendo
entdo menos propenso a troca de ligantes tiolato. E o complexo com o ligante Stzn, que possuli
atomos menos eletronegativos e um anel ndo aromatico € mais suscetivel a essa reacdo de troca.
Essa logica pode ser estendida para o complexo AulMesCl, ao considerar o ligante cloreto como
a base conjugada ainda mais estavel que gera um acido forte, o que justificaria sua menor taxa
de troca com NAC.

Como os ligantes protonado HL (Esquema 4), resultantes da troca com NAC séo
observados na forma tiocetona nos espectros de RMN de *H em DMSO-ds, é possivel que a
basicidade associada ao &omo de nitrogénio do que do atomo de enxofre presentes nas
estruturas desses ligantes seja mais influente nessa troca com NAC. Portanto a ordem observada
no experimento de interacdo com NAC por RMN ndo se correlaciona com a ordem de forca de

doacdo dos ligantes tiolatos discutida anteriormente.

5.6 Estudos biologicos dos NHCs de ouro

5.6.1 Avaliacdo da atividade antileishmania

Os resultados dos valores das concentracdes efetivas para inibir 50 % do crescimento
das culturas parasitarias (ECso) da forma promastigotas de L. amazonensis e das concentraces
citotdxicas para 50 % das culturas (CCso) de células BMDM dos compostos AulMesStzn e
AulMes2tu estdo representados na Tabela 10. Devido a problemas de solubilidade ndo foi
possivel realizar estes ensaios para os compostos AulMesSbtz e AulMesSpym. Os valores de
ECso dos complexos com ligantes tiolato (AulMesStzn e AulMes2tu) sdo muito proximos do
valor obtido para seu precursor (AulMesCI)®. O que indica que para este ensaio a substituicdo
do cloreto na estrutura ndo altera muita a atividade do ion ouro, entretanto este estudo envolve
apenas dois compostos com diferentes ligantes.

Os complexos AulMesStzn e AulMes2tu apresentaram valores de CCsp iguais a 10,3 e
11,3 pM, respectivamente. Ao analisar esses valores de CCso em relagdo ao demonstrado pelo
precursor®® (Tabela 10), nota-se que os complexos com ligantes tiolatos sdo mais citotoxicos
para BMDM do que o complexo com ligante cloreto, demonstrando uma diminui¢do da
seletividade dos complexos de ouro por esta substituicdo de ligantes. Esses dados refletem a
tendéncia observada no ensaio com NAC, de maior afinidade dos complexos AulMesStz e

AulMes2tu por residuos de cisteina em relacdo ao AulMesCl, e podem indicar que esta
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citotoxicidade esteja relacionada a inibi¢éo de proteinas com residuos de cisteina reduzida que
sdo essenciais para as células hospedeiras.

Tabela 10.Valores de ECso com a forma promastigota de L. amazonensis, CCso com células
BMDM e indice de seletividade (SI) dos compostos de ouro.

Macrofagos derivados de

L. amazonensis ; Indice de
Composto medula 6ssea (BMDM) -
ECso (LM) seletividade (SI)
CCso (UM)
AulMesStzn 1,93 +0,09 10,3 53
AulMes2tu 2,03+0,21 11,3 5,6
AulMesCI® 157+041 21,81 +1,07 13,9

Os compostos AulMesStzn e AulMes2tu foram empregados em experimentos para
avaliar sua capacidade de reduzir a taxa de infeccdo e a carga parasitaria em células BMDM
infectadas por L. amazonensis. Os resultados, apresentados na Figura 38, demonstraram que o
composto AulMesStzn ndo promoveu uma diminuigédo estatisticamente significativa na taxa de
infeccdo e carga parasitaria dos macréfagos, apesar de apresentar o um baixo valor de ECsg no
ensaio com a forma promastigota da leishmania.

No entanto, o composto AulMes2tu exibiu a capacidade de reduzir a taxa de infec¢édo
apenas na concentracdo mais elevada testada, de 5 uM (Figura 35A), quando comparado ao
grupo controle ndo tratado. No que diz respeito a carga parasitaria, observou-se que 0 composto
AulMes2tu, nas concentracfes de 1,5 UM e 3 uM, foi capaz de reduzir as formas amastigotas
de Leishmaniaem 16,4 % e 23 %, respectivamente, para cada 100 macrofagos. Na concentragédo
mais elevada do composto (5 uM), a reducdo da carga parasitaria foi de aproximadamente 30%.

No processo de infeccdo do macrofago pela Leishmania, a forma promastigota do
parasita é fagocitada pelo macréfago, desencadeando a formacéao de vacuolos. Nesse ambiente
intracelular, ocorre a diferenciacdo para a forma amastigota e a subsequente replicagdo do
parasita’. Para que o complexo exerca sua atividade sobre os parasitas no contexto do
macrofago infectado, é crucial que o complexo ultrapasse a membrana celular do macrofago,
penetre no vacuolo e, por fim, interaja com o parasita.

A disparidade na atividade antileishmania dos complexos AulMesStzn e AulMes2tu
nos ensaios com promastigotas em relagdo ao ensaio de infeccdo pode ser atribuida a
significativa afinidade desses complexos por grupos tidis, conforme discutido anteriormente. O

que sugere uma possibilidade de inativacdo desses complexos por proteinas intracelulares antes
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de adentrarem nos vacuolos, impedindo a interagdo desejada com os parasitas. O composto
AulMesStzn possui maior afinidade por esses grupos e provavelmente deve ser inativado antes
de alcancar o alvo. Em contraste, o composto AulMes2tu, com afinidade mais moderada,
consegue atingir o alvo em quantidade suficiente para exercer uma atividade reduzida no

parasita.
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Figura 38. (A) Taxa de infeccdo e (B) carga parasitaria de células BMDM infectadas com
promastigotas de L. amazonensis, incubadas com os compostos AulMesStzn e AulMes2tu nas
concentragdes de 0,5; 1,5; 3 e 5 uM, e controle ndo tratado. Os resultados apresentados sao
representativos de dois ensaios independentes realizados em triplicata. * p < 0,05; ** p <
0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.
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5.6.2 Viabilidade celular em células Vero-E6

Para a realizacdo dos ensaios de inibicdo da replicacdo viral dos complexos de ouro
frente a ZIKV, MAYV e VSV-eGFP-SARS-CoV-2, primeiramente foi executado uma
avaliacdo da citotoxicidade desses compostos nas células hospedeiras, para entdo utilizar os
valores da maior concentragdo ndo citotoxica nas etapas de infeccdo. Com essa finalidade,
células Vero-E6 foram tratadas com cada composto nas concentragdes de 50, 10 ¢ 2 uM.

Os resultados obtidos pelo ensaio MTT (Tabela 11) mostraram uma toxicidade
significativa de todos os complexos de ouro na concentragdo mais alta de 50 uM. Entretanto, o
complexo AulMesCl apresentou 86,8 % de viabilidade celular a 10 uM, enquanto 0s compostos
AulMesStzn, AulMesSbtz, AulMesSpym e AulMes2tu foram viaveis a 2 uM com valores
equivalentes a 99,0 %, 92,0 %, 104,0 % e 96,0 % respectivamente. Portanto, essas

concentragdes foram utilizadas nos ensaios de atividade antiviral.

Tabela 11. Efeito dos complexos de ouro na viabilidade de células VVero-E6.

Viabilidade celular (%)

Composto
50 pM 10 pM 2 M
AulMesShtz 14,0 16,0 99,0
AulMesStzn 13,9 20,2 92,0
AulMesSpym 15,6 15,0 104,0
AulMes2tu 12,7 29,2 96,0
AulMesClI 25,2 86,8 94,2

Ao observar os dados descritos acima, percebe-se um maior efeito citotoxico dos
complexos de ouro com ligantes tiolatos em relacdo ao complexo de ouro com ligante cloreto,
assim como observado nos ensaios com células BMDM, e pode indicar que a dimenséo da
afinidade desses complexos de ouro com grupos tidis € muito relevante no efeito de

citotoxicidade em células hospedeiras.

5.6.3 Atividade anti-ZIKV

Os resultados de viabilidade celular e taxa de infecgdo por ZIKV obtidos nos ensaios
estdo destacados na Tabela 12 e Figura 39. Os dados apontam que os compostos AulMesCl a
uma concentracdo de 10 uM e os compostos AulMesStzn, AulMesSbtz, AulMesSpym e
AulMes2tu a 2 uM demonstraram uma notavel capacidade de inibir a replicagdo do ZIKV,

alcangando taxas de inibicao de 70,8 %, 88,3 %, 95,5 %, 55,3 %, 93,8 %, respectivamente. Os
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complexos de ouro com ligantes tiolatos exibiram valores mais elevados de inibicdo em uma

concentragdo Cinco vezes menor que seu precursor, com excecdo do composto AulMesSpym.
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Figura 39. Efeito dos complexos de ouro na viabilidade de células Vero-EG6 e infectividade do
ZIKV. DMSO foi utilizado como controle néo tratado. (**) P < 0,01, (***) P < 0,001 e (****)
P < 0,0001. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

Tabela 12. Efeito dos complexos de ouro na viabilidade de células Vero-E6 e infectividade de

ZIKV.
Composto Viabilidade Infeccéo de Inibicdo da replicacéo
(concentragéo) celular (%) ZIKV (%) de ZIKV (%)
AulMesStzn (2 uM) 93,9 11,7 88,3
AulMesSbtz (2 uM) 97,8 4,5 95,5
AulMesSpym (2 uM) 101,5 447 55,3
AulMes2tu (2 uM) 92,7 6,2 93,8
AulMesCI (10 uM) 89,7 29,1 70,9

5.6.4 Atividade anti-MAYV

Os resultados obtidos dos ensaios de atividade anti-MAYYV dos complexos de ouro
(Figura 40 e Tabela 13) demonstraram que os compostos inibiram a replicacdo de MAYV-
nanoluc em > 70 %, sendo que 0 AulMesCl a uma concentragéo de 10 uM diminuiu a replicagéo

viral em 76,2 %, enquanto os complexos AulMesStzn, AulMesSbtz, AulMesSpym e
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AulMes2tu a 2 uM inibiram a replicacdo viral em 83,6 %, 80,9 %, 89,6 % e 84,1 %,
respectivamente. Os complexos de ouro com ligantes tiolatos foram mais efetivos na

diminuicdo da replicagéo viral em concentracfes bem mais baixas que seu precursor AulMesCl.
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Figura 40. Efeito dos complexos de ouro na viabilidade de células Vero-EG6 e infectividade do
MAYYV-nanoluc. DMSO foi utilizado como controle ndo tratado. (**) P < 0,01, (***) P <
0,001 e (****) P < 0,0001.

Tabela 13. Efeito dos complexos de ouro na viabilidade celular em Vero-EG6 e na infeccdo
pelo MAYV-nanoluc.

Concentracao Viabilidade Inibicdo da replicacio
Composto
(M) Celular (%) do MAYV (%)

AulMesStzn 2 91,7 80,9
AulMesSbtz 2 95,8 83,6
AulMesSpym 2 86,2 89,6
AulMes2tu 2 83,0 84,1

AulMesCl 10 87,4 76,2

5.6.5 Atividade anti-VSV-eGFP-SARS-CoV-2

A avaliacdo da atividade antiviral dos compostos de ouro testados frente ao
VSV-eGFP-SARS-CoV-2, mostram que o composto AulMesSpym na concentragdo de 2 uM
inibiu 75,93 % da infeccdo viral do VSV-eGFP-SARS-CoV-2. Enquanto o AulMesStzn,
AulMesSbtz e 0 AulMes2tu também a2 pM, inibiram 69,76 %, 54,96 % e 52,15 % da infec¢édo

viral, respectivamente. JA& o0 composto AulMesCl, apresentou viabilidade celular a 10 uM e
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inibiu em 59,53 % a entrada do virus na célula (Figura 41). Neste ensaio, 0s complexos de ouro
com ligantes tiolatos também foram mais efetivos que seu precursor, assim como nos testes de
avaliacdo antiviral com ZIKV e MAYV.
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Figura 41. Efeito dos complexos de ouro na viabilidade de células Vero-EG6 e infectividade do
VSV-eGFP-SARS-CoV-2. DMSO foi utilizado como controle n&o tratado. (**) P < 0,01,
(***) P < 0,001 e (****) P < 0,0001.

5.6.6 Avaliacdo das atividades antivirais

De modo geral, a capacidade de inibicdo de replicacdo viral do ZIKV, MAYV e
VSV-eGFP-SARS-CoV-2 exercida pelos complexos de ouro com ligantes tiolatos sdo em sua
maioria mais efetivas em uma concentragdo cinco vezes menor que a apresentada pelo precursor
AulMesCl. Em relacdo ao ZIKV o complexo mais ativo foi o AulMesSbtz, enquanto para
MAYYV e VSV-eGFP-SARS-CoV-2 o complexo mais ativo foi o AulMesSpym. Os altos
valores de inibicdo apresentados por esses complexos em diferentes tipos de virus denotam a
amplitude e o potencial da atividade antiviral dos complexos de ouro. Os altos valores de
inibicdo contra o pseudovirus VSV-eGFP-SARS-CoV-2, indica que 0s complexos de ouro séo
bons candidatos a estudos com SARS-CoV-2.

Essa discrepancia na atividade pode ser atrelada a uma maior afinidade desses
complexos por grupos tidis, que foi apontada no ensaio de interacdo com NAC, e sinaliza que
possivelmente o principal mecanismo de acao desses compostos envolve a inibi¢ao de proteinas
contendo residuos de cisteina reduzida que estdo envolvidas no processo de replicacdo viral.
Porém, a ordem dessa afinidade dentro do grupo dos complexos com ligantes tiolatos ndo foi
refletida na efetividade das atividades antivirais. E indica que 0s grupos presentes nos ligantes

tiolatos influenciam a reatividade dos complexos, interferindo na permeacdo dos complexos
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aos sitios ativos de proteinas por impedimento estérico ou pelo carater de lipofilicidade, por
exemplo.

No entanto, € importante frisar que outras propriedades, como lipofilicidade, podem
também desempenhar um papel influente nessas atividades e devem ser investigadas. Além da
necessidade de estudos mais aprofundados para compreender 0os mecanismos e os alvos de agéo
desses compostos em diferentes etapas de infecgdo por estes virus.
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6  Consideracdes finais

A base de Schiff da sulfadoxina com salicilaldeido (SFX-SL) e seu respectivo complexo
de prata(l) (AgSFX-SL) foram sintetizados e caracterizados. As analises e 0s estudos
computacionais indicam que a base de Schiff se coordena ao ion Ag(l) por meio dos atomos de
oxigénio e nitrogénio desprotonado do grupo sulfonamida, assim como pelo atomo de
nitrogénio do anel de pirimidina, formando uma estrutura dimérica. Tanto o complexo AgSFX
anteriormente descrito na literatura quanto o novo complexo AgSFX-SL demonstraram valores
de CIM variando de 2,8 a 59,9 pmol-L! para as cepas bacterianas selecionadas. Além disso, 0s
complexos também apresentaram atividade contra C. albicans, com valores de concentracéo na
faixa de concentragdo micromolar. A base de Schiff SFX-SL destacou-se pela alta taxa de
inibicdo da replicacdo do CHIKV, enfatizando a influéncia da modificacdo estrutural na
atividade biologica em relacdo ao seu precursor, SFX. A alta atividade anti-CHIKV dos
complexos AgSFX e AgSFX-SL em baixas concentragdes evidenciam que o ion prata(l) exerce
grande influéncia na atividade antiviral desses compostos. Para uma melhor compreenséo dessa
relacdo estrutura e atividade, é necessaria a realizacéo de estudos mais detalhados que envolvam
diferentes estagios da infecgdo viral.

Em relacéo aos compostos de ouro, os complexos AulMeSpym AulMesSbtz, AulMesStzn
e AulMes2tu foram sintetizados e caracterizados, 0s quatro complexos apresentaram uma
geometria linear. Os ensaios de interagdo com N-acetil-L-cisteina por RMN de *H
demonstraram que os NHCs de ouro com ligantes tiolatos sdo altamente reativos com grupos
tiois, indicando uma maior reatividade com proteinas ricas em residuos de cisteina disponiveis.
Essa afinidade parece estar correlacionada com a acidez do tiol respectivo ao ligante tiolato.
Quanto mais acido o tiol, menos favordvel é a substituicdo na esfera de coordenacdo. Os
compostos AulMesStzn e AulMes2tu apresentaram atividade contra a forma promastigota da
Leishmania com valores de I1Cso, 1,93 e 2,03 umol-L, respectivamente. Entretanto, nos ensaios
com macrofagos infectados, ndo houve diminuicéo significativa na infecgdo possivelmente pela
desativacdo precoce destes complexos.

Na avaliacdo da atividade antiviral com ZIKV, MAYV e VSV-eGFP-SARS-CoV-2 foi
observado que a substitui¢cdo do cloreto no complexo AulMesClI por ligantes tiolato aumentou
significativamente a capacidade de inibicdo desses complexos com amplo espectro de agéo,

exercendo atividade em trés diferentes tipos de virus. Esse aumento da atividade antiviral pode
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ser atribuido a maior afinidade desses complexos por grupos tidis e sugere uma atividade pela
interacdo desses complexos com proteinas ricas em cisteina presentes no processo de replicacdo
viral. Esses complexos de ouro com ligantes tiolatos demonstraram ser candidatos promissores
para estudos mais avancados de inibicdo de replicacdo desses virus, onde serdo exploradas as
funcbes desses compostos nas diferentes etapas de infeccdo e a investigacdo dos alvos
bioldgicos especificos para uma compreensdo abrangente dos mecanismos de agao.

Os estudos realizados neste trabalho demonstraram que a substituicdo do ligante cloreto do
complexo AulMesClI por ligantes tiolatos, muda drasticamente o perfil de reatividade e as
propriedades bioldgicas do carbeno de ouro. Exemplificando a capacidade de modificacdo da
reatividade do centro metélico pelas mudancas realizadas na esfera de coordenacdo do
complexo, assim como o0 processo de desenvolvimento e aprimoramento de complexos

metalicos como agente terapéuticos.
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Anexos

Tabela Al. Dados Cristalogréficos da estrutura cristalina de AulMesStzn.

Formula Molecular
Massa Molar (g'mol™)
Sistema Cristalino
Grupo Espacial
a(A)

b (A)

c (A)

o (°)

B ()

v (°)

Volume (A%)
Densidade (g-cm’®)
Radiacdo (A)
pu (mm)

T (K)
Z
NUmero de Pardmetros Refinados
F(000)
0 max (°)
S

AuC24H28N3S2
619,58
Ortorrébmbico
P212121
8,6550(2)
14,1032(3)
19,7630(4)
90
90
90
2412,35(9)
1,706
Mo Ko (A = 0,71073)
6,287
99,99(10)

4
27934
1216,0
34,0770
1,065




Tabela A2. Dados Cristalogréficos da estrutura cristalina de AulMesSbtz.
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Formula Molecular
Massa Molar (g:mol™)
Sistema Cristalino
Grupo Espacial
a(A)

b (A)

c (A)

o (°)

B ()

v (°)

Volume (A%)
Densidade (g-cm™)
Radiagdo (A)
pu (mm)

T (K)
Z
Ndmero de Pardmetros Refinados
F(000)
0 max (°)
S

AuCogH28N3S>
667,62
Triclinico
P-1
11,1702(12)
15,1601(17)
17,1723(19)
86.211(3)
76,397(2)
81,795(3)
2795,88
1,586
Mo Ka (A= 0,71073)
5,431
120,00
4
9969
1312,0
29,101
1,031




Tabela A3. Dados Cristalogréaficos da estrutura cristalina de AulMesSpym.
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Formula Molecular
Massa Molar (g:mol™)
Sistema Cristalino
Grupo Espacial
a(A)

b (A)

c (A)

o (°)

B
v (%)

Volume (A3
Densidade (g-cm’®)
Radiaco (A)
pu (mm)

T (K)

Z
Ndmero de Pardmetros Refinados
F(000)

0 max (°)

S

C25.5H20AUN4O0 5S
628,574
Triclinico
P-1
8,3675(1)
16,1557(2)
19,6651(3)
99,070(1)
101,772(1)
101,630(1)
2493,67(6)
1,674
Mo Ko, (A = 0,71073)
6,005
100,00(10)

4
641
1231,6
25,680
1,023




Tabela A4. Dados Cristalograficos da estrutura cristalina de AulMes2tu.
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Formula Molecular
Massa Molar (g:mol™)
Sistema Cristalino
Grupo Espacial
a(A)

b (A)

c (A)

o (°)

B
v (%)

Volume (A3
Densidade (g-cm’®)
Radiaco (A)
pu (mm)

T (K)
Z
NUmero de Pardmetros Refinados
F(000)
0 max (°)
S

C25H27AUN4OS
628,552
Monoclinico
P2i/c
9,0579(1)
21,2344(3)
25,5964(4)
90
96,504(1)

90
4891,50(12))
1,707
Mo Ka (A=0,71073)
6,125
100,00(10)

8
639
2455,3
25,680
1,030
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Tabela A5. Dados calculados para Energia HOMO, Energia LUMO, Diferenca de energia
(Eg), Potencial de ionizagao (IP), Afinidade eletronica (EA), Dureza (1), Moleza (S),
Potencial quimico (), Eletronegatividade (y) e Indice de eletrofilicidade (o) para o ligante e

para o dimero do complexo.

Composto

Parametros SFX-SL AgSFX-SL

neutro dimero
Energia HOMO (eV) -8.033 -7.912
Energia LUMO (eV) -0.244 -0.122
Diferenca de energia (Eg) (eV) -7.789 -7.790
Potencial de ionizacdo (IP) (-Enomo —
V) 8.033 7.912
Afinidade eletronica (EA)(-ELumo—eV) 0.244 0.122
Dureza (1) (eV) 3.894 3.895
Moleza (S) (eV) 0.257 0.257
Potencial quimico (p) (eV) -4.139 -4.017
Eletronegatividade (y) (eV) 4.139 4.017

indice de eletrofilicidade (o) (eV) 2.199 2.072
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Tabela A6. Parametros topoldgicos calculados nos pontos criticos de ligacdo (BCP) das

interagdes. Dados em kcal mol™.

Interacdo p(r) V2p(r) V(r) G(r) H(r) Tipo de
(BCP) interacdo
N29 - Ag47 38,93 172,95 -52,39 47,81 -4.58 Parcialmente
covalente

027 - Aga7 22,78 105,97 -26,64 26,57 -0,08 Parcialmente
covalente

N76 - Ag94 40,44 180,05 -55,24 50,12 -5,12 Parcialmente
covalente

Ag47 - N87 45,57 209,42 -65,48 58,91 -6,57  Parcialmente
covalente

N40 - Ag94 46,10 211,84 -66,53 59,74 -6,79 Parcialmente
covalente

Ag4aT - 17,97 66,09 -17,85 17,19 -0,67 Parcialmente
Ag9%4 covalente

074 - Ag94 21,73 99,51 -24.,89 24,88 -0,01 Parcialmente

covalente
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Figura Al. Espectro de RMN de *H do complexo AulMesCl em DMSO-ds a 250 MHz.
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Figura A2. Espectro de RMN de *3C do complexo AulMesCl em DMSO-ds a 500 MHz.
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Figura A3. Espectro de RMN HSQC {*H, *C} do complexo AulMesCl a 500 MHz em

DMSO-ds.
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Figura A4. Espectro de RMN HMBC {*H, **C} do complexo AulMesCl a 500 MHz em

DMSO-ds.
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Figura A5. Espectro de RMN HSQC {*H, *C} do complexo AulMesStzn a 500 MHz em

DMSO-ds.

e

+
MR

- 20
"
; 60
; 80
;100
;120
;140
-160

—180

\ \
85 8.0 7.5

\ 1
7.0 6.

\ 1
5 60 55 5

T
0 45 40

\
3.5

\
3.0 2

I
5 20 15 ppm

Figura A6. Espectro de RMN HMBC {*H, **C} do complexo AulMesStzn a 500 MHz em

DMSO-de.
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Figura A7. Espectro de RMN HSQC {*H, *C} do complexo AulMesSbtz a 500 MHz em

DMSO-ds.
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Figura A8. Espectro de RMN HMBC {*H, *C} do complexo AulMesSbtz a 500 MHz em

DMSO-ds.
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Figura A9. Espectro de RMN HSQC {*H, 3C} do complexo AulMesSpym a 500 MHz em

DMSO-ds.
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Figura A10. Espectro de RMN HMBC {*H, *C} do complexo AulMesSpym a 500 MHz em

DMSO-ds.
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Figura A11. Espectro de RMN HSQC {*H, 3C} do complexo AulMes2tu a 500 MHz em
DMSO-ds.
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Figura A12. Espectro de RMN HMBC {*H, *C} do complexo AulMes2tu a 500 MHz em
DMSO-ds.
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Figura A13. Espectro de supressdo de fluorescéncia da BSA por a) AulMesStzn, b)
AulMesSbtz, d) AulMesSpym e d) AulMes2tu.
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Figura Al14. Gréficos de Stern-Volmer a partir da supressédo da fluorescéncia de BSA por a)
AulMesStzn, b) AulMesSbtz, d) AulMesSpym e d) AulMes2tu.
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Figura A15. Gréficos de Scatchard a partir da supressao da fluorescéncia de BSA por a)
AulMesStzn, b) AulMesSbtz, d) AulMesSpym e d) AulMes2tu.



