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RESUMO

RESUMO

O objetivo principal deste trabalho consistiu na sintese, caracterizagdo e investigacdo da
atividade biologica de complexos de cobre(ll) contendo ligantes pirazolicos {pirazol (HPz), 3,5-
dimetilpirazol (HdmPz), 4-iodopirazol (HIPz) e 1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol (HtdmPz)} e moléculas
biologicamente ativas {pirazinamida (PZA), rifampicina (RMP) e isoniazida (INH)}. Foram preparadas
trés séries de compostos, a primeira contendo os ligantes pirazélicos e o pseudo-haleto tiocianato:
[CU(NCS)2(HPz)7] (1), Cu(NCS)2(HdmPz)4].5H20 (2), [Cu(NCS)2(HIPz);] (3); a segunda contendo o
ligante  1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol:  [Cuz(NCS)2(tdmPz),]  (4),  [Cu2Cl(HtdmPz),]  (5),
[Cu2Bro(HtdmPz),] (6); e a terceira série, contendo como ligantes compostos atualmente usados no
tratamento da tuberculose: [CuClx(PZA)] (7), [Cu(RMP)] (8), [CuClz(INH)2]».H20 (9) e [Cu(SO4)(INH)]n
(10).

Os compostos foram caracterizados por analise elementar, espectroscopia vibracional na
regido no IV, espectroscopia de absorcdo eletronica no UV/Visivel e ressonancia paramagnética
eletronica. O composto [Cu(NCS)2(HPz);] (1) teve sua estrutura determinada através da andlise
cristalografica via difratometria de raio-X de monocristal.

Os complexos de cobre(ll) foram submetidos a ensaios de inibicdo do crescimento do
Mycobacterium tuberculosis, agente etioldgico da tuberculose humana, linhagem H37Rv ATCC -
27194. Os compostos [CuzCla(HtdmPz)] (5), [CuzBro(HtdmPz),] (6), [CuCI(PZA),] (7), [Cu(RMP)] (8),
[CUCI2(INH)2]n.H20 (9) e [Cu(SO4)(INH)]n (10) mostraram ser bastante eficientes na inibicdo do
crescimento dessa micobactéria, uma vez que apresentaram valores de concentra¢do inibitoria minima
(CIM) iguais a 3,25; 14; 10; 0,31; 10 e 0,62 pg/mL, respectivamente.

Os complexos 7 - 10 mostraram ser muito promissores no tocante a potencialidade de
aplicacdo como drogas antituberculose, uma vez que apresentaram valores de IS (indice de

seletividade) superiores a 4.

Palavras-chave: complexos de cobre(ll), pirazdis, DRX de monocristal, atividade bioldgica,
Mycobacterium tuberculosis




ABSTRACT

ABSTRACT

The main objective of this work consisted in the synthesis, spectroscopic characterization and
investigation of the biological activity of copper(ll) complexes containing pyrazolyl ligands {pyrazole
(HPz),  3,5-dimethylpyrazole  (HdmPz),  4-iodopyrazole =~ (HIPz) and  3,5-dimethyl-1-
thiocarboxamidepyrazole (HtdmPz)} and biological active molecules {pyrazinamide (PZA), rifampicin
(RMP) and isoniazid (INH)}. Three series of compounds were prepared, the first one containing
pyrazolyl ligands and the pseudohalide thiocyanate: [Cu(NCS)2(HPz)2] (1), Cu(NCS)2(HdmPz)4].5H20
(2), [Cu(NCS)2(HIPz)7] (3); the second series presents the 3,5-dimethyl-1-thiocarboxamidepyrazole
ligand: [Cuz(NCS)2(tdmPz)z] (4), [CuzCla(HtdmPz)2] (5), [Cu2Brz(HtdmPz);] (6); and the third serie,
involves compounds currently used in the treatment of the tuberculosis as ligands: [CuCl(PZA),] (7),
[Cu(RMP)] (8), [CuCl(INH)2]n.H20 (9) € [Cu(SOa4)(INH)] (10).

The compounds were characterized by elemental analysis, infrared spectroscopy, UV-Vis
spectroscopy and electron paramagnetic resonance. The compound [Cu(NCS)2(HPz);] (1) had its
structure determined by single crystal X-ray diffraction.

The copper(ll) complexes were submitted to the assays of inhibition of the growth of the
Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC - 27194. The compounds [CuCly(HtdmPz),] (5),
[CuzBro(HtdmPz)] (6), [CuClo(PZA);] (7), [Cu(RMP)] (8), [CuCl2(INH)2]».H20 (9) e [Cu(SO4)(INH)]x (10)
had shown to be efficient in the inhibition of the growth of this mycobacteria, because showed minimal
inhibitory concentration (MIC) values equals to 3,25; 14; 10; 0,31; 10 e 0,62 ug/mL, respectively.

The complexes 7 - 10 are promise compounds in relation to the potential application as
antituberculosis drugs, because they showed Sl (selectivity index) values greater than 4.

Key-words: Copper(ll) complexes, pyrazoles, crystal X-ray pyrazoles, biological activity

Mycobacterium tuberculosis
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I.INTRODUCAO

I.1 O ion Cu(II)

O fon cobre (II), pelo seu baixo preco e alta disponibilidade, é facilmente obtido e empregado
na sintese de compostos inorganicos, de catalisadores, semicondutores e de compostos de
coordenagéo [1].

A maioria dos complexos e compostos de Cu(ll) apresenta uma estrutura octaédrica distorcida,
e sdo azuis ou verdes. O ion metdlico tem a configuracao eletrdnica 3d®, restando apenas um orbital
para 0 qual um elétron pode ser promovido. Logo, a espectroscopia eletrénica deveria, a principio,
assemelhar-se a de sistemas com a configuragéo eletronica d* (por exemplo, Ti3*), com a presenca de
uma Unica banda de absorgdo larga. Isso realmente ocorre, e esses compostos absorvem na regido de
625 a 909 nm, em geral. Contudo, os complexos de Cu(ll) séo apreciavelmente distorcidos, pelo efeito
Jahn-Teller, provocando o aparecimento de mais de uma banda de absorcdo. Essas bandas se
sobrepdem tornando a banda assimétrica. Nao € possivel atribuir cada banda de modo inequivoco.
Essa distorcdo tetragonal € uma conseqiéncia da configuracdo eletrénica d® para o ion Cuz* O
ambiente octaédrico em torno do ion provoca o desdobramento dos orbitais d do Cu em niveis de
menor energia, tog, € Maior energia, eq, devido ao efeito do campo cristalino octaédrico. Os nove
elétrons d se distribuem da seguinte maneira: (t2g)8(eg)3. Os trés elétrons eq ocupam orbitais dy2? e d,%

dois num orbital e o terceiro no outro, conforme ilustra a Figura 01.
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Figura O1. Diagrama de nivel de energia para configuragdo d° em um campo octaédrico e com
distorgdo tetragonal [2].

Como o preenchimento do nivel e; ndo é simeétrico, ocorre a distorcdo de Jahn-Teller. Esta
quebra a degenerescéncia dos orbitais eq e tog (isto &, 0s dois orbitais eg passam a ndo ter a mesma
energia; 0 mesmo ocorrendo com os orbitais tog). Assim, 0 complexo serd distorcido. O orbital dy2,2 esta
sob a influéncia dos quatro ligantes que se aproximam ao longo das direcfes x e y. Por outro lado, 0
orbital d,2 esta sob a influéncia de apenas dois ligantes, que se aproximam segundo a direcao z. Assim,
a energia do orbital dy2y2 aumenta mais do que a do orbital d;2. Por isso, 0s trés elétrons do nivel eq
passam a se distribuir como se segue: (d-?)%(dx%y?)!. Como o orbital d;2 contém dois elétrons, 0s
ligantes que se aproximam segundo a direcdo z sdo impedidos de se aproximarem do cobre tanto
quanto os ligantes que se aproximam ao longo das direcdes x e y [3].

Esse arranjo octaédrico distorcido € comum em compostos de cobre(ll). Por exemplo, 0s
haletos CuX; tém a estrutura do rutilo (TiO) distorcida, onde o metal tem nimero de coordenacao igual
a 6. Os comprimentos de ligagdo nos haletos CuX séo:

CuF, 4 ligagbes de 1,93A e 2 ligages de 2,27A

CuCl,  4ligacdes de 2,30A e 2 ligagBes de 2,95A

CuBr, 4 ligacdes de 2,40A e 2 ligagdes de 3,18A

A Figura 03 ilustra um octaédro alongado, representativo dessa série de sais de cobre(ll).
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Figura 02. Octaedro tetragonalmente distorcido, com quatro ligagées curtas num arranjo
quadrado planar, e duas ligagdes mais longas em trans.

Os complexos de cobre (Il) comumente apresentam numero de coordenacao 4 (tetraédrica ou
quadrado planar), 5 (bipiramide trigonal ou piramide de base quadrada) e 6 (octaédrica), como mostra a
Figura 03 [4].

—Cu— o Cu — Cu ~ o CU —Cu—
| | ™ /\" /]
(a) (b) (c) (d) (e)
Figura 03. Possiveis geometrias ao redor do centro metdlico cobre (II). (a) quadrado planar;

(b) tetraédrica; (c) bipirdmide trigonal; (d) pirdmide de base quadrada; (e)
octaédrica.

I.2 Propriedades bioldgicas do cobre

O cobre € o terceiro elemento de transi¢cdo mais abundante no corpo humano (80 - 120 mg)
depois do ferro (4,0 — 5,0 g) e do zinco (1,4 — 2,3 g). O cobre é um elemento vital para plantas e
animais, mas algumas de suas funcdes nédo séo tdo bem entendidas e definidas como aquelas dos
outros dois metais.

O uso medicinal do cobre é de fato, milenar. Em cerca de 3000 a.C., 0s egipcios utilizavam o
cobre como um antisséptico para esterilizar agua de beber. Em torno de 1500 a.C., ha relatos do uso
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medicinal de ungiientos & base de cobre. E conhecido ha muito tempo, também, o uso de braceletes
de cobre como um remédio popular para o tratamento de artrite.

No entanto, o cobre foi reconhecido pela primeira vez como elemento biolégico essencial
apenas em 1920, quando foi descoberto que dietas deficientes em cobre administradas a animais
causavam anemia e que, além disso, sais de cobre corrigiam essa doenca [5]. O reconhecimento do
cobre como um elemento-traco para 0 desempenho de certas fungdes biologicas aconteceu nesta
mesma década. Assim sendo, este metal € um componente catalitico para muitas enzimas, por
exemplo, exibindo atividade redutase-oxidativa em oxidases e hidroxilases, auxiliando no transporte de
elétrons na citocromo oxidase, atuando como co-fator em processos metabdlicos envolvendo tecido
articular/conectivo e sistema imunoldgico (dai seu papel como antiinflamatdrio), entre outros.

A Tabela 01 contempla algumas classes de biomoléculas contendo cobre, com énfase em

ocorréncia e funcao [4].

Tabela 01.  Principais tipos de biomoléculas de cobre [4]

Tipo Ocorréncia Funcéo
Citocromo oxidase Mitocondria Oxidase terminal (O2 — H20)
Ceruloplasmina Soro humano e animal Transporte de Cu e Fe
Hemocianina Moluscos e artrépodes Transporte de oxigénio
Dopamina R-hidroxilase Glandula supra-renal Converte dopamina em norepinefrina
Superdxido dismutase Globulos vermelhos Desproporcionamento do ion Oz

As propriedades biologicas do cobre, conhecidas hd muito tempo, estimularam o
desenvolvimento de numerosos complexos de Cu(ll) contendo ligantes biologicamente ativos, uma vez
que, em certos casos, drogas administradas na forma de compostos de coordenagéo apresentam uma
maior atividade em relacéo aos derivados organicos livres [6-7].

Embora haja alguns relatos na literatura sobre tratamento de cancer e de doencas
cardiovasculares a base de compostos de cobre(ll), € sem ddvida no campo dos antiinflamatorios e dos

bactericidas que estes sistemas merecem destaque.
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I.2.1 Atividade Antiinflamatoéria

As propriedades medicinais do cobre e do agente antiinflamatério salicina, um glicosideo do
acido salicilico (protétipo de muitas drogas antiinflamatorias nédo-esteroidais, NSAIDs) tém sido
conhecidas por milhares de anos [9-11]. H& relatos do uso de extratos de salgueiro, fonte de salicina,
para o alivio da dor e da febre pelos medicos gregos Hipdcrates (Tmmokpdrng) e Dioscorides
(Alookopidng).

A interacdo entre ions Cu(ll) e drogas antiinflamatorias nao-esteroidais (&cidos
carboxamidicos-enolicos) conduziu a formacao de complexos com elevada atividade antiinflamatoria e
toxicidade gastrointestinal reduzida, quando comparado com drogas puramente organicas. Estas
drogas a base de cobre tém atraido enorme interesse devido a sua baixa toxicidade, uma vez que as

terapias atuais causam efeitos colaterais de ordem renal, cardiovascular e gastrointestinal [5].

I.2.2 Atividades Fungicida e Bactericida

O uso de sais de cobre como fungicida também ja é conhecido ha muito tempo. A calda
bordalesa, por exemplo, é obtida misturando-se uma solugdo de sulfato de cobre com cal (hidroxido de
célcio). A suspensdo mais concentrada, conhecida como pasta bordalesa, € empregada para a
protecdo dos cortes resultantes das podas e da remocéo de tecidos atacados por gomose e rubelose
em citros.

As atividades fungicida e bactericida de compostos de Co(ll), Cu(ll), Zn(ll) e Cd(ll) contendo
furazolidina foram investigadas por Narad et al. [12]. Dentre os complexos investigados, a espécie a
base de cobre (Il) apresentou uma atividade bactericida promissora frente aos microorganismos
Pseudomonas mangiferae, Bacillus pumillus e Salmonela typhi.

Complexos de formula geral [Cu(MAQ)2X2-1].nH20 (MAQ = 2-metil-3-amino(3H)-quinazolin-4-
ona; X = ClI, Br,, ClOs, NOz, SCN-, SO4%) (ver Figura 04) foram testados como agentes fungicidas e
bactericidas por Ramadan et al. [13]. Os resultados dos testes mostraram que os complexos de Cu(ll)
apresentaram uma atividade maior do que a do ligante livre frente aos fungos Candida albicans,
Aspergillus niger e Saccaharomyces cerevisiae e as bactérias Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus

e Pseudomonas aeroginosa.
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Figura 04. Estrutura do complexo de Cu(II) contendo o ligante MAQ [13].

Criado et al. [14] prepararam compostos de Ni(ll), Cu(ll) e Pt(ll) contendo derivados tioureicos
do éster metil-L-valina (Hetv, Hmtv). A atividade fungicida dos complexos foi testada frente aos agentes
patogénicos Colletotrichum fragariae, Rhizovtonia solani e Phoma betae. O composto [Cu(mtv),].2H20,
cuja formula estrutural esta representada na Figura 05, apresentou uma maior eficiéncia em relacéo

aos analogos de niquel e platina.

|
s Oy COOCH;5

HpHG - N1/
A\ CH(CHy),
H;COOC N H, S

>___9’

Figura 05. Estrutura do composto [Cu(mtv).].2H.0 [14].

Complexos de Cu(ll) e Au(l) contendo os ligantes clotrimazol (CTZ) e cetoconazol (KTZ) foram
sintetizados e caracterizados por Navarro et al. [15]. Estes compostos apresentaram resultados
superiores em relagdo aos ligantes livres na inibicao da proliferacdo do protozoario Trypanosoma cruzi,
agente causador do Mal de Chagas. Para o ligante CTZ, solubilizado em DMSO, foi observado 0% de
inibicdo enquanto que para o complexo [Cu(CTZ)4Cl2, no mesmo solvente e concentragéo, observou-
se uma inibicdo de 66%. Estas variagdes bruscas também foram relatadas quando se utiliza o ligante
cetoconazol (KTZ).
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Candida albicans é considerado um dos principais fungos patogénicos no corpo humano. Um
estudo realizado por Devereux et al. [16] demonstrou que os complexos [Cu(TBZH).Cl]|Cl.H.0.EtOH
(Figura 06), [Cu(NOa3)2(TBZH),] e [Cu(TBZH)(02C-CH.CH>-CO,)] (TBZH = tiobendazol) apresentaram

atividade inibitoria significativa em seu crescimento.

O &cn
Q. Eﬁ (:14_-\{;:;.

L

L C12

Figura 06. A estrutura do cdtion em [Cu(TBZH).CI]CI.H,O.EtOH [16].

Atividades bactericida e fungicida dos complexos de Cu(ll) contendo os ligantes N,N,N",N"",N"-
pentametildietilenotriamina (PMDT) e polipiridinas [2,2"-bipiridina (bpy) e 1,10-fenantrolina (phen)]
foram estudadas por Patel et al. [17]. O complexo [Cu(PMDT)(bipy)](ClO4)., cuja estrutura cristalina
esta ilustrada na Figura 07, apresentou uma boa atividade bioldgica frente a Pseudomonas pyocyanea

e Klebsiella aerogens.

Figura 07. Célula unitdria do composto [Cu(PMDT)(bipy)](Cl04). [17].

Dissertacdo de Mestrado Patricia Bento da Silva




CAPITULO I INTRODUCAO 29

Esse mesmo grupo de pesquisa indiano liderado por Patel [18] preparou também alguns
complexos de Cu(ll) ternarios, contendo ligantes polipiridinicos [2,2":6",2"-terpiridina (tpy) e 2,4,6-tri(2-
piridil)-1,3,5-triazina  (tptz)]. Os complexos [Cu(tpy)(phen)](CIO4). e [Cu(tpzt)(phen)](ClO4).
apresentaram atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias, especialmente Pseudomonas sp. e

Aspergillus niger.

I.3 Atividade antibidtica frente ao Mycobacterium tuberculosis

(Bacilo de Koch)

A tuberculose € uma doenga cronica-infecto-contagiosa, transmitida pelo bacilo de Koch
(Mycobacterium tuberculosis), que aparece na Figura 08 (micrografia obtida com microscdpio optico)

como hastonetes de cor vermelha.

Figura 08.  Corte de tecido pulmonar com Mycobacterium tuberculosis. Os bacilos aparecem
corados em vermelho, pelo método de Ziehl-Nielsen.

Quando uma pessoa infectada tosse, elimina goticulas que contém o bacilo. Se ele for
aspirado por pessoas que estejam préximas ao paciente, 0 microorganismo distribui-se pelos pulmdes
e a doenga pode se desenvolver, caso os mecanismos de defesa do organismo ndo estejam perfeitos.
Caso contrario, esta bactéria permanece em estado de laténcia fisiologica durante longo tempo,
assumindo o poder de parasitismo intracelular. A tuberculose se caracteriza anatomo-patologicamente
pela presenca de granulomas e de necrose caseosa central e € ainda uma enfermidade muito comum.
S6 no Brasil, ocorrem mais de 1000 novos casos por ano. Acredita-se que 30% da populagdo mundial
esteja infectada, 0 que néo significa necessariamente que todos desenvolverdo a doenga (estima-se
que de cada 100 pessoas que se infectam com o bacilo, cerca de 10 a 20 adoecerdo). Essa

micobactéria se caracteriza por ser alcool-acido-resistente (BAAR) em coloracdes feitas no exame de
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escarro ou outros liquidos, possuindo taxa de crescimento lento, levando seu cultivo em laboratdrio,
cerca de seis semanas.

Com o aparecimento da AIDS (sindrome da imunodeficéncia adquirida) ocorreu um novo surto
da tuberculose, principalmente nos paises desenvolvidos. Isso porque com a queda da imunidade do
organismo, o bacilo encontra condi¢es favoraveis para multiplicar-se e formar coldnias, provocando as
manifestages clinicas da doenca. A tuberculose, portanto, constitui-se hoje uma ameacga a salde
mundial, posto que se trata de uma doenca de alta mortalidade quando néo tratada. Ocorre que a
maioria das drogas usadas atualmente foram desenvolvidas no periodo entre as décadas de 1940 e
1960 (estreptomicina, etambutol, etionamida, etc.) [19], porque como a tuberculose era considerada
uma doenca do Terceiro Mundo, as industrias farmacéuticas nao tiveram interesse em desenvolver
novas drogas para beneficiar paises que néo teriam recursos financeiros para compra-las.

O tratamento € feito hoje com trés farmacos diferentes: rifampicina, isoniazida e pirazinamida
(RIP), sendo necessarios seis meses de terapia para a erradica¢do do bacilo e diminuir a possibilidade
de resisténcia as drogas. De qualquer modo, a resisténcia do Mycobacterium tuberculosis as drogas
usuais vem crescendo lentamente e, portanto, o fracasso no tratamento tem ocorrido com certa
frequéncia, especialmente em paises que carecem de um sistema de salde adequado para prover e
acompanhar o tratamento, que é longo. Por essa razdo, estima-se que dois milhdes de pessoas
tenham morrido de tuberculose s6 neste ultimo ano de 2007 [20].

N&o se pode esquecer, ainda, o fato de que mesmo com a eficacia do tratamento, em funcéo
de efeitos colaterais da quimioterapia (nduseas, vomitos e ictericia), uma parte ndo desprezivel dos
pacientes ndo completa o longo esquema de tratamento, preconizado pela Organizagdo Mundial da
Saude.

Convém destacar, ainda, que sO0 nos Ultimos vinte anos, € que apareceram novoS
medicamentos e formas de tratamento para essa enfermidade, particulamente Uteis para 0s casos em
que exista resisténcia dos bacilos as drogas classicas dentre os quais destacam-se ciprofloxacina,
moxifloxacina, levofloxacina, rifapentina e linezolida [20]. Porém, estes compostos também produzem
diversos efeitos colaterais, e dessa forma, 0 acompanhamento médico € imperativo.

Portanto, o desenvolvimento de novas drogas sintéticas e menos toxicas ao homem, reduzindo
o tempo de tratamento e os efeitos colaterais, tem sido o foco de pesquisa de muitos cientistas de
varias instituices de pesquisa.

O composto metélico [Fe(CN)s(INH)]*, um ferrocianeto associado a molécula da isoniazida
(INH), por exemplo, exibiu um valor de CIM (concentrag&o inibitéria minima) igual a 0,2 ug/mL [21]. Ele
foi patenteado no Brasil e estad em fase final de testes pré-clinicos com camundongos.
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A resisténcia a droga € um fator limitante para 0 sucesso da quimioterapia da tuberculose e a
avaliacdo da atividade bacteriostatica e bactericida é essencial para estimar a susceptibilidade a drogas
micobactericidas antes do tratamento [22].

Testes in vitro realizados frente ao Mycobacterium tuberculosis demostraram que a atividade
antimicobacteriana € aumentada quando cobre é fornecido em excesso com relacdo aquele
normalmente presente no meio [23]. Erlenmeyer et al. [24-25] demonstraram que a agdo
tuberculostatica da INH se potencializa na presenca do ion cuprico, com o qual forma um quelato de

estequiometria 1:1 ( Figura 09).

Figura 09. Estruturas da isoniazida (T) e do quelato com ion cdprico (II) [23].

Neste contexto, Bottari et al. [26] sintetizaram complexos de Cu(ll) e Ni(ll) de formula geral
[ML2(H20),] (L = isonicotinoilhidrazona). A atividade antimicobacteriana in vitro destes complexos foi
testada frente 0o Mycobacterium tuberculosis H37Rv e comparada com aquela apresentada pelos
ligantes livres, que sdo derivados da isoniazida. Grande parte dos compostos submetidos ao ensaio
exibiu valores de CIM < 0,2 pg/mL, que sao considerados extremamente satisfatorios.

Craciunescu [27] sintetizou e caracterizou complexos de Cu(ll) e Co(ll) de férmula geral
[M(INH)(CsHsCOO0)] {(CeHsCOO) = benzoato}. Testes in vitro foram realizados frente a cepas de
Mycobacterium tuberculosis, determinando assim a resisténcia ou a sensibilidade dos bacilos frente a
estes compostos. Para ambos 0s compostos, as cepas mostraram ser sensiveis para as concentragdes
de 0,2 e 0,5 pg/mL.
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I.4 Pirazois

I4.1 A Quimica de Coordenagdo dos Pirazois

Az0is sdo heterociclos aromaticos contendo um atomo de nitrogénio e um outro heteroatomo,
dispostos na posi¢do-1,2 de um anel de cinco membros. Os pirazdis pertencem a familia dos 1,2-azois,
juntamente com os isotiazdis e isoxazdis [28-30], cujas formulas estruturais estdo ilustradas na Figura
10.

Ca //C4\ /C4\
C\5// 7/03 C\s /Cs C\5/ //C3
N;—N, S1—N; 01—N;
/
H
pirazol isotiazol isoxazol
Figura 10. Férmulas estruturais dos 1,2-azéis.

A quimica dos compostos de coordenacdo contendo pirazdis permaneceu quase esquecida até
a década de 1950, mas a partir de 1960 os complexos pirazolicos voltaram a receber uma maior
atencdo. Em 1972, Trofimenko [31] publicou o primeiro trabalho de revisdo relatando a quimica de
coordenacdo dos pirazois e, desde entdo, os complexos pirazélicos vém atraindo bastante atencéo da
comunidade cientifica no que diz respeito as suas propriedades fisico-quimicas e bioldgicas. Visto o
expressivo nimero de publicagdes envolvendo complexos pirazélicos nos principais periodicos
internacionais, Trofimenko [32] novamente abordou a quimica de coordenagdo dos pirazdis em 1986
detalhando o desenvolvimento da area ap6s o0 seu primeiro trabalho de revisdo. Em 1996, Sadimenko
et al. [33] reportaram 0s avangos na quimica de compostos organometélicos contendo pirazéis e
Ardizzoia et al. [34] publicaram um trabalho de revisdo em 1997 reportando o desenvolvimento da
quimica de coordenacéo dos piraz6is nas ultimas décadas.

Os piraz6is possuem uma rica quimica de coordenacgdo pela capacidade de atuarem como
ligantes neutros monodentados (a), anidnicos monodentados (b), anibnicos exobidentados (c),

anionicos endobidentados (d) ou penta-hapto - n® (e), conforme mostra a Figura 11.
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Figura 11.  Modos de coordenagdo dos ligantes pirazdlicos: neutro monodentado (a), anidhico
monodentado (b), aninico exobidentado (c), anidhico endobidentado (d), penta-
hapto, n° (e).

O numero de pirazdis coordenados depende de fatores como a capacidade coordenante do
anion abandonador X, a natureza do ion metalico e a substituicdo no anel pirazdlico. Sun et al. [35]
prepararam os complexos [CuCla(pz)s] (Figura 12), [CuCly(pztetbut),] e [Cu(ClOs)(pztetbut)y]. Vale
ressaltar que a determinagéo da estrutura do complexo [CuClx(pz)4] j& havia sido feita por Mighell et al.

[36], em 1975, pelo método de difracdo de néutrons.

Figura 12. Estrutura do complexo [CuCl,(HPZz)4] [36].

Outro exemplo do modo de coordenagdo monodentado neutro para o pirazol € observado no
trabalho de Godoy Netto et al. [37], no qual foram descritas a obtencéo e caracterizagdo estrutural do
complexo trans-[Pd(SCN)2(HPz),] (Figura 13) a partir da reacéo entre [PdCl,(MeCN)2], pirazol (HPz) e

subseqiente adicdo de tiocianato de potassio em uma mistura de cloroférmio-metanol.
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Figura 13. Estrutura molecular do complexo frans-[Pd(SCN).(HPz),] [37].

Bourrouet et al. [38] sintetizaram e caracterizaram um complexo octaédrico de Cu(ll) contendo
sacarinato e pirazol (Figura 14). Os sitios de coordenacdo do centro metélico estdo ocupados por duas
moléculas de pirazol, duas moléculas de agua e dois ligantes sacarinato na configuracdo trans. O
grupo -NH forma ligaces de hidrogénio com o 4tomo de oxigénio da molécula de 4gua coordenada.

Figura 14. Estrutura do complexo [Cu(sac).(HPz),(H.0).] [38].

O comportamento exobidentado do grupo pirazolato é observado nos estudos de Kavlakoglu et
al. [39] que sintetizaram um complexo tetranuclear de cobre, mostrado na Figura 15, no qual duas
unidades diméricas estdo ligadas através de dois grupos pirazolato em ponte. A férmula molecular do
composto é [Cua(pz)aL2].ClO4 (LH = 1,3-diamino-2-propanol, HPz = pirazol).
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Figura 15. Estrutura do complexo [Cus(Pz)4L>].Cl104 [39].

O tetrdmero [Cua(prz)s(CHsOH)2L2](ClO4)2 {(LH = 1,1-di-(2-piridina)-1-metoximetanol) e (Przh =
pirazol)}, descrito por Manzur et al. [40], apresenta em sua estrutura fons Cu2* com duas geometrias de
coordenacdo distintas, quadrado planar e pirdmide de base quadrada, conforme ilustrado na Figura 16.

Figura 16. Estrutura do complexo [Cus(prz)s(CH3;0H),L,].(ClO04), [40].

Compostos pirazdlicos de maior dimensionalidade também podem ser obtidos. Ehlert et al. [41-
42] sintetizaram e caracterizaram os polimeros de coordenacao de cobre (Il) [Cu(4-Xpz)2]» (X = H, CHj,
Cl, Br) e [Cu(Xdmpz-4)2]» (X=H, CI, Br, I, CHz; dmpz = 3,5-dimetilpirazol). As Figuras 17 e 18 ilustram,
respectivamente, a estrutura cristalina do complexo [Cu(4-Xdmpz)2]x € a micrografia de varredura

eletrénica do polimero [Cu(4-Hdmpz)2)x.
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Figura 17. Estrutura cristalina do complexo [Cu(4-Xdmpz).]« [41-42].

Figura 18. Micrografia de varredura eletrénica do polimero [Cu(4-Hdmpz),]« [41-42].

I42 Propriedades Bioldgicas do Pirazol

Derivados de pirazol e pirimidina tém atraido o interesse dos quimicos devido a suas
importantes propriedades bioldgicas e quimioterapicas, como por exemplo, atividades antiinflamatoria,
antipirética, hipndtica, antiartrite, bactericida, fungicida, entre outras [43].

Esteres do &cido 1H-pirazol-3-carboxilico incorporados em nucleosideos pirazdlicos mostraram
uma potente atividade seletiva anti-tumoral/anti-viral [44]. Tsutomu et al. descobriram que o éster do
acido 1H-pirazol-4-carboxilico atua como herbicida e microbiocida agricolas [45]. Além disso, foi
observado que o é&cido 1H-pirazol-4-carboxilico e seus ésteres quando expostos aos testes
bacteriolégicos in vitro mostraram atividade contra algumas espécies de bactérias Gram-positivas [46-
47].
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Alguns compostos derivados do 3(5)-aminopirazol, patenteados por Paolo et al. [48],
apresentaram promissora atividade no tratamento de céancer, do Mal de Alzheimer, doencas
neurodegenerativas, doencas auto-imunes e de células autoproliferativas.

Derivados de benzopiranopirazol também apresentam uma larga gama de propriedades
farmacologicas como analgésica, antiinflamatéria, antimicrobiana e atividades imunomoduladoras [49].
Ha relatos na literatura sobre derivados do 4-carbohidrazidapirazol, um analogo da 4-
carbohidrazidapiridina (isoniazida), apresentando potenciais atividades farmacoldgicas.

Zalaru et al. [50] sintetizaram moléculas farmacologicamente ativas analogas a lidocaina,

contendo anéis pirazolicos em suas estruturas, conforme esta ilustrado na Figura 19.

NO; ]
/N““ "
NHCOCH,—N
= 2
R
R3
R' R R
1 O H H
2 Me H Me
3 Me 1 Me
4 Me NO, Me

Figura 19. Estrutura quimica dos compostos 1-4 [50].

Estudos farmacoldgicos indicaram que estes compostos pirazélicos apresentaram atividade
anestésica na seqiéncia 3 > 4 > 1 > 2. O composto 2 foi 0 mais efetivo nos testes de acdo
antiarritmica, possuindo atividades de 88 % e 56 % relativas a lidocaina e a quinidina, respectivamente.

H&, também, moléculas pirazdlicas com comprovada acdo inseticida, como o composto
licenciado para uso comercial Fipronil®, um derivado do fenilpirazol (Figura 20). As formulages do
Fipronil® tém sido desenvolvidas para solo, folhagem, isca para insetos e aplica¢des para tratamento
de semente, apresentando atividade para uma vasta ordem de insetos, incluindo Blattaria, Diptera,
Hymenoptera, Orthoptera e Lepidoptera. Uma formulacdo de Fipronil® foi recentemente introduzida
para controlar insetos do milho [51].
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cl Cl

Figura 20. Estrutura do Fipronil® [51].

Fenpyroximate®  (terc-butil(E)-0-(1,3-dimetil-5-fenoxipirazol-4-ilmetilenoamino-oxi)-p-toluato)
(Figura 21) é um potente acaricida desenvolvido pela Nihon Nohyaku Co. Ltda. Esse composto exibe
atividade contra &caros fitfagos, como Tetranychus urticae Koch e Panonychus citri. Esse composto é
altamente seletivo e apresenta pouca ou nenhuma toxicidade para insetos, acaros parasitas de animais

e 4caros que vivem no solo [52].

Figura 21. Estrutura do Fenpyroximate® [52].

I43 Propriedades Biologicas de Complexos Pirazélicos

Compostos de formula geral [Au(L)(PPhs)] (L = pirazol, imidazol, 1,2,3-triazol, 1,2,4-triazol)
demonstraram atividade antimicrobiana seletiva e efetiva contra duas bactérias Gram-positivas, Bacillus

subtilis e Staphylococcus aureus, e atividade relativamente baixa contra a levedura Candida albicans
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[53]. Na busca de novos quimioterapicos, Sakai et al. [54] demonstraram que o complexo cis-

[PtClx(HPz),] apresentou fraca atividade anti-tumoral frente as células humanas cancerosas colo-retais

(DLD-1, HCT15 e HT29) e gastricas (AGS). Komeda et al. [55] compararam a citotoxicidade de alguns

complexos azolicos de Pt(ll) com a cisplatina frente as linhagens de células humanas cancerosas
MCF7 e EVSA-T (cancer de bexiga), WIDR (cancer de célon), IGROV (cancer de ovério), M19

(melanoma), A498 (cancer renal) e H226 (cancer de células pulmonares). Dentre 0os compostos

estudados, destaca-se o complexo cationico [Ptz(u-Pz)(u-OH)(NHs)4)(NO3). (Figura 22) que demonstrou

ser 39 vezes mais efetivo que a cisplatina frente a linhagem MCF7 e 37 vezes mais citotoxico do que a

cisplatina frente a M19.
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Figura 22. Férmula estrutural do complexo [Pt2(u-Pz)(u-OH)(NH3)41(NOs), [55].

Fan et al. [56] sintetizaram e caracterizaram espectroscopicamente 0s compostos [Au(pz)Cla]2

e [Au(mpz)Cl)2, que foram submetidos a testes in vitro contra as linhagens de células MOLT-4

(leucemia humana) e C2C12 (tumor de camundongo). Os resultados obtidos desses ensaios

demonstraram que estes complexos sao ligeiramente mais citotoxicos do que a cisplatina.

Dissertagdo de Mestrado

Patricia Bento da Silva




CAPITULO II OBJETIVOS 40

II.OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos:

I.  Sintese, caracterizacdo espectroscopica e estrutural de complexos de cobre(ll)
contendo ligantes pirazdlicos {HL = pirazol (HPz), 3,5-dimetilpirazol (HdmPz), 4-
iodopirazol (HIPz), 1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol (HtdmPz)} e o pseudo-haleto
tiocianato como co-ligante;

i. Sintese e caracterizagdo espectroscopica de complexos de cobre(ll) contendo
moléculas biologicamente ativas {L = isoniazida (INH), pirazinamida (PZA), rifampicina
(RMP)};

ii.  Investigacdo da inibicdo do crescimento do Mycobacterium tuberculosis mediada pelos

compostos obtidos.
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IIT.PARTE EXPERIMENTAL

IIT.1 Procedéncia dos Reagentes e Solventes

Os reagentes (p.a.) foram utilizados nas sinteses sem purificagdo prévia. Os ligantes 3,5-
dimetilpirazol (HdmPz) e 1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol (HtdmPz) foram preparados de acordo com
métodos descritos na literatura [57-58]. Os solventes (p.a.) empregados nas reages foram tratados
com peneira molecular e armazenados em frascos de vidro escuro. A procedéncia dos reagentes e

solventes utilizados neste trabalho esta compilada na Tabela 02.

Tabela 02.  Procedéncia de reagentes e solventes

Reagentes Procedéncia Solventes Procedéncia
Brometo de cobre Riedel-de-Haen Acetonitrila Merck
Cloreto de cobre dihidratado Riedel-de Haen Acetona Merck
Sulfato de cobre Cromato Produtos Alcool etilico Merck

pentahidratado Quimicos )

Pirazol Aldrich Alcool metilico Merck
4-lodopirazol Aldrich Benzeno Merck
Tiocianato de potassio Riedel-de Haen Cloroférmio Merck
Isoniazida Merck Diclorometano Merck
Pirazinamida Merck Pentano Merck
Rifampicina Merck Tetra-hidrofurano Merck
Dimetilsulfoxido Merck
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III.2 Metodologias de Sintese

IIT.2.1 Metodologia para preparagdo dos complexos contendo o ion

tiocianato e ligantes pirazélicos (1-3)

Os complexos de cobre, foram preparados em metanol, a temperatura ambiente, conforme o

esquema abaixo:

4HPz,2SCN.__ 3, [Cu(NCS)2(HP2)], (1)

CuCl2H,0 | 4HIMP2, 2SCN o 1\ NeS),(HAdMP2)4].5H,0 (2)
4 HIPz, 2 SCN°

» [Cu(NCS)2(HIPz)2],, (3)

IIT.2.2 Metodologia para preparagdo dos complexos contendo o ligante

1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol (4-6)

Os complexos contendo o ligante 1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol (HtdmPz) foram preparados
conforme prodecidmento da literatura, com algumas modificagdes [58-60], conforme o0 esquema abaixo:

2,5 HtdmPz
2,5 HtdmPz

CuS04.5H,0

CuCl,.2H,0
CuBr, _ 25 HtdmPz

» [Cu(NCS)(tdmP2z)], (4)
» [CuCly(HtdmPz),] (5)

» [Cu,Bry(HtdmPz),] (6)

Cabe destacar que apesar de ja serem conhecidos da literatura, esses compostos foram
preparados neste trabalho por serem potencialmente relevantes para a realizagdo dos ensaios

bioldgicos.
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IIT.2.3 Metodologia para preparagdo dos compostos contendo moléculas

biologicamente ativas (7-10)

v Complexos de Cu(ll) contendo pirazinamida e rifampicina

Os complexos de cobre(ll) contendo as moléculas biologicamente ativas pirazinamida e

rifampicina, foram preparados em metanol, conforme o0 esquema abaixo:

2PZA » [CuCly(PZA),] (7)

CUC|2.2H20

2 RMP 5> [CuRMP)] (8)

v Complexos de Cu(ll) contendo isoniazida

Dois procedimentos sintéticos foram adotados na preparacdo dos derivados de Cu(ll) com a

isoniazida, conforme 0 esquema abaixo:

CuCl,.2H,0 2 INH o [CuCly(INH),], H,0 (9) Rota 1

CuS04.5H,0 2 INH o [cu(SO4)(INH)], (10) Rota 2

III.3 Preparagdo dos Compostos

Os ligantes utilizados nas sinteses dos complexos foram o pirazol (HPz), 3,5-dimetilpirazol
(HdmPz), 4-iodopirazol (HIPz), 1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol (HtdmPz) e as moléculas
biologicamente ativas isoniazida (INH), pirazinamida (PZA) e a rifampicina (RMP) (ver lista de formulas

estruturais no inicio dessa Dissertacao).
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IIT.3.1 Preparagdo do composto [Cu(NCS)2(HPz)2]. (1)

Em um erlenmeyer de 50 mL de capacidade contendo 0,100 g (0,587 mmol) de cloreto de
cobre dihidratado (CuCl,.2H20), dissolvido em 20 mL de metanol (solu¢éo verde clara), sob intensa
agitacdo magnética e temperatura proxima a 25°C, foi gotejada uma solugdo metandlica contendo
0,160 g (2,35 mmol) de pirazol (HPz), obtendo-se uma solucéo azul. Em seguida, gotejou-se cerca de
5,0 mL de uma solugdo metandlica contendo 0,114 g (1,17 mmol) de tiocianato de potassio (KSCN),
resultando em uma solugdo verde escura. A agitacdo magnética foi mantida durante 1h e 20 minutos. A

partir da evaporacdo lenta do solvente, observou-se a formacéo de cristais verdes. Rendimento: 47,4%.

ITIr.3.2 Preparagdo do composto [Cu(NCS)(HdmPz)4].5H.0 (2)

Em um erlenmeyer de 50 mL de capacidade contendo 0,100 g (0,587 mmol) de cloreto de
cobre dihidratado (CuCl».2H20), dissolvido em 20 mL de metanol (solu¢do verde clara), sob intensa
agitacdo magnética e temperatura proxima a 25°C, foi gotejada uma solu¢do metandlica contendo
0,160 g (2,35 mmol) de 3,5-dimetilpirazol (HdmPz), obtendo-se uma solu¢do azul. Em seguida, gotejou-
se cerca de 5,0 mL de uma solugdo metanolica contendo 0,114 g (1,17 mmol) de tiocianato de potassio
(KSCN) e o meio reacional foi mantido sob agitacdo durante 1h e 45 minutos, ndo tendo sido
observada a formacdo de suspensdo. A evaporacdo da solu¢do conduziu a obten¢do de um composto
viscoso de cor verde escura. Esta massa viscosa foi solubilizada em cloroférmio e precipitada na forma
de um sélido ndo cristalino verde musgo, ap6s a adicdo de pentano. O composto obtido € bastante
sollvel em acetona, acetonitrila, cloroférmio, diclorometano e etanol. Rendimento: 77,5%. P.f. (°C) =
216. Anélise elementar: obtido (calculado para CuC22N10H4205S2) %C = 39,4 (40,4); %N = 21,9 (21,4);
%H = 3,73 (3,57).

ITT.3.3 Preparagdo do composto [Cu(NCS)2(HIPz):], (3)

Em um erlenmeyer de 50 mL de capacidade contendo 0,100 g (0,587 mmol) de cloreto de
cobre dihidratado (CuCl».2H20), dissolvido em 20 mL de metanol (solu¢do verde clara), sob intensa
agitacdo magnética e temperatura proxima a 25°C, foi gotejada uma solu¢do metandlica contendo

0,160 g (2,35 mmol) de 4-iodopirazol (HIPz), obtendo-se uma solucdo azul. Em seguida, gotejou-se
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cerca de 5,0 mL de uma solugdo metandlica contendo 0,114 g (1,17 mmol) de tiocianato de potassio
(KSCN), resultando em uma solucao verde escura. A agitacdo magnética foi mantida durante 1h e 45
minutos. A partir da evaporagdo lenta do solvente, foram obtidos cristais de cor verde bandeira. O
composto cristalino apresentou solubilidade em acetonitrila, DMSO e THF. Rendimento: 63,0%. P.f.
(°C) = 207 (dec.). Andlise elementar: obtido (calculado para CuCgNsHsS2l2) %C = 16,7 (16,9); %N =
13,8 (14,6); 1,01 (1,06).

ITr.3.4 Preparagdo do composto [Cu(NCS)(tdmPz)]. (4) [58]

Em um erlenmeyer de 50 mL de capacidade contendo 0,100 g (4,00 mmol) de sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO4.5H20), dissolvido em 20 mL de agua (solugdo azul clara), sob agitacdo
magnética e temperatura proxima a 50°C, foi gotejada uma solugdo metanolica contendo 0,243 g (1,56
mmol) de 1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol (HtdmPz), obtendo-se uma suspensao de cor verde oliva.
Apbs 10 min de agitacdo, suspendeu-se 0 aquecimento e manteve-se a agitacdo magnética por mais 1
h, obtendo-se um sdlido marrom, que foi isolado a partir de uma filtrag&o, lavado com metanol e seco
sob véacuo. O composto obtido € soluvel em DMSO e THF. Rendimento: 56,0%. P.f. (°C) = 46,0 (dec.).
Andlise Elementar: obtido (calculado para CuC7N4sHgS2) %C = 28,9 (30,5); %N = 18,3 (20,3); %H = 2,55
(2,92). Convém destacar que a presenca do grupo NCS- na esfera de coordenagdo desse composto
esta associada a uma provavel decomposicao parcial do ligante HtdmPz.

III.3.5 Preparagdo do composto [Cu2Cl:(HtdmPz):] (5) [59]

Em um erlenmeyer de 50 mL de capacidade contendo 0,100 g (0,587 mmol) de cloreto de
cobre dihidratado (CuClz.2H20), dissolvido em 20 mL de metanol (solugéo verde clara), sob agitacéo
magnética e temperatura proxima a 50°C, foi gotejada uma solugdo metanolica contendo 0,228 g (1,47
mmol) de 1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol (HtdmPz), obtendo-se uma suspensdo de cor verde-
amarelada; ap6s 10 min de agitacdo, desligou-se 0 aquecimento. A agitacdo magnética foi mantida por
3 h, obtendo-se uma suspensao alaranjada, da qual o sdlido foi isolado a partir de uma filtragéo, lavado
com metanol gelado e seco sob vacuo. O composto obtido € sollvel em acetonitrila, DMSO e DMF.
Rendimento: 58,0%. P.f. (°C) = 62,0 (dec.). Andlise Elementar: obtido (calculado para
Cu2C12NeH18S2Clo) %C = 28,1 (28,4); %N = 16,4 (16,5); %H = 3,19 (3,57).

Dissertacdo de Mestrado Patricia Bento da Silva




CAPITULO IIT PARTE EXPERIMENTAL 46

ITI.3.6 Preparagdo do composto [CuzBr2(HtdmPz);] (6) [60]

Em um erlenmeyer de 50 mL de capacidade contendo 0,100 g (0,448 mmol) de brometo de
cobre (CuBry), dissolvido em 20 mL de agua (solucdo azul clara), sob agitacdo magnética e
temperatura préxima a 50°C, foi gotejada uma solugdo metandlica contendo 0,174 g (1,12 mmol) de 1-
tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol (HtdmPz), obtendo-se uma suspenséo de cor verde amarronzado. Apos
cessado 0 aquecimento, a agitagdo magnetica foi mantida por mais 3 h, apés as quais obteve-se um
solido amarelo alaranjado, que foi isolado via filtragdo simples, lavado com metanol e seco sob vacuo.
O composto obtido é solivel em DMSO e DMF. Rendimento: 61,0%. P.f. (°C) = 78,0 (dec.). Andlise
Elementar: obtido (calculado para CuxC12NsH18S2Br2) %C = 23,1 (24,1); %N = 14,0 (14,1); %H = 3,09
(3,04).

ITI.3.7 Preparagdo do composto [CuCl>(PZA).] (7)

Em um erlenmeyer de 50 mL de capacidade contendo 0,100 g (0,587 mmol) de cloreto de
cobre dihidratado (CuCl».2H20), dissolvido em 20 mL de metanol (solu¢do verde clara), sob agitacéo
magnética e temperatura proxima a 25°C, foi gotejada uma solu¢do metandlica contendo 0,144 g (1,17
mmol) da molécula biologicamente ativa pirazinamida, resultando em uma suspensao de cor verde
agua. A agitacdo magnética foi mantida durante 3 h, o composto foi isolado a partir da filtracdo da
suspensao, em seguida foi lavado com metanol e seco sob vacuo. O composto obtido € solivel apenas
em DMSO. Rendimento: 45,0%. P.f. (°C) > 250. Anélise Elementar: obtido (calculado para
CuCi10NsHgO2Clo) %C = 30,0 (31,8); %N = 21,5 (22,2); %H = 2,60 (2,13).

ITT.3.8 Preparagdo do composto [Cu(RMP)] (8)

Em um erlenmeyer de 50 mL de capacidade contendo 0,100 g (0,587 mmol) de cloreto de
cobre dihidratado (CuCl».2H20), dissolvido em 20 mL de metanol (solu¢do verde clara), sob intensa
agitacdo magnetica e temperatura proxima a 25°C, foi gotejada uma solu¢do metandlica contendo
0,965 g (1,17 mmol) de rifampicina (RMP), obtendo-se uma suspensdo marrom. A agitacdo magnética
foi mantida durante 3 h, o composto foi isolado a partir de uma filtracdo, lavado com metanol e seco

sob vacuo. O composto obtido € solivel em acetona, dicloroetano, DMSO, THF, DMF. Rendimento:
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65,0%. P.f. (°C) > 250. Andlise Elementar: obtido (calculado para CuCasN4Hs6012) %C = 57,4 (58,4);
%N = 6,20 (6,33); %H = 6,07 (6,38).

IIT.3.9 Preparagdo do composto [CuCl>(INH):], H20 (9) - Rota 1

Em um erlenmeyer de 50 mL de capacidade contendo 0,100 g (0,587 mmol) de CuCl>.2H20,
dissolvido em 20 mL de metanol (solucdo verde clara), sob agitacdo magnética e temperatura proxima
a 25°C, foi gotejada uma solugdo metanolica contendo 0,161 g (1,17 mmol) da molécula isoniazida,
conduzindo a formacao de uma suspensao de cor mostarda. A agitacdo magnetica foi mantida durante
3 h, o composto de cor verde-musgo obtido foi isolado a partir de uma filtrag&o, lavado com metanol e
seco sob vacuo. O composto obtido é soluvel em DMSO e DMF. Rendimento: 52,0%. P.f. (°C) = 153
(dec.). Andlise Elementar: obtido (calculado para CuCi12NsOsH16Cl2) %C = 31,8 (33,8); %N = 21,4
(19,7); %H = 2,47 (2,38).

IIT.3.10 Preparagdo do composto [Cu(SO4)(INH)], (10) - Rota 2

Em um erlenmeyer de 50 mL de capacidade contendo 0,200 g (0,801 mmol) de sulfato de
cobre pentahidratado (CuS04.5H20), dissolvido em 30 mL de metanol (solugdo azul clara), sob
agitacdo magnética e temperatura proxima a 50°C, foi gotejada uma solugdo metanodlica contendo
0,220 g (1,60 mmol) da molécula biologicamente ativa isoniazida, conduzindo a formacdo de uma
suspensao de cor verde-agua. Apds 1 h de agitacdo e aquecimento, observou-se a formacdo de uma
suspensdo verde escura, em seguida, desligou-se o aquecimento e manteve a agitagdo magnética por
24 h. O composto verde escuro obtido foi filtrado, lavado com metanol e seco sob vacuo. O composto é
soluvel em DMF e DMSO. Rendimento: 52,0%. P.f. (°C) = 260 (dec.). Analise Elementar: obtido
(calculado para CuCsN3H70sS) %C = 25,5 (24,3); %N = 14,0 (14,2); %H = 2,47 (2,38).
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III.4 Testes  Microbioldgicos para Determinagdo da

Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) [61]

Em colaboragdo com a Prof2. Dr2, Clarice Queico Fujimura Leite e 0 pés-graduando Fernando
Rogério Pavan, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara - UNESP e Dr2. Daisy Nakamura Sato, do Instituto Adolfo Lutz de Ribeirdo Preto, foram
realizados ensaios microbioldgicos para os complexos 1 — 10 com o intuito de determinar sua
capacidade de inibir a reproducdo do Mycobacterium tuberculosis, agente etiolégico da tuberculose
humana, linhagem H37Rv ATCC - 27194,

IIT 4.1 Preparagdo do caldo de Middlebrook 7H9 suplementado com
OADC (acido oléico, albumina bovina fragdo V, glicose e

catalase).

Uma massa de 4,7 g do meio 7H9 foi diluida em 900 mL de &gua destilada, acrescentando-se
2,0 mL de glicerol. Apds homogeneizagdo, o meio foi esterilizado a 121 °C por 15 minutos. Apds

resfriamento, adicionou-se ao meio a mistura enriquecedora (OADC).

IIT.4.2 Preparagdo do meio de Léwenstein-Jensen (LJ)

O meio de LJ é uma mistura preparada para proporcionar a produgdo das bactérias que séo
usadas nos testes. Ovos caipiras frescos, esterilizados com dlcool 70%, foram quebrados e
adicionados a base do meio, que possui a formulacdo apresentada na Tabela 03.

Dissertagdo de Mestrado Patricia Bento da Silva




CAPITULO IIT PARTE EXPERIMENTAL 49

Tabela 03.  Formulagdo do meio LJ

Componente Massa (g) ou volume (mL)
Fosfato monopotassico 259
Sulfato de magnésio 0,24 ¢
Citrato de magnésio 0,60¢
L-asparagina 369
Agua destilada 600 mL
Glicerol 12,0 mL
Verde malaquita 040¢

A base do meio foi esterilizada a 120 °C durante 15 minutos. Apos o resfriamento, 1000 mL de
ovos caipiras foram adicionados. O meio foi transferido para tubos de rosca e coagulado a 85 °C por 40

minutos.

ITT.4.3 Preparagdo da solugdo reveladora

Foi preparada uma mistura 1:1 viv contendo azul de Alamar (ACCUMED INTERNATIONAL) e
solugdo de Tween 80 (INTERLAB) a 10%. Esta mistura foi preparada imediatamente antes da adi¢éo
aos orificios da microplaca.

IIT. 4.4 Preparagdo da suspensdo bacteriana

Foi transferida uma algada cheia de bactérias, proveniente do meio de LJ, para um tubo de
ensaio contendo esferas de vidro e 0,50 mL de &gua destilada estéril (120°C, em autoclave). Apds
agitacdo para a desagregacao da massa celular, foi adicionada um volume adicional de 2,0 — 3,0 mL de
agua estéril. Apos nova agitacdo, gotas desta suspensao foram transferidas para um outro tubo
contendo agua, até turvacdo equivalente a escala McFarland n° 1. A partir desta suspenséo, foram
feitas diluicbes sucessivas, conforme descrito a seguir: para uma diluicdo igual a 101, um volume de
0,50 mL desta suspensdo foi transferido para um tubo contendo 4,50 mL de agua estéril; para uma
diluicdo igual a 102, foi transferido um volume de 0,50 mL da suspensédo obtida anteriormente para
outro tubo contendo 4,5 mL de &gua estéril e assim sucessivamente até obtencdo das diferentes

diluigdes da suspensao.
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IIT.4.5 Determinagdo da CIM em microplaca utilizando azul de Alamar

como revelador

A determinacdo da CIM frente as cepas padroes de Mycobacterium tuberculosis H37Rv foi
realizada segundo técnica proposta por Franzblau [61]. Em uma microplaca estérii BECTON
DICKINSON de 96 orificios, distribuidos em oito fileiras horizontais e doze verticais, conforme ilustra a
Figura 23, foram depositados 200 pL de agua destilada estéril em todos os orificios da periferia da
microplaca, para evitar a evapora¢do durante a incubacéo na estufa. Cada orificio recebeu um volume
total igual a 200 uL entre 0 meio 7H9, o complexo sélido e a suspensdo bacteriana. Os orificios
restantes foram usados para 0s controles necessarios: controle do meio (200 uL de meio 7H9, sem
bactérias), controle positivo (100 uL de meio 7H9 + 100 L de suspensdo bacteriana) e controle da
droga (150 uL de meio 7H9 + 50 pL da droga a ser testada). As placas foram, entdo, seladas com
parafilme e incubadas a 37 °C, e ap6s o 5° dia de incubacdo, foram adicionados 25 pL do indicador

azul de Alamar em cada um dos orificios que continha o controle positivo.

Figura 23. Placa de 96 orificios utilizada para os ensaios microbioldgicos.
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ITI. 4.6 Leitura e obtengdo dos resultados

IIT4.6.1  Método da microdiluigdo em placa

A manutencdo da cor azul nos orificios € interpretada como auséncia de crescimento
bacteriano, enquanto que o desenvolvimento de uma coloracéo résea, como presenca de crescimento
bacteriano. Isto significa que quando as bactérias aerobicas estdo vivas e, portanto, consumindo
oxigénio molecular, o indicador azul de Alamar adquire a cor rosa, pois estd em sua forma reduzida.
Por outro lado, se ocorrer a inibicdo do crescimento bacteriano, 0 meio de cultura estara rico em O,
que ira, entdo, oxidar o indicador e este adquirira a cor azul. A Concentracao Inibitoria Minima (CIM) é,
entdo, definida como a menor concentracao da droga capaz de impedir a mudanca de cor de azul para

rosa.

IIT4.6.2 Avaliagdo da agédo bactericida ou bacteriostdtica

Baseando-se nos valores de CIM obtidos apos o periodo de experimentacao, foi inoculada uma
alcada da primeira solugdo, onde n&o foi observado crescimento bacteriano, em um tubo contendo o
meio de LJ. Apds o periodo de incubagdo necessario, foi observado o aparecimento ou a auséncia de

coldnias de micobactérias.

III.5 Testes Citoldgicos para Determinagdo da Citotoxicidade

(ICso) e Indice de Seletividade (IS)

ITT 5.1 Citotoxicidade (ICsp)

Os ensaios foram realizados in vitro frente a macrdfagos da linhagem J774 para determinagéo
do indice de Citotoxicidade (IC) ou Viabilidade Celular. A linhagem J774 foi mantida a 37°C, com 5%
de CO,, em garrafas com superficie de 12,5 cm2, contendo 10 mL de meio de cultura RPMI 1640
(GIBCO), suplementado com 10% de soro fetal bovino. A técnica consiste em coletar linhagens

celulares por raspagem (utilizando scraper), centrifugacdo e contagem do nimero de células ajustando
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para 1 x 105 células/mL em meio RPMI. As células foram incubadas a 37°C em atmosfera de 5 % de
CO; por 24 a 48 horas. Em seguida, foram preparadas diluicdes dos complexos a serem testados, 0s
quais foram adicionados as células ap6s a retirada do meio, sendo novamente incubadas. A
citotoxicidade do complexo foi determinada pela adicdo do revelador Resazurina. O revelador age
como indicador de crescimento celular e/ou viabilidade, sendo que a cor azul representa a auséncia de
crescimento/inviabilidade celular, enquanto que a rosa indica crescimento ou viabilidade [62]. A leitura

final foi baseada na medida da luminescéncia no microfluorimetro SpectraFluor Plus da TECAN®.

ITr.5.2 Indice de Seletividade (IS)

O indice de seletividade (IS) pode ser calculado pela divisdo dos valores de ICso pelos valores
de CIM.

Cabe destacar que se forem obtidos valores de indice de seletividade (IS) superiores a 10, 0s
compostos sdo bastante promissores, sendo recomendavel, portanto, a continuidade do protocolo de

andlises [63].

III.6 Métodos Instrumentais

ITT. 6.1 Andlise Elementar

As anélises elementares foram realizadas pela Central Analitica do IQ-USP-SP usando um
microanalisador ELEMENTAR ANALYSER CHN modelo 2400 Perkin-Elmer, que permite a
determinac&o de porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio com preciséo de 0,01 %.

III.6.2 Intervalos de Fusdo

Intervalos de fusdo foram determinados no aparelho MQAPF-302, que alcanca a temperatura

maxima de 350°C.
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ITT.6.3 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos no espectrofotdmetro
Nicolet Impact 400 (4000 — 400 cm-1), usando pastilhas de KBr.

IIT.6.4 Espectroscopia Eletronica na Regido do UV/Vis

Os espectros de absorcao eletronica na regido do UV/Vis foram obtidos no espectrofotémetro

Perkin Elmer Lambda 14P (190 — 1100 nm), utilizando cubetas de 1,0 cm de caminho dptico.

III.6.5 Difratometria de Raio-X de Monocristal

As reflexdes foram coletadas no difratbmetro automético CAD4, ENRAF-NONIUS utilizando-se
a radiacdo de Kq (Mo) (A-=0,71073 A), monocromatizada por um cristal de grafite no modo, w-28,
pertencente ao Departamento de Quimica e Fisica Molecular do Instituto de Quimica de S&o Carlos —
USP. Os dados obtidos foram refinados pela pés-graduanda Janaina Gomes Ferreira, orientada pela
Prof2. Dr2, Regina Helena de Aimeida Santos.

ITI. 6.6 Ressondncia Paramagnética Eletranica (EPR)

Esta parte do trabalho foi realizada em colaboragdo com a Prof®. Drd. Ana Maria da Costa
Ferreira, do Instituto de Quimica de Sdo Paulo — USP. Os espectros de EPR foram obtidos no
espectrometro BRUKER, modelo EMX, operando na banda X (9,33 GHz), com poténcia de 20 mW e
freqliéncia de modulacéo de 100 kHz. Os experimentos foram realizados a 77K, em solucéo congelada
de DMSO ou DMF.
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IV.RESULTADOS E DISCUSSAO

Iv.1 Compostos contendo o pseudo-haleto tiocianato e

ligantes pirazélicos (1-3)

Iv.1.1. Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

O ion tiocianato possui trés modos normais de vibragdo, ambos sendo ativos no IV e Raman. A
freqliéncia de estiramento assimétrico (vi) corresponde a freqiiéncia de estiramento CN (ven); 0
estiramento simétrico (vs) correlaciona-se ao estiramento CS (vcs) e a deformagdo duplamente
degenerada estd associada a frequéncia de deformagédo (dncs) [64-66]. A Figura 24 apresenta 0S

modos normais de vibrag&o do ion NCS-.

Oz
l
!

N
O
J
N

 — C—><—
@) O

Figura 24. Modos hormais de vibragdo do ion tiocianato.

Por se tratar de um ligante bem versatil, o tiocianato pode apresentar varios modos de
coordenagéo, como N-terminal, S-terminal, em ponte, entre outros, e a espectroscopia vibracional no IV
pode, muitas vezes, auxiliar no diagnéstico do modo de coordenacdo desse pseudo-haleto. Sendo
assim, a Tabela 04 lista os intervalos aproximados dos modos fundamentais para os diferentes tipos de

coordenacao do tiocianato.
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Tabela 04.  Intervalos aproximados dos modos normais de vibragdo (cm™) para os diferentes
tipos de coordenagdo do fiocianato

Coordenacao vasNCS vsNCS ONCS
NCS 2053 746 486, 471
M-NCS 2100-2050 870-820 485-475
M-SCN 2130-2085 760-700 470-430
M-NCS-M 2165-2065 800-750 470-440

A Figura 25 apresenta 0s espectros vibracionais no IV dos ligantes livres e dos complexos
[Cu(NCS)2(HPz)] (1), [Cu(NCS)2(HdmPz)].5H20 (2) e [Cu(NCS)2(HIPz)] (3) obtidos neste trabalho,
cujas frequéncias e atribuiches estdo contidas nas Tabelas 05 e 06, para ligantes e complexos,

respectivamente.

HPz

N W

[Cu(NCS),(HP2),] (1)

W

HdmPz

T W

[CU(NCS),(HdmP2) ].5H,0 (2)

VAT A

HIPz

g

[CU(NCS),(HIPZ),] (3)

% Transmitancia Relativa

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

NUumero de Onda (cm'l)

Figura 25. Espectros vibracionais na regido de 4000-400 cm™ para os ligantes livres HPz,
HdmPz e HIPz e complexos 1-3 (pastilhas de KBr).
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Tabela 05.  Frequéncias vibracionais no IV (cm™) referentes aos ligantes livres pirazol, 3,5-
dimetilpirazol e 4-iodopirazol e suas respectivas atribuigdes
Composto Atribuicéo
Pirazol (HPz) 3,5-dimetilpirazol 4-iodopirazol (HIPz)
(HdmPz)
3400-2700 F 3380-2200 F 3300-2400 F vNH
1558 f 1595 F 1534 ¢ (Respiragdo do anel)
1468 mf 1483 F 1473 vanel + BNH + BCH
1467 F, 1423 F OasCHs
1396 F - 1363 F vanel + Banel + BNH
1356 mF 1306 F 1323 m vanel + BCH + BNH
1261 f 1265 f 1263 mf BCH + vanel + BNH
1136 F 1151 m 11751, 1140 m vanel + BCH + BNH
1055 F, 1032 F 1028 F 1031 m BCH
1009 F - Banel
936 F - 936 F Banel
877F,839F, 7158 F 854 F 870 F, 808 F vCH + yNH
1719F, 735F - Banel
652 f, 615 F 661 f 649 f, 608 F yanel + yNH

vas=estiramento assimétrico, vs=estiramento simétrico, ¢=respiragdo do anel, p=deformagéo no plano, das=deformacéo

angular assimétrica no plano, y= deformagéo fora do plano. Intensidades: F = forte, mF = média-forte, m = média, mf =
média-fraca, f = fraca, om=ombro
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Tabela 06.  Frequéncias vibracionais no IV (cm™) de 1-3 e atribui¢des

Composto Atribuicdo
1 2 3
3356 F - vOH
3369 m 3143 F 3302 m vNH
3116 f 3041 f 3130m vCH
2975 f - VasCH3
2089 mF 2083 mF 2117 mF vasNCS
1656 m - SOH
1522 f 1572 F 1514 f ¢ (Respiragao do anel)
1461 f 1470 1455 f vanel + BNH + BCH
1414 mf - QasCHs3
1353 f 1334 f 1375 mf vanel + BCH + BNH
1268 f 1275 m 1248 BCH + vanel + BNH
1111m 1159 m 1119 m vanel + BCH + BNH
1063 m 1043 mf 1047 m BCH
858 f, 785 m, 677 f 801 m, 653 f 935m, 843 m, 679 m yCH
658 mf 659 mf 583 m yanel + yNH
471 f 429 f 461 f SONCS

A coordenacdo neutra monodentada dos pirazois nos compostos 1 - 3 € evidenciada pelo

aparecimento das bandas associadas aos modos vibracionais vNH na regido de 3300-3150 cm e pelo

deslocamento da banda respiracdo do anel (¢) para frequéncias mais baixas (At_/z 26 cm1) em
relacdo aos ligantes livres. Nos espectros no IV de 1 e 2, nota-se a presenca de uma banda vasNCS
intensa em 2089 e 2083 cm, respectivamente, caracteristica de grupos tiocianato coordenados via
atomo de nitrogénio (Cu-NCS) [65]. A banda vasNCS observada em 2117 cm no espectro de 3
encontra-se no intervalo espectral tipico da coordenag@o em ponte do tipo end-to-end (M — NCS - M)
deste pseudo-haleto [65, 67]. Cabe mencionar que a presencga de agua de hidratagdo no composto 2
foi diagnosticada pelo aparecimento de uma banda larga em 3356 ¢cm1 (vOH) junto da ocorréncia da
banda em 1656 cm-1(6HOH).
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Iv.1.2. Espectroscopia de Absorgdo Eletronica no UV/Visivel

Os espectros eletronicos no UV/Vis para os compostos 1 - 3 estdo representados na Figura 26.
O composto verde [Cu(NCS)2(HPz)z] (1) apresenta geometria de coordenagédo octaédrica tanto no
estado sdlido quanto em solugdo. Uma solucdo de cor verde-amarelada € obtida quando se dissolve
este complexo em acetona, cor esta sendo atribuida a presenca de uma banda intensa em 404 nm,

referente a transicdes de tranferéncia de carga ligante-metal (LMCT) do tipo NCS™ — Cu. No

espectro eletrdnico desta solucéo é observada, ainda, uma banda larga, de baixa intensidade, centrada
em 691 nm, atribuida a uma transicéo CL do tipo 2Eq — 2T2q, caracteristica de sistema d° octaédrico
[68].

O composto 2 é um solido verde-musgo que, quando solubilizado em acetonitrila, gera uma
solucdo amarela. No espectro, é observada uma banda intensa em 417 nm, atribuida a transi¢des
LMCT NCS™ — Cu [69]. Observa-se ainda, uma banda larga, pouca intensa, em 718 nm, que pode
ser tentativamente atribuida a transicdes de campo ligante associadas a espécies de Cu(ll) formadas
pela dissociagdo de moléculas de HImPz em solugéo.

O composto 3 mantém sua coloragdo verde quando dissolvido em acetonitrila, DMSO ou THF.
No espectro, pode ser observada uma banda intensa em 391 nm, atribuida a transicbes LMCT do

tipo NCS™ — Cu . Esta presente, também, uma banda de baixa intensidade, centrada em 735 nm,

que provavelmente est& associada a uma transi¢éo de campo ligante do tipo 2Eq — 2T»g, caracteristica

de sistema d° octaédrico.
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Absorbancia Relativa

Figura 26.

Iv.1.3.
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Espectros de absorgdo eletrdnica no UV/VIS dos compostos [Cu(NCS),(HPz).]
(1): em acetona, [Cu(NCS),(HdmPz)4]1.BH,O (2): em acetonitrila e
[Cu(NCS),(HIPz),](3): em acetonitrila.

Andlise Cristalogrdfica via Difratometria de Raio-X de

Monocristal do Composto 1

Apds muitas tentativas, foram obtidos monocristais do composto 1 adequados a determinacdo

estrutural através da técnica de difracdo de raio-X, a partir da evaporacao lenta da solugdo metanolica.

Os principais dados cristalograficos obtidos para o composto [Cu(NCS):(HPz),] (1) estdo

contemplados na Tabela 07.
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Tabela 07.  Resumo dos principais dados cristalogrdficos do composto [Cu(NCS),(HPz).] (1)

Formula Molecular CsH18NeS2Cu
Massa Molecular 315,89
Sistema Cristalino Monoclinico

Grupo Espacial P2i/c
A (R) 8,242 (5)
b (A) 9,128 (5)
c (A 8,281 (5)
B 103,759 (5)
Z (moléculas/cela unitaria) 2
V (A3 605,1 (3)
D¢ (Mg.m-3) 1,734
Dimensao do cristal (mm) 0,25x0,20x 0,20
Cor do cristal Verde
u (mm-1) (KaMo) 2,135
A (A) (KaMo) 0,71073
Modo de coleta @-20
Temperatura de coleta (K) 293
Varredura (°/mim) méax.;min. 16,48; 3,30
Intervalo de 6 (°) 34-30

hkl méax.: min.

Reflexdes coletadas; Unicas; R (int)

11:11:12:0:11:0
1867; 1756 0,028

Observadas [I>2c(1)];Npar 1111; 79
Robs; Rai, GOF 0,038; 0,094; 1,03
Dens. Residual (e/ A%) méax.; min. 0,451; -0,348

Os resultados obtidos por difragdo de raio-X mostram que o complexo consiste de unidades
quadrado-planares de [Cu(NCS),(HPz);] que se conectam axialmente pelo atomo de enxofre do
pseudo-haleto, originando um arranjo polimérico 1D no cristal. O &tomo do cobre apresenta um
ambiente octaédrico tetragonalmente distorcido: o plano basal é formado por quatro atomos de
nitrogénio, dois provenientes dos grupos tiocianato e os outros dois dos ligantes pirazélicos, arranjados
em uma configuragdo trans, enquanto que as posi¢oes axiais sdo ocupadas por atomos de enxofre de

unidades vizinhas. A Figura 27 mostra a conectividade dos mondmeros de [Cu(NCS)2(HPz)] no cristal.
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Figura 27. Representagdo de parte da cadeia polimérica do composto [Cu(NCS).(HPz).] (1).

As Tabelas 08 e 09 apresentam, respectivamente, as distancias e angulos interatbmicos

encontrados para o complexo 1.

Tabela 08.  Distdncias interatdmicas (A) com os respectivos desvios padrdo (4) entre
parénteses para o composto [Cu(NCS),(HPz).] (1)

Cu N 1,966(3) S C 1,626(3)
Cu N1 1,992(3) N C 1,148(4)
Cu Na 1,966(3) c1 C2 1,345(5)
Cu N1a 1,992(3) C2 C3 1,387(5)
N1 N2 1,340(4) N2 c1 1,340(4)
N1 C3 1,323(4)

Operagcdo de simetria: a = 1-x, 1-y, -z
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Tabela 09.  Angulos intramoleculares (°) com os respectivos desvios padrédo (°) para o
composto [CU(NCS)o(HP2).] (1)

Cu N1 89,9(1) Cu N C 161,0(2)

Cu Na 180 S C N 179,7(3)
N Cu N1a 90,1(1) N2 c1 C2 107,3(3)
Na Cu N1 90,1(1) cl C2 C3 105,5(3)
N1 Cu N1a 180 N1 C3 C2 110,6(3)
Na Cu N1a 89,9(1) N2 N1 C3 105,2(2)
Cu N1 N2 122,5(2) N1 N2 c1 111,3(3)
Cu N1 C3 132,5(2)

Operacdo de simetria: a = 1-x, 1-y, -z

Os grupos isotiocianato do complexo [Cu(NCS)2(HPz),] séo praticamente lineares (S-C-N =
179,7(3)°) e adotam 0 modo de coordenacéo end-to-end; o atomo de nitrogénio ocupa o sitio equatorial
de um atomo de cobre (Cu-Nncs = 1,966(3) A) e o atomo de enxofre situa-se na posicao axial de um
centro metalico vizinho. De fato, a distancia de 3,051(2) A para Cu...S é menor do que a soma dos
raios de van der Waals dos atomos de Cu e S (3,4 A). A distancia de ligagdo Cu-Nycs do complexo
[Cu(NCS)2(HPz),] € significativamente maior que aquela observada para os complexos [Cu(NCS)2(py)4]
(1,943 A) [70] e [Cu(NCS)(pic)2] (1,945(8) A) [71]. A dominancia da forma mesomérica S-C=N é
evidenciada pelo comprimento das ligag8es S-C e C-N de 1,626(3) e 1,148(4) A, respectivamente, bem
como pelo angulo Cu-N-C de 161,0(2)°, indicativo da coordena¢do do nitrogénio hibridizado sp. A
distancia de ligagio Cu-N1HPz encontrada para o complexo [Cu(NCS)2(HPz)2]n (1,992(3) A) € 0,017 A
mais curta que a encontrada para o composto trans-[CuClz(HPz)4] [35].

Analisando a estrutura cristalina do [Cu(NCS)2(HPz),], nota-se a presenga de interacOes
intermoleculares que participam na auto-montagem das espécies monoméricas em um arranjo
supramolecular tridimensional. Observa-se, nas Figuras 28 e 29, respectivamente, que 0S anéis
pirazolicos de monémeros adjacentes participam de interagdes do tipo N-H:--w e =t---, cujas distancias

e angulos estéo indicados na Tabela 10.
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Figura 28.  Representagdo ORTEP da ligagdo de hidrogénio intramolecular e da interagdo do
tipo N-H-n existente entre os anéis pirazélicos.
Figura 29. Representagdo ORTEP da interagdo molecular do tipo m -+ © existente entre os
anéis pirazélicos.
Tabela 10.  Interagdes ndo covalentes no composto [Cu(NCS),(HPz).] (1)
Atomo Atomo  dD-H(A) dH-A(A) dD-A(A) Angulo  Operagdo
doador receptor D—H.-A  de simetria
N2 H N 0,8600 2,4700 2,886(4) 110,00
N2 H Anel 3,0483 3,818(4) 150,10 X, Ye-y Yotz
Anel Anel 3,710(3) 0 2-x,1-2,-z
Anel Anel 4,859(4) 59,06 X,Ye-y, Yotz
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Observa-se também na Figura 28 a existéncia de ligacdes de hidrogénio intramoleculares entre
0 N-H do pirazol e 0 atomo de nitrogénio do pseudo-haleto coordenado.

A agregacdo das unidades de [Cu(NCS)2(HPz);] no estado solido pelo reconhecimento
molecular dos synthons moleculares m---m e N-H---wt, bem como da coordenacdo end-to-end do
tiocianato, resulta na formacdo de uma arquitetura supramolecular tridimensional ilustrada na Figura
30.

Figura 30. Representagdo = do  arranjo  supramolecular  do  composto trans-
diisotiocianatobis(pirazol)cobre(IT).

Iv.1.4. Proposigdo Estrutural para os Complexos 2 e 3

Para 0 composto 2, é proposta uma estrutura no estado sélido, na qual o ion de cobre
encontra-se em uma geometria octaédrica distorcida, com os sitios de coordenacdo equatoriais e axiais
ocupados, respectivamente, por 4 ligantes 3,5-dimetilpirazol e 2 grupos isotiocianato, coordenados,
nesse caso, de modo terminal através dos dtomos de nitrogénio (Figura 31).
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Figura 31. Estrutura proposta para o composto 2.

Com base nos resultados obtidos a partir da espectroscopia no infravermelho e em
concordancia com os resultados de andlise elementar, sugere-se que o0 complexo 3 consiste de
unidades quadrado planares de [Cu(NCS)2(HIPz)s], que se conectam axialmente pelo &tomo de enxofre
do pseudo-haleto, originando um arranjo polimérico. O atomo de cobre apresenta um ambiente
octaédrico tetragonalmente distorcido: o plano basal é formado por quatro &tomos de nitrogénio, dois
provenientes dos grupos tiocianato e os outros dois dos ligantes pirazélicos, arranjados em uma
configuracdo trans, enquanto que as posi¢des axiais sao ocupadas por a&tomos de enxofre de unidades

vizinhas (Figura 32).
I
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Figura 32. Estrutura proposta para o composto 3.
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Iv.2 Compostos contendo o ligante 1-tiocarbamoil-3,5-

dimetilpirazol, HtdmPz (4-6)

Iv.2.1. Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Dentre as drogas empregadas no tratamento da tuberculose, destacam-se também as
tiacetazonas [19]. Neste contexto, a similaridade estrutural entre o ligante HtdmPz e as tiacetazonas
nos impulsionou a preparar e investigar a atividade antimicobacteriana de uma série de complexos de
Cu(ll) contendo esse ligante. Apesar de a sintese e caracterizacdo dos complexos [Cu(NCS)(tdmPz)],
(4), [CuxCla(HtdmPz);] (5) e [CuzBry(HtdmPz);] (6) ja terem sido reportados na literatura [58-60], o
nosso interesse nesses compostos esta direcionado nas suas potenciais atividades biologicas e, por
essa razdo, foram re-preparados neste trabalho.

A Figura 33 apresenta 0s espectros vibracionais no IV do ligante livre HtdmPz e dos complexos
[Cu(NCS)(tdmPz)]2 (4), [Cu2Clo(HtdmPz)] (5) e [CuzBra(HtdmPz),] (6), cujas frequéncias e atribui¢des

estdo contidas na Tabela 11.

HtdmPz

W

[CUNCS)(tdmP2)], (4)

I e

[Cu,CI (HtdmP2) ] (5)

W

[Cu,Br (HtdmPz) ] (6)

W

v ) v ) v ) v ) v ) v ) v )
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
L

% Transmitancia Relativa

NUmero de onda (cm

Figura 33. Espectros vibracionais na regido de 4000-400 cm™ para o ligante livre HtdmPz e
para os complexos 4-6.
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Tabela 11.  Frequéncias vibracionais no IV (cm™) para o ligante livre HtdmPz e para os
complexos 4-6 e atribuigdes

Composto Atribuicédo

HtdmPz 4 5 6

3391 F 3331 f 3354 mF 3483 f vNH

3240 F 3230 f 3221 mF 3261 mF vNH

3132 F 3132 f 3117 mF 3122 mF vNH

2108 F - - Vas(SCN)
1601 F 1607 om 1610 mF 1622 mF tioamida Il + vCNiioamida
1578 F 1570 mF 1574 mF 1576 mF VCCanel + VCNanel
1488 m 1502 mF 1491 mF 1499 om VCCanel + VCNanel
1452 m 1450 om 1452 om 1477 mF vCCanel + VCNanel
1408 F 1408 f 1414 m 1417 m VCNiioamigat BCH3
1389 F 1380 f 1381 m - VCNtioamidat BCH3
1340 F 1340 mF 1347 F 1346 F vC=S + §sCHs + ONH
1319 F 1313 om - - vC=S + 8sCH3 + 0NH;
1242 om, 1201 mf 1206 f 1271 0m, 1200f  BCH + vCCanel + BNH

1148 m 1128 f 1144 f 1140 f VCNaner+(P2)
1099 m 1090 om, 1058 f 1101 om, 1064 f 1097 om, 1053 mf VNNanel + SNH>
1028 m 1030 om 1030 f 1033 om YCH3

972m 987f,945m 966 mf, 955 mf 985 om, 947 m yCH3

879 F 876 f 879 m 870 m SNH; + vC=S + vNNapel
808 F 804 f 800 f 812f, 781 f vCH

730 F 737 mf 723 mf 744 1 vC=S + vC-CHjs
654 m 650 f 663 f, 621 f 646 f vC-CHs

609 F 606 f 577 f 577 f 7(N-CS-N)

497 m 496 om 499 f 498 om YNH;

A andlise dos espectros no IV dos compostos 4 - 6 (Figura 33) permitiu obter informagdes
relevantes a respeito da coordenagdo do ligante 1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol (HtdmPz) bem como
da estrutura dos complexos. As bandas observadas na regido de 3400-3100 cm no espectro no IV do
HtdmPz livre séo tipicas de tioamidas primarias {3391 cm (VNH2), 3240 cm? (vasNH2) e 3132 cm1
(vsNH2)} [65, 72].

No espectro no IV do complexo 4, observa-se um deslocamento da banda vNH, de 3391
(ligante livre) para 3331 cm2, além da reducéo da intensidade dessa banda em relagdo ao ligante livre,
0 que indica a desprotonacéo do grupo NH> [58].
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Na regido de 1622-1600 cm nos espectros de tioamidas primarias, encontra-se a banda
tioamida Il [72] resultante da deformacdo angular do NH,. Esta vibragcdo encontra-se acoplada as
vibragdes de estiramento do grupo tionila (C=S) e de estiramento C-N. No espectro no IV do complexo
4 essa banda praticamente desapareceu, sugerindo também a desprotonagdo do grupo amida. Para 0s
complexos 5 e 6, nota-se que a banda de tioamida Il ndo sofre nenhum deslocamento significativo em
relacdo a do ligante livre (1601 cm?). Este fato € uma forte evidéncia da ndo coordenagéo do grupo —
NH do ligante 1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol para os complexos 5 e 6.

Todas as tioamidas apresentam a banda de absorcdo correspondente a deformacédo axial da
tiocarbonila, mais conhecida como banda de tioamida I. O grupo C=S é menos polar do que o grupo
C=0 e aligacdo é consideravelmente mais fraca. Em conseqtiéncia, a banda néo € intensa e localiza-
se em frequiencias mais baixas do que a da carbonila, sendo, portanto, mais susceptivel a efeitos de
acoplamento. As bandas encontradas no intervalo de 1570-1395 cm-, 1420-1260 cmt e 1140-940 cm-!
possuem carater vC=S [72]. A coordenagdo do ligante via atomo de enxofre da carbonila é
diagnosticada, por exemplo, pelo deslocamento da banda vC=S (1340 cm para HtdmPz livre) para
regides de frequéncias mais altas (1347 e 1346 cm para 5 e 6, respectivamente) nos espectros no IV
dos complexos.

No espectro no IV do complexo 4 observa-se uma banda vasNCS intensa em 2108 c¢cm-,
caracteristica de grupos tiocianato coordenados via atomo de nitrogénio (Cu-NCS) [65]. Cabe
mencionar que a presenca do grupo NCS- na esfera de coordenacdo desse composto esta associada a

uma provavel decomposi¢do parcial do ligante HtdmPz [58].

Iv.2.2. Estruturas para os Complexos 4 - 6

Para 0 composto 4, é proposta uma estrutura no estado solido, de um dimero de cobre(ll), no
qual os dois ions cobre encontram-se coordenados a dois grupos isotiocianato em ponte de forma end-
to-end, e a duas moléculas de 1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol coordenadas aos ions metélicos pelo

nitrogénio piridinico e pelo nitrogénio do grupo —-NHa, conforme ilustra a Figura 34.
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Figura 34. Estrutura do complexo 4 [58].

Para o composto 5, € também proposta a formacdo de uma estrutura dimérica, porém
envolvendo ions cobre(l), pois 0 excesso do ligante provavelmente promoveu a reducdo do Cu(ll).
Cada atomo de cobre esta coordenado a uma molécula de 1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol coordenada
via 4&tomo de enxofre e nitrogénio piridinico e a um ion cloreto que ird atuar em ponte entre 0s centros

de cobre (ver Figura 35).

CH;

Figura 35. Estrutura do complexo 5 [59].

De acordo com os dados de andlise elementar bem como as evidéncias espectroscopicas
obtidas para o composto [Cu2Bro(HtdmPz)] (6) neste trabalho, confirma-se a estrutura proposta na
literatura por Evans et al.[60]. O complexo consiste de espécies discretas envolvendo dimeros de Cu(l),
com atomos de enxofre em ponte. Cada 4tomo de cobre esta coordenado a um atomo de nitrogénio do
anel pirazolico, a dois atomos de enxofre dos grupos tiocarbamoil e um atomo de bromo terminal, em

um ambiente tetraédrico distorcido (Figura 36).
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Figura 36. Estrutura molecular para o complexo 6 [60].

IvV.3 Compostos contendo moléculas biologicamente ativas
(7-10)

Iv.3.1 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

IV.311 Pirazinamida

A pirazinamida (PZA) pode se coordenar pelos nitrogénios do anel da pirazina, pelo oxigénio
do grupo C=0 e/ou pelo grupo NH>. Quando o nitrogénio do anel aromatico esta envolvido na formagéo
do complexo, as bandas relativas a certos modos vibracionais do anel, particularmente o modo
respiracdo do anel e dois modos de estiramento em torno de 1400-1600 c¢cm, deslocam-se para
frequéncias mais altas devido ao acoplamento com a vibracdo M-N(ligante) [73-75]. Quando o
nitrogénio do NH, esta envolvido na coordenacéo, ocorrem mudangas drasticas nos numeros de ondas
das vibragdes envolvendo o grupo amino [76-79], e quando ocorre a coordenacdo através do oxigénio
do grupo carbonila, observa-se um deslocamento negativo do modo vibracional v(C=0) (A = Vigante -
Veomplexo) [80].

A Figura 37 apresenta os espectros vibracionais no IV do ligante livre e do complexo

[CuClx(PZA),] (7), cujas frequéncias e atribui¢des estdo contidas na Tabela 12.
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Figura 37. Espectros vibracionais na regido de 4000-400 cm™ para o ligante livre
pirazinamida (PZA) e complexo 7 (pastilhas de KBr).
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Tabela 12.  Frequéncias vibracionais no IV (cm™) referente ao ligante livre e complexo 7 e
suas respectivas atribuigoes

Composto Atribuicéo
PZA 7
3413 F 3439 F vNH
3028 om 3022 om vCH
1713 F 1707 F v(C=0), amida |
1608 m 1595 m ONH;
1580 m - vanel
1524 mf 1522 f vanel
1475 f - vanel
1437 mf 1439 m vanel
1377 F 1383 mF vCN
1165 m 1161 mF vanel
1090 mf 1074 mf Twisting NH
1051 mf - dCH
1018 m 1020 mf ¢ (Respiragdo do anel)
943 f yCH
870 m 870 mf danel
791m 795m yCH
706 om 712 f yanel
667 mf 652 f Wagging NH.
532 F 532 F danel
430 mF 471 F vC-NH>

A andlise dos espectros no IV do ligante livre e do composto 7 permitiu obter informagdes
relevantes a respeito da coordenacao do ligante pirazinamida (PZA) ao centro metélico. No espectro no
IV do complexo 7, nota-se que apesar da banda vC=0 (1707 cm) ndo ter sofrido um deslocamento
significativo quando comparada a do ligante livre (1713 cm), sugere-se, neste trabalho, que a
carbonila participa da coordenacdo. De fato, Akyuz et al. [81] relata valores de vC=0 muito proximos
aqueles encontrados no nosso trabalho (1704 cm-1), para complexos de outros metais da primeira série
de transi¢do, nos quais a coordenacdo da pirazinamida ocorre através do atomo de oxigénio do grupo
carbonila. Observa-se, ainda, que as bandas 6NH, e vC-NH, apresentam deslocamentos de 1608
(igante livre) para 1595 cm® (Av = +13 cm?) e de 430 para 471 cml (Av= -43 cm?),
respectivamente, sendo que essas alteracdes sdo tipicas da coordenacdo do metal ao atomo de
nitrogénio do grupo amino [78]. As absorc¢des no IV associadas as vibragdes vCN e yanel do anel da
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pirazinamida ndo sofrem modificacdes ap6s a coordenacdo (1018 cm?) quando comparada ao ligante
livre (1020 cm). Este fato sugere que o nitrogénio do anel heterociclico proximo ao grupo —CONH>

ndo deva estar interagindo com o metal (ver Figura 44, a seguir).

Iv3i1z Rifampicina

A Figura 38 apresenta os espectros vibracionais no IV do ligante livre e do complexo

[Cu(RMP)] (8), cujas frequéncias e atribuigdes estdo contidas na Tabela 13.

RMP

[Cu(RMP)] (8)

% Transmitancia Relativa

' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NGmero de Onda (cm'l)

Figura 38. Espectros vibracionais na regido de 4000-400 cm™ para o ligante livre rifampicina
(RMP) e complexo 8 (pastilhas de KBr).
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Tabela 13.  Frequéncias vibracionais no IV (cm™) referente ao ligante livre e complexo 8 e
suas respectivas atribuigoes

Composto Atribuicéo
RMP 8
3435 F 3450 F vOH
2976 m 2970 mF vasCH
2887 m 2885 m vsCH
1722 mF 1728 F vC=0
1647 F 1661 mF vanel + §asC=N
1601 F vanel
1562 F 1535 mf vanel + vNN
1444 mF 1460 m dCHz + 80H + vanel
1414 m vanel + vCN
1379 mF 1377 m OCHs
1246 F 1255 m vC-0
1153 mf 1178 m vC-O
1093 m, 1057 m 1065 m vC-O
974 m 970 m ¢ (Respiragdo do anel)
897 mf 906 mf dCH
804 f 819 f dCH
773 f 767 mf dCH

A analise dos espectros no IV do ligante livre e do composto 8 permitiu concluir que o ion Cu(ll)
se coordenou ao ligante, pois notam-se deslocamentos significativos em diversas bandas. Por
exemplo, a banda vC=0 (1728 cm1) observada no espectro no IV do complexo 8 sofreu um pequeno
deslocamento para frequéncias mais baixas quando comparada a do ligante livre (1722 cml). Ja a
banda associada ao vanel (1661 cm) sofreu um deslocamento mais pronunciado quando comparada
ao ligante livre (1647 cm1). A banda intensa atribuida as vibragBes vanel + vNN em 1562 ¢cm no
espectro da RMP sofre um deslocamento para 1535 cm? apds a interacao do ligante com o ion Cu(ll),

sendo também forte indicativo da coordenagéao.
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IV.313 Isoniazida

A Figura 39 apresenta os espectros vibracionais no IV do ligante livre e dos complexos
[CUCl2(INH)2]».H20 (9) e [Cu(SO4)(INH)]» (10), cujas frequéncias e atribuicdes estéo contidas na Tabela
14,

INH
)
=
©
Da:a [CuCI2(INH)2]n.H20 9)
.©
(&)
e
©
IS
2
S [Cu( 804 INH
— W

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

NUmero de Onda (cm'l)

Figura 39. Espectros vibracionais na regido de 4000-400 cm™ para o ligante livre isoniazida
(INH) e complexos 9 e 10 (pastilhas de KBr).
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Tabela 14.  Frequéncias vibracionais no IV (cm™) referente ao ligante livre e complexos 9 e
10 e suas respectivas atribuigdes

Composto Atribuicdo
INH 9 10
3402 m - vOH
3306 m - - vNH
3213 om - 3225 m vNH
3111F 3101 m 3115m vNH
3017 mF 3065 m 3063 m vCH
1668 F 1707 F 1651 mF vC=0
1635 om 1616 m 1624 om Scissoring NH>
1553 F 1558 m 1578 m vanel
1539 mF vanel
1489 om 1502 mf 1491 f SCH + vanel + SNH
1408 m 1421 F 1414 mf OCH + vanel
1392 mF, 1332 mF 1356 mf SCH + vanel
1331 F 1302 F - Rocking NH>
1219 mf 1228 m 1230 m, 1209 m SCH + vanel
1169 F v3(S04%)
1136 m 1138 mf 1136 F SCH + vanel + vCN + v3(S04?)
1057 f 1063 m 1074 F vanel + 6CH + danel
1049 F v3(S04?%)
995 mF - 980 mf vanel + danel + vi(S04?)
908 mf 912 mf vanel + danel
887 m, 845 mF 860 m 860 mf yCH + yCONHNH;
746 m 768 mF 787 mf, 756 f yCH + tanel + yCO
714 mf tanel + yCO +yCH
669 F 690 mF 690 m danel + vC-CONHNH; + 3NCO
501 f 546 mf 513 f THNNH +yNH + 8NCC +
SOCONHNH. + 60CC
438 f 469 mf 471 f tanel + 30CC + yCH + SNCC

A molécula de isoniazida (INH) pode se coordenar pelos atomos de nitrogénio do grupo —NH>
e/ou do anel piridinico bem como através do oxigénio da carbonila. A espectroscopia no IV permite
obter informagdes valiosas no que diz respeito a participacao destes grupos na coordenagéo. Quando o
nitrogénio do grupo NH> estd envolvido na coordenag&o, observa-se um deslocamento negativo do

modo vNH (A = Vigante - Veomplexo) [82]. Verifica-se também um deslocamento positivo do modo vNN
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proximo a 1015 cm-L, sendo esse deslocamento um indicativo da reducdo na repulsdo entre os pares
de elétrons isolados dos atomos de nitrogénio [83]. J& a coordenacdo via oxigénio do grupo carbonila é
diagnosticada pelo deslocamento positivo do modo v(C=0) (A = Vigante - Vcomplexo) [84]. Algumas
vibragdes do anel da piridina observadas no intervalo de 1600-1400 cm-! sofrem ligeiros deslocamentos
para frequéncias mais altas durante a formagéo do complexo [81].

A andlise dos espectros no IV do ligante livre e dos compostos 9 e 10 permitiram obter
informacdes relevantes a respeito da coordenacdo do ligante isoniazida (INH) ao centro metalico. No
espectro no IV do complexo 9 observa-se que as bandas scissoring e rocking do NH; apresentaram

deslocamentos de 1635 para 1616 cm1 (Al_/ =+19 cm1) e de 1331 para 1302 cm? (AT/ =29 cm1),
respectivamente. Essas altera¢fes sao tipicas da coordenagdo do metal ao nitrogénio do grupo amino.
As absor¢des no IV relacionadas as vibragBes associadas ao anel piridinico da isoniazida (ver Tabela
14) sofrem pequenos deslocamentos ap6s a coordenagdo. Por exemplo, a banda associada ao
acoplamento das vibragfes 6CH + vanel desloca-se de 1408 para 1421 cm' apos a coordenacao,
sugerindo a participacdo do nitrogénio heterociclico na coordenacdo. Sugere-se que a carbonila ndo
participa da coordenacdo, embora a banda v(C=0) sofra um deslocamento de 1668 (ligante livre) para
1707 cm1 (complexo 9). Ocorre que, segundo Pasaoglu et al. [85], quando o nitrogénio da piridina esta
envolvido na coordenacdo, a densidade eletronica no ligante desloca-se para o nitrogénio piridinico,
resultando em um efeito indutivo ou uma combinagéo de efeito indutivo e ressonéncia, que leva a um
aumento do carater de ligacdo dupla da C=0 e consequentemente um deslocamento da banda v(C=0)
para frequéncias mais altas. Cabe mencionar que a presenca de &gua de hidrata¢do no composto 9 foi
diagnosticada pelo aparecimento de uma banda larga em 3402 cm-1 (vOH).

No espectro no IV do complexo 10, nota-se que a banda vC=0 (1651 cm?) sofre um
deslocamento significativo quando comparada a do ligante livre (1668 cm-1), sugerindo que a carbonila
participa da coordenacéo do ligante ao centro metélico. No que diz respeito ao grupo amino, nota-se
que a banda scissoring NH sofre um deslocamento de 1635 para 1624 ¢cm-1, sendo um indicativo da
coordenacdo do metal via grupo —NH.. A participacdo do nitrogénio piridinico da isoniazida na
formacdo do complexo é sugerida pelo deslocamento da vibracdo vanel de 1553 para 1578 cml,
Quanto a presenca do ion sulfato, sugere-se uma coordenacdo tridentada para esse grupo pela
observacdo de bandas no IV em 1169, 1136 e 980 cm? [86]. As estruturas propostas para 0s
compostos 9 e 10 serdo apresentadas a seguir (Figuras 45 e 46, respectivamente).
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Iv.3.2 Ressondncia Paramagnética Eletronica (EPR)

E bem sabido que os espectros de EPR podem auxiliar no diagnéstico da geometria de
coordenacdo de sistemas paramagnéticos bem como elucidar a natureza das distorcdes das simetrias
ideais [87]. O cobre (83Cu ou 65Cu) tem spin nuclear | = 3/2, 0 qual da origem ao desdobramento
hiperfino, entre o elétron desemparelhado e o proprio nlcleo. Assim, um espectro de EPR de
complexos de Cu(ll) consiste de quatro linhas largas {(21 + 1) = 2(3/2) + 1 = 4}. Mas, para muitos
compostos, 0s elétrons d estdo deslocalizados, em uma consideravel extensdo, por sobre os ligantes e,
assim, se 0s atomos dos ligantes tiverem, eles mesmos um spin nuclear, entdo se pode esperar por
padrdes de desdobramento superhiperfino sobrepostos a estas linhas [88, 89].

Os espectros EPR em banda X dos complexos de cobre (Il) contendo moléculas
biologicamentes ativas investigados neste trabalho, obtidos em solucéo congelada de DMSO ou DMF a

77 K, estdo representados nas Figuras 40 — 43.
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Figura 40. Espectro EPR do complexo 7, em solugdo congelada de DMSO, a 77 K.
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Figura 41. Espectro EPR do complexo 8, em solugdo congelada de DMSO, a 77 K.

10

A=130G
[ g(perp) = 2,104

10 -

15 -

1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600

L} I L} I L} I L} I L} I L} I L} I L} I L}
22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

Campo Magnético x 1000, G

Figura 42. Espectro EPR do complexo 9, em solugdo congelada de DMSO, a 77 K.
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Figura 43. Espectro EPR do complexo 10, em solugdo congelada de DMSO, a 77 K.

De um modo geral, 0s espectros de todos 0s complexos permitem sugerir a presenca de ions
Cu(ll) octaedricamente coordenados, com o octaedro alongado na dire¢do axial, uma vez que nenhum
dos dois valores de g, em cada espectro, é igual a g = 2,00 [90]. De fato, a literatura tem reportado que
espectros de EPR de espécies de cobre divalente, obtidos em solugdo e a temperatura de 77 K, que
apresentam g| > g. > go séo tipicos de Cu (II) (d°) em simetria axial com o elétron desemparelhado no
orbital dx?? [91]. Os espectros de EPR obtidos para os compostos de 7 — 10 apresentam g| > g, que
sugere estrutura octaédrica com uma forte distorcdo tetragonal devido ao efeito de distorgdo Janh
Teller dos ions Cu(ll) de configuracéo d® [91].

Nenhuma banda correspondente para as transicbes AMs = +2 (em campo ~1500G) foi
observada nos espectros, sugerindo que nédo hé interagdo Cu...Cu, ou seja, 0s complexos 7 - 10 séo
monoméricos [92].

Comparando o valor de g| dos compostos 9 e 10, que possuem a mesma molécula
biologicamente ativa INH complexada, pode-se observar que o valor de g| igual a 2,346 para o
composto 9 é maior do que para o composto 10 (g| = 2,239), o que sugere uma diminuicéo na forga do
campo ligante no plano equatorial do composto 9. Isto corresponderia, entdo, a uma superposi¢éo fraca
dos orbitais dos atomos de nitrogénio das moléculas isoniazida com os orbitais do ion Cu2* nesse
composto.

O desdobramento hiperfino pode ser observado nos espectros EPR dos complexos 7 -9, e 0s

valores de A sdo de 152,3, 133,0 e 130 G, respectivamente.
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Iv.3.3 Proposigdo Estrutural para os Complexos 7, 9 e 10

Para 0 complexo 7, com base nos resultados obtidos a partir da espectroscopia no
infravermelho, ressonancia paramagnética eletronica e em concordancia com os resultados obtidos de
andlise elementar, sugere-se que ao redor do atomo de cobre encontra-se um ambiente octaédrico
com uma forte distor¢do tetragonal devido ao efeito de Jahn Teller, com seus sitios de coordenacéo
ocupados por dois a&tomos de cloro nas posi¢des axiais e por duas moléculas de pirazinamida no plano
equatorial coordenadas via atomos de oxigénio dos grupos carbonilas e nitrogénios dos grupos —NHy,

formando um monémero (Figura 44).

Figura 44. Estrutura proposta para o composto 7.

A estrutura proposta para o complexo 9 concorda com os dados obtidos na espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho, ressonancia paramagnética eletronica e microanélise (Figura
45). Sugere-se uma estrutura polimérica, com unidades monoméricas constituidas por um atomo de
cobre, no qual seus sitios de coordenacdo estdo ocupados por dois atomos de cloro nas posi¢coes
axiais e por duas moléculas de isoniazida no plano equatorial coordenadas via atomos de nitrogénio

piridinicos do anel heterociclico e do grupo —NH>.
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Figura 45. Estrutura proposta para o composto 9.

Para o complexo 10, com base nos resultados obtidos a partir da espectroscopia no
infravermelho, ressonancia paramagnética eletronica e em concordancia com os resultados de analise
elementar, sugere-se uma estrutura polimérica, com unidades monoméricas constituida por um atomo
de cobre, no qual seus sitios de coordenacdo estdo ocupados por um atomo de oxigénio do ion sulfato
coordenado de modo tridentado, e uma molécula de isoniazida, coordenada via atomos de oxigénio do

grupo carbonila e nitrogénio do grupo —NH; (Figura 46).

/S""‘--.O _____
ol _~0
/ \ 4/ Cu
---N C“_,/ | \“-‘
_ - \N-—F—“—FNHZ -
H
Figura 46. Estrutura proposta para o composto 10.

IV.4. Atividade bioldgica frente ao bacilo de Koch

Os complexos de cobre(ll) 1 — 10 foram submetidos a ensaios de inibicdo do crescimento do
Mycobacterium tuberculosis, agente etioldgico da tuberculose humana, linhagem H37Rv ATCC -
27194. Os valores de CIM, ICso e IS dos ensaios estdo apresentados na Tabela 15. Os valores
encontrados para a concentracdo inibitéria minima (CIM) representam a menor concentracdo da droga

capaz de impedir a multiplicagdo da micobacteéria.
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Tabela 15. CIM, ICso e IS dos compostos de cobre(II), frente o Mycobacterium tuberculosis
H37Rv ATCC - 27194 pela técnica do MABA (Microplate Alamar Blue Assay), em

DMSO
Composto MM CIM (ug/mL)  CIM (uM) ICs0 IS
(g/mol)
[Cu(NCS)2(HPz),] (1) 3159 50,0 158,3 78,2 1,56
[Cu(NCS)2(HdmPz)4].5H20 (2) 654,3 25,0 38,2 39,1 1,56
[CU(NCS)2(HIPz)7] (3) 440,8 25,0 56,7 78,2 3,13
[Cu(NCS)(tdmP2)]2 (4) 551,7 22,0 39,9 9,80 0,447
[CuCla(HtdmPz),] (5) 508,4 3,25 6,39 7,80 2,40
[Cu2Bro(HtdmPz),] (6) 597,4 14,0 234 <980 0,70
[CuClx(PZA)] (7) 380,7 10,0 26,3 78,2 7,82
[Cu(RMP)] (8) 884,9 0,31 0,35 39,0 126,0
[CUCI2(INH)2]a.H20 (9) 426,8 10,0 234 78,2 7,82
[Cu(SO4)(INH)]a (10) 296,8 0,62 2,09 78,2 126,0
HPz 68,10 NHIC NHIC 312,0
HdmPz 96,10 NHIC NHIC 625,0
HIPz 194,0 NHIC NHIC 312,0
NaSCN 81,10 >125,0 > 1541 > 1250
Rifampicina (droga padréo) [93] 819,4 0,06 0,07 38,3 638,0
Pirazinamida (droga padréo) [94-95] 123,1 50,0-100,0  406,0-812,0 16,0 0,320
Isoniazida (droga padréo) [26] 137,1 0,03 0,22 >1000 33333

MM = massa molar; NHIC = ndo houve inibi¢do do crescimento

De um modo geral, pode-se observar que os valores de CIM obtidos para os compostos de
cobre (I1), sdo bastante satisfatorios, uma vez que valores de CIM < 31,25 ug/mL séo considerados
promissores para substancias sintéticas. Atividades com CIM abaixo de 10ug/mL sdo comparaveis a
drogas de segunda linha utilizadas no tratamento da tuberculose, como a etionamida, viomicina, d-
cicloserina e capreomicina. Portanto, 0s compostos 5 - 10 mostraram ser bastante eficientes na inibicéo
do crescimento da micobactéria utilizada. Os valores de CIM encontrados neste trabalho,
principalmente para os compostos 5, 8 e 10 séo inferiores aqueles determinados para algumas drogas
sintéticas, como os derivados da hidrazida do acido benzoico ou compostos de prata com mandelato
de prata ou tartarato, cuja CIM esté na faixa de 4 - 16 pg/mL [96].

Comparando os resultados de CIM obtidos neste trabalho, com dados recentemente
publicados na literatura para compostos sintéticos de niquel, [Ni(sulfapiridina),] e
[Ni(sulfisoxazole)2(H20)4].2H20, cuja CIM foram > 250 e 250 ug/mL, respectivamente, os resultados

para 0s complexos de cobre foram extremamente satisfatorios, uma vez que a CIM esta na faixa de
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0,31-50,0 pg/mL, resultados bem inferiores aos complexos de niquel apresentados na literatura por
Mondelli et al. [97].

Analisando a Tabela 15, observa-se que os ligantes livres HPz, HdmPz e HIPz ndo
apresentaram atividade antimicobacteriana e o ligante NaSCN apresentou um CIM > 125 ug/mL.
Observa-se também que os valores de CIM para os complexos 1 - 3 (50 pg/mL, 25 pg/mL, 25 pg/L)
sdo inferiores quando comparados aqueles dos ligantes livres. Estes resultados constituem um
indicativo da importancia da coordenacdo dos ligantes ao centro metdlico, potencializando a acéo dos
mesmos, frente ao Mycobacterium tuberculosis, bacilo causador da tuberculose. No entanto, os
mecanismos de atuacdo destes complexos ainda precisam ser devidamente elucidados.

A partir dos valores de CIM obtidos para os compostos contendo as moléculas biologicamente
ativas (7 - 10), calculou-se a quantidade de ligante no complexo e, entdo, a concentragao ativa dos

referidos ligantes nos complexos. As concentragdes calculadas estdo apresentadas na Tabela 16.

Tabela 16.  Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos compostos de Cu(II) utilizando
moléculas biologicamente ativas e as concentragdes efetivas destes ligantes nos
complexos 7-10 frente o Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC - 27194

Composto MM (g/mol)  CIM (ug/mL)  CIM da molécula no complexo (ug/mL)
[CuCl(PZA)] (7) 380,7 10,0 6,47
[Cu(RMP)] (8) 884,9 0,31 0,29
[CUCl2(INH)2]».H20 (9) 426,8 10,0 6,43
[Cu(SO4)(INH)]» (10) 296,8 0,62 0,29

Comparando-se os valores de CIM dos complexos com aqueles dos ligantes PZA e INH nos
complexos 7, 8, 9 e 10, pode-se verificar o efeito da complexacéo sobre a atividade antimicobacteriana
frente 0 Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC - 27194,

O complexo 7 mostrou ser muito eficiente na atividade antimicobacteriana frente ao
Mycobacterium tuberculosis, pois a CIM obtida para esse complexo foi de 10 pg/mL (compare-se com
a da pirazinamida livre, na faixa de 50-100 pg/mL) e a calculada da PZA ativa no complexo é de 6,47
ug/mL, ou seja, tanto o CIM do complexo quanto a da PZA no complexo sdo menores do que a do
ligante livre. Isso mostra que o centro metalico esta potencializando a atividade tuberculostatica da
molécula, o que significa que o fon Cu(ll) ndo atua apenas como um carregador da droga.

Por outro lado, a isoniazida quando complexada ao cobre néo apresentou uma melhora na
atividade antimicobacteriana. Alids, o efeito foi inverso, pois tanto os valores de CIM obtidos para 0s

complexos 9 e 10 (10 e 0,62 ug/mL, respectivamente), quanto aqueles calculados para a molécula de
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INH nesses complexos (6,43 e 0,29 ug/mL, respectivamente) séo maiores do que a CIM da INH livre,
que € igual a 0,03 pg/mL. Por outro lado, o fato de a coordenacdo estar prejudicando a atividade
tuberculostética da isoniazida pode, de uma certa forma, auxiliar a entender 0 mecanismo de acdo
dessa droga, uma vez que a complexacdo pode ter blogueado alguma das rea¢des que ocorram no
seu mecanismo de acdo. Sabe-se que a INH é uma pro-droga e que sua ativacdo depende de uma
reacao enzimatica que a transforma em uma espécie radicalar. E possivel que sua complexag&o com o
Cu?* dificulte tal ativacdo, resultando na diminuicdo da atividade tuberculostatica.

Quanto ao complexo 8, a complexacdo do cobre na molécula de rifampicina também néo
melhorou a atividade tuberculostatica dessa droga, pois o valor de CIM obtido para o complexo 8 foi de
0,31 pg/mL e o calculado para a RMP ativa no complexo 0,29 pug/mL, ambos mais elevados do que o
valor de CIM da rifampicina livre, a saber, 0,06 ug/mL.

Cabe destacar que, apesar de os complexos 8, 9 e 10 ndo terem apresentado valores de CIM
menores do que aqueles das respectivas moléculas usadas na complexacao, existe a possibilidade de
que sejam ativos contra 0s bacilos multi-droga resistentes, o que devera ser investigado
posteriormente.

Quanto a citotoxicidade, os compostos 4 - 6 demonstraram ser mais toxicos do que os demais,
ou seja, esses complexos provocam a morte de 50% das células em concentra¢des menores do que
as espéciesde 1 a3 ede 7al0.

O indice de seletividade (IS = ICso/CIM), € um calculo realizado com a finalidade de selecionar
as melhores substancias para dar continuidade a ensaios e estudos mais aprofundados, uma vez que
muitos compostos tanto sintéticos quanto naturais séo testados frente ao Mycobacterium tuberculosis.
Segundo Orme et al. [63], uma substancia promissora é aquela que possui um IS maior que 10, mas no
laboratério aonde os compostos 1 - 10 foram analisados, considera-se um IS promissor 0 composto
com resultado > 4, consequentemente nesse trabalho temos quatro compostos promissores, 7 - 10,
cujo IS foram: 7,82; 126; 7,82 e 126, respectivamente.

Logo, estas espécies de cobre(ll) podem, em um primeiro momento, ser Uteis na esterilizacao
de locais e/ou materiais que se encontram em contato com essa micobactéria, ou até mesmo no
tratamento de secregdes (particularmente o esputo) de pacientes tuberculosos, antes de seu descarte,

além de serem novos candidatos para o tratamento da tuberculose.
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V.CONCLUSOES

Foram preparados dez complexos de cobre(ll), sete dos quais inéditos: [Cu(NCS)2(HPz),] (1)
[CU(NCS)2(HdmPz)4].5H20  (2), [Cu(NCS)2(HIPz)2] (3), [CuCl(PZA);] (7), [Cu(RMP)] (8)
[CUCI2(INH)2]n.H20 (9) e [Cu(SO4)(INH)]» (10). Tratam-se de espécies estaveis em condicdes

ambientes e, na maioria dos casos, sollveis em solventes polares.

A técnica de espectroscopia vibracional no IV foi importante no diagndstico dos modos de
coordenacdo dos ligantes pirazdlicos, das moléculas biologicamente ativas e dos anions tiocianato e
sulfato.

A determinacéo da estrutura molecular e cristalina do complexo [Cu(NCS)2(HPz),] confirmou a
coordenacdo monodentada neutra do pirazol e mostrou que o pseudo-haleto tiocianato encontra-se
coordenado no modo end-to-end, apesar do espectro vibracional no infravermelno mostrar uma
absorcdo vasNCS (vide Figura 25) em uma regido espectral tipica de grupos tiocianato coordenados
terminalmente via a&tomo de nitrogénio. O empacotamento cristalino mostrou a formacgéo de um arranjo
supramolecular tridimensional constituido de unidades monoméricas [Cu(u-NCS)2(HPz);] auto
montadas por pontes de ligantes NCS no modo end-to-end e por synthons supramoleculares do tipo N-
H-mem- m

Com relagdo aos ensaios de atividade biologica frente ao bacilo de Koch, responsavel pela
tuberculose, destaque deve ser dado aos compostos 5 - 10, que mostraram ser bastante eficientes na
inibicdo da multiplicacdo desta micobactéria, e como novos candidatos para o tratamento da

tuberculose os compostos 7 - 10.
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VI.PERSPECTIVAS

- Determinacéo do valor de CIM para 0 composto 7 em meio &cido;

- Realizag&o de ensaios bioldgicos intracelular para os compostos 7 - 10;

- Determinac¢do dos valores de CIM dos compostos 7 - 10 frente a cepas multi-Droga

resistentes;

- Preparacdo de compostos inéditos de Cu(ll) contendo a droga hidrazida do &cido 2-tiofeno

carboxilico (TCH) para realizagdo de ensaios bioldgicos frente ao Mycobacterium tuberculosis;

- Estudos de modelagem molecular para investigar o tipo de interacao entre os complexos de

Cu(ll) e o sitio ativo da enzima responsavel pela formagéo da parede celular do bacilo de Koch;

- Estudos de modelagem molecular para investigar o tipo de interacao entre os complexos de

Cu(ll) e a unidade 16S do RNA-ribossémico da bactéria.
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