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RESUMO

FIRMINO, G. S. S. Sintese e investigacado do potencial citotoxico de compostos de
ouro(lll) com hidrazonas e bis(hidrazonas) derivadas de isoniazida. 2019. 172 f.
Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Estima-se uma incidéncia de 29,5 milhdes novos de casos de céncer no
mundo em 2040. Tal perspectiva impulsiona uma série de esforgcos para prevencao
da doenca e otimizacdo dos tratamentos, tornando-os mais eficientes ao
promoverem melhora na qualidade vida dos pacientes e aumento de suas chances
de cura. Neste cenario, estudos em quimica inorganica medicinal ja puderam
contribuir para obtencdo de compostos de conhecida acgdo anticancer sendo
empregados na clinica — caso da cisplatina. A coordenacdo de ions metélicos com
conhecida acao biolégica as moléculas organicas com amplo espectro de atividade
farmacoldgica, tem se mostrado como um dos caminhos a serem seguidos para
obtencdo de metalofarmacos com interessante potencial citotéxico. Desta forma, no
presente trabalho foram sintetizadas N-acil hidrazonas e bis(N-acil hidrazonas)
derivadas de isoniazida e seus complexos metélicos de ouro(lll), com o objetivo de
investigar seu potencial citotdéxico frente as linhagens de células tumorais: HL—60
(leucemia humana promielocitica), MCF-7 e MDA-MB-231 (carcinoma de mama),
HCT-116 (carcinoma colorretal) e PC-3 (prostata). As estruturas dos compostos
sintetizados foram elucidadas com o auxilio: ponto de fusdo; analise elementar;
espectroscopia no 1V, eletronica e de RMN; condutivimetria e espectrometria de
massas. A coordenacdo metal-ligante e esfera de coordenacdo confirmam-se com
deslocamentos quimicos dos sinais presentes nos espectros de RMN e das bandas
de transicdo no espectro eletrénico. Foram obtidos 8 derivados de isoniazida: Hpcih
(LO1), Hapih (L02), Hbpih (LO03), Hpamih (L04), Hzginh (LO5), Hzpinh (LO6) e
Hzpamih (LO7) moléculas ja descritas na literatura e Hzbpinh (L08), que é inédita. Os
seis compostos de ouro(lll) obtidos sdo inéditos: [Au(Hspcih)Cls]Cl2-2H20 (CO01),
[Au(Hsbpih)ClIs]Cl2:2H20 (C03) e [Au(pamih)Clz] - ¥2CH30OH (C04),
Au(Hz2ginh)CI2]CI-%CHsOH (C05), [Au(Hpinh)OHICI (C06) e
[Au(Hz2binh)CI2]CI-%2CH3OH (C08). L02 foi a N-acil hidrazona mais ativa para as
linhagens HL-60, MCF-7, PC-3 e HCT-116, reduzindo a viabilidade celular em
mais de 50%, para as células HL-60. Mostrou-se mais ativa que os farmacos de
referéncia. C03 é altamente citotoxico para as células HL-60 e HCT-116, cujos
valores ICso s&0 2,4 +2,17 e 2,4 + 1,3 ymol L™, respectivamente. Além disso, C03 é
mais potente do que HAuCIls-3H20 e o etoposideo contra células MDA-MB-231,
MCF-7 e HCT-116, respectivamente. Seu ICg promoveu fracdo de sobrevida zero
as células da linhagem HCT-116 no ensaio de clonogenicidade. Na investigacéo de
mecanismo de ag¢ao de C03, ha indicios de que o mesmo néo induz a morte celular
por apoptose. CO3 mostrou-se um composto com interessante acao citotdxica in
vitro para realizacdo de estudos mais avancados de seu potencial farmacoldgico.

Palavras-chave: Isoniazida. Hidrazona. Bis(hidrazona). Complexo de ouro(lll).

Atividade citotdxica.



ABSTRACT

FIRMINO, G. S. S. Synthesis and cytotoxic potential investigation of gold(lll)
compounds with hydrazones e bis(hydrazones) derived from isoniazid. 2019. 172 f.
Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

About 29,5 million cancer new cases are expected in the worldwide in 2040.
such perspective boosts a serie of efforts preventing disease and optimizing
treatments, make it more efficients by promoting better life quality to pacientes and
incresed their cure chances. in this scenario, medicinal inorganic chemistry studies
contributed to compounds obtention with clinical use because of anticancer action
proved - cisplatina case. coordination of metal ions to organic molecules with a wide
pharmacological spectra, proved to be one of the ways to follow to obtain
metallopharmaceutical with interesting cytotoxic potential. Thus, in this present work
we synthetized N-acyl hydrazones and bis(N-acyl hydrazones) derived from isoniazid
and their gold(lll) complexes in order to investigate their cytotoxic potential against
the tumor cell lines: HL-60 (wild type human promyelocytic leukemia), MCF-7 and
MDA-MB-293 (human breast carcinoma), HCT-116 (human colorectal carcinoma)
and PC—3 (human prostate cancer). Chemical structures were elucidated by
differents techniques as melting point, elemental analysis; infrared (IR), electronic
and nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy; conductivimetry and mass
spectrometry. Eight isoniazid derivatives were obtained: Hpcih (L01), Hapih (L02),
Hbpih (LO3), Hpamih (L04), Hzginh (LO5), Hzpinh (LO6) and Hzpamih (LO7) are
described in literature and Hzbpinh (L08), is new. Six gold(lll) complexes with this
ligands are inedited: [Au(Hspcih)ClIs]Cl2-:2H20 (C01), [Au(Hsbpih)Cls]Cl2-:2H20 (C03),
[Au(pamih)Cl2]-%2CH3OH (C04), Au(H2ginh)CI2]Cl-%2CH30H (C05), [Au(Hpinh)OH]CI
(C06) and [Au(Hzbpinh)CI2]CI-¥2CH3OH (C08). Hapih was the most active N-acyl
hydrazone to HL-60, MCF-7, PC-3 and HCT-116 cell lines reducing cell viabillity
more than 50 % to HL-60 and showed more activity than reference farmacs. C03 is
highly cytotoxic to HL-60 and HCT-116 cells, ICso values are 2.4 +2.17 and 2.4 + 1.3
umol L=, respectively. Furthermore, C03 is more potent than HAuCls-3H20 and
etoposide against MDA-MB-231, MCF-7 and HCT-116 cells, respectively. Its 1Co0
promotes a zero survival fraction in HCT-116 cells in the clonogenicity assay.
According to investigation of action mechanism for C03, the complex may not induce
apoptosis cell death. C03 proved to be a compound with interesting cytotoxic action
in vitro for further study of its pharmacological potential.

Keywords: Isoniazid. hydrazone. Bis(hydrazone).Gold(lll)complex. Cytotoxity action.
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INTRODUCAO

O uso terapéutico de compostos a base de metais remonta a antiguidade
(NDAGI; MHLONGO; E SOLIMAN, 2017; NORN; PERMIN; KRUSE; KRUSE, 2008).
No periodo em que o0s assirios, egipcios e chineses sabiam da importancia da
utilizacdo de tais compostos para tratamento de doencas, podemos citar como
exemplos: o cinabrio (sulfeto de mercurio), recomendado para “imortalidade”
(COSTA; BERTOLDO; DAMAS, 2014); as preparagbes de arsénio (conhecidas
como “Unguentum Aegypticum”), utilizadas topicamente até o século XVI (WOLFF,
1989) e o trioxido de arsénio, usado para o tratamento de reumatismo, sifilis e
psoriase pela medicina tradicional chinesa (AGNEW, 2010) e, que durante os
séculos XVII e XIX estava entre 0s primeiros compostos sugeridos para uso no
tratamento da leucemia (posteriormente foi substituido pela radiacdo e quimioterapia
citotoxica no inicio do século XX). Apenas em 1865 Lissauer faz uso de outro
composto de arsénio (arseniato de potassio) para tratamento de leucemia miel6ide
cronica, fato que € considerado por muitos como sendo o primeiro exemplo de
quimioterapia eficaz voltada para o tratamento de uma doenca maligna (PAPAC,
2001).

No inicio dos anos 1900, o quimico alemdo Paul Ehrlich ao investigar o
desenvolvimento de drogas (corantes de anilina e agentes alquilantes) para tratar
doencas infecciosas e canceres, cunhou o termo “quimioterapia” e também
documentou pela primeira vez, a eficacia dos modelos animais para rastrear uma
série de produtos quimicos pela sua potencial atividade contra doencas (DEVITA,
CHU, 2008). Contudo, a radioterapia e a cirurgia dominaram o tratamento
antitumoral para quase toda a primeira metade do século XX (KAPLAN, 1979).

Nas ultimas décadas do século XX, foram sendo desenvolvidos novos
métodos para o tratamento do cancer, combinando cirurgia com quimioterapia e/ou
radiacdo. Posteriormente, com a descoberta de que mostardas nitrogenadas podiam
matar rapidamente células cancerigenas do linfoma, houve uma verdadeira
sensacao de excitacao pelo fato de talvez essas drogas pudessem curar pacientes
com cancer (KARNOFSKY, et al., 1947 apud MOULTON, 1947; GILMAN, 1963).
Entretanto, as remissdes revelaram-se breves e incompletas, provocando certa

descrenca em pesquisas voltadas para o desenvolvimento de drogas capazes de
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curar canceres avancgados. Mais tarde, ao investigar o uso da quimioterapia como
adjuvante da cirurgia ou radioterapia para tratamento de cancer de mama avancgado,
€ que comecam a surgir alguns resultados satisfatorios (GREENSPAN, E. M. et al.,
1963; NDAGI; MHLONGO; E SOLIMAN, 2017).

Os compostos a base de metais para tratamento de céncer entram nesse
cenario apos a descoberta da atividade biolégica do composto de platina (cisplatina)
por Barnett Rosenberg na década de 1960. Tal feito € considerado como sendo o
inicio da era moderna do medicamento anticancer (JUNGWIRTH, et al., 2011).

O uso dos compostos de base metalica tinha o desafio provocado pela falta
de distincdo entre o que seriam as doses terapéuticas ou tdxicas. Apenas com 0
advento da biologia molecular e da quimica combinatoria, abre-se um novo caminho
para o design racional de compostos quimicos a fim de atingir moléculas
especificas. Avancos nessas &reas possibilitaram o uso clinico de diversos
metalofarmacos, tanto para tratamento de cancer, quanto para outras doencas
(BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007). No entanto, a manifestacdo de efeitos
colaterais indesejados, hidrélise e pouca estabilidade apresentada por alguns
desses compostos, estimulam até hoje a busca por novas op¢des de substancias
que também sejam ativas, mas que minimizem e/ou ndo apresentem esses
problemas (MAIA; DEFLON; ABRAM, 2014).

Atualmente, diversas abordagens sédo estudadas para reduzir 0s
comprovados efeitos colaterais da quimioterapia (LOVE et al.,1989; BENTZEN,
2006; TAO; VISVANATHAN; WOLFF, 2015; OKUMUS et al., 2017; POSSANZINI;
GRECO, 2018) incluindo o uso de: (a) novas combinacdes de drogas, (b) terapia
direcionada especificamente para as células cancerigenas, (c) quimioprotetor para
reduzir os efeitos colaterais da quimioterapia, (d) transplante de células-tronco e (e)
agentes que superam resisténcia a multiplas drogas (DEVITA; CHU, 2008).

As tentativas de elucidacdo dos mecanismos de acdo, como no caso da
cisplatina, e até mesmo de seus derivados (carboplatina, oxaloplatina e auranofina
(MARKOWSKA et al., 2015)) impulsionaram uma busca inicial pela coordenacéao dos
compostos organicos a ions metéalicos que apresentassem semelhanca quimica com
a platina(ll) (configuracéo d®), tendo como finalidade produzir compostos anticancer
gue tivessem o DNA como principal alvo. Posteriormente, estudos apontaram que a
acao dos compostos nao dependia exclusivamente da interacdo que apresentaria

com o DNA, mas que a interferéncia nos mecanismos de outros processos que
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ocorrem dentro da célula também tem importante papel na inibigdo da doenga
(MARTIN-SANTOS et al., 2015).

O outro foco nos estudos de obtencdo de metalofarmacos é a escolha do
ligante. Isto porque ja foi comprovado por diferentes estudos de que a coordenacao
de ions metalicos a moléculas com conhecida acdo citotoxica potencializava a
atividade apresentada pela mesma isoladamente, ao promover modificacdo de suas
propriedades fisicas e quimicas, como reatividade e lipofilicidade, e estabilizacao de
determinados estados de oxidacdo. Desta forma, o planejamento racional de
ligantes pode levar a formacdo de compostos de coordenacdo mais ativos e/ou
menos toxicos. Especificamente para compostos coordenados com ouro(lll), é
recorrente em diversos trabalhos sua coordenacdo com porfirinas (DANDASH et al.,
2017; FAKAYODE et al., 2018; SUN et al., 2010), tiocarbamatos (CASELLATO et al.,
1990), aminas (CASADO-SANCHEZ et al., 2017; RODRIGUEZ-FANJUL et al., 2018;
SHI et al., 2013), bases de Schiff (PAVIC et al., 2017; RADULOVIC et al., 2018;
RETTONDIN et al., 2016) entre outros (NOBILI et al., 2012). Sendo as hidrazonas
bases de Schiff, é interessante estuda-las como uma das alternativas de ligantes
para coordenacgdo ao ion ouro(lll), ndo sendo encontrados relatos na literatura da
coordenacao do ouro(lll) a hidrazonas.

De um modo geral, hidrazonas apresentam um amplo perfil farmacoldgico,
como antibactericida, antituberculose, anti-inflamatério, antitumoral (ALAM et al.,
2014; THOTA et al.,, 2018). Alguns estudos mostram que a coordenacdo de
hidrazonas a ions metélicos, como cobre(ll), ouro(lll), rédio(ll), iridio(Il), niquel(ll) e
zinco(ll) (ARADHYULA et al., 2018; BAKALE et al.,, 2018; CAO et al., 2018; EL-
SHERIF et al., 2018; LIU et al.,, 2017) resultam ndo apenas em compostos de
coordenacdo com atividade biolégica comprovada, mas também em aumento do
potencial farmacolégico de novos compostos de coordenacdo quando comparado a
molécula livre (ABABEI et al., 2012; FIRMINO et al., 2016).

As mais diversas tentativas para obtengcdo de novos potenciais candidatos a
metalofarmacos para tratamento de cancer partem do problema de ordem mundial
que tem sido a incidéncia e principalmente a alta taxa mortalidade causada pela
doenca. Levando-se em consideracdo que as projecdes futuras sé apontam para o
aumento desses numeros, ha uma mobilizagdo geral no que se refere a prevencéo,

tratamento e melhora na qualidade de vida de individuos com cancer (WALDRON,
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W. K.; JOHNSON, I. T.; FENWICK, G. R. 1993; KUMPULAINEN, J. T.; SALONEN, J.
T. 1996; FORMAN et al., 2018).

Sendo assim, temos na Quimica Medicinal Inorganica uma alternativa ja
comprovada de contribuicdo efetiva para elaboracdo e aplicacdo eficaz de
compostos de coordenacao para tratamento de cancer. Neste trabalho foram obtidos
e caracterizados sete complexos metélicos de ouro(lll) com N-acil hidrazonas e
bis(N-acil hidrazonas) derivadas de isoniazida. Junto a isto, esses compostos
tiveram sua acdo citotoxica investigada frente as seguintes linhagens de células
tumorais humanas: HL-60 (leucemia mieldide promielocitica), MCF-7
(adenocarcinoma mamario), MDA-MB-231 (adenocarcinoma mamario), PC3 (cancer

de prostata) e HCT-116 (carcinoma de colon).
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Cancer: incidéncia, mortalidade e breve histdorico dos tratamentos

A Agéncia Internacional de Pesquisa em Céncer (International Agency for
Research on Cancer — IARC) estima que a incidéncia de cancer em 2018 foi de 18,1
milhdes de casos, ocasionando 9,5 milhdes de mortes (IARC, 2019). Atualmente, o
cancer (neoplasia)! é uma das principais causas de morte tanto em paises
economicamente desenvolvidos como em paises em desenvolvimento. Sdo cerca de
200 tipos diferentes de cancer ja identificados, cada um com suas especificidades;
isto €, apresentam diferentes formas de progressdo. As projecdes futuras preveem
uma incidéncia global da doenca proxima dos 29.5 milhdes de casos em 2040
(IARC, 2019). O quadro crescente da doenca esta também associado ao
crescimento e envelhecimento da populacdo, particularmente nos paises menos
desenvolvidos, nos quais residem cerca de 82% da populacdo mundial (TORRE et
al., 2015).

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em
comum o crescimento desordenado (maligno) de células que invadem os
tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se (metastase?) para outras regides do
corpo [..] as causas de cancer sdo variadas, podendo ser externas ou
internas ao organismo, estando ambas inter-relacionadas (INCA, 2018).

A definicao cientifica de cancer refere-se ao termo neoplasia, especificamente
para tumores malignos, como sendo uma doenca caracterizada pelo crescimento
descontrolado de células que sofreram algum tipo de transformacéo (INCA, 2018).
Dentre os dez tipos mais recorrentes no mundo em 2018 segundo o comunicado
recente emitido pela Organizacdo Mundial da Saude (IARC, 2019) destacam-se o
cancer de mama, o cancer de prostata e o colorretal (Gréfico 1).

Como potenciais fatores de risco, sdo destacados principalmente o0s

relacionados ao meio ambiente e os hereditarios. Estudos sinalizam que os fatores

1 A palavra cancer tem origem latina (cancer) e significa “caranguejo”. Inicialmente foi empregada em
analogia ao modo de crescimento semelhante as pernas de um crustaceo que as introduz na areia ou
lama para se fixar e dificultar sua remog¢éo (como uma infiltracéo) (INCA, 2018).

2 Metéastase ocorre quando existe tumor em outra localizagcao diferente do local do tumor primario
(MARION, et al., 2019).
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de ordem ambiental® sdo os maiores responsaveis pela maioria dos casos (cerca de
80%) e que na prética, € onde encontra-se quantidade consideravelmente grande de
fatores de risco (ALMEIDA et al., 2005). A guestdo ambiental é bastante influente,
porém, em uma escala geografica de grandes dimensdes (caso do Brasil), tem-se
uma variacdo muito grande da incidéncia e dos tipos de cancer. Sendo assim,
organizacg@es ligadas ao Ministério da Saude encontram dificuldades em determinar

a regionalidade de qualquer tipo de céancer.

Gréfico 1 — Taxas de incidéncia e mortalidade bruta estimadas em 2018 no mundo
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Legenda: Dados de incidéncia e mortalidade estimadas para ambos 0s sexos, em todas as idades
dos cinco tipos de cancer mais recorrentes. ** Leucemia n&o é o 6° tipo de cancer mais
comum, foi inserida no grafico porque uma das linhagens utilizadas neste estudo é a
HL-60 (leucemia mieldide promielocitica).

Fonte: IARC, 2019 (Adaptado).

Mesmo com campanhas de conscientizagdo quanto a procura por prevencgao
ou acompanhamento médico para a realizacdo de um diagndstico em estagios
iniciais da doenca, é interessante observar que a quantidade de mortes por cancer
no Brasil em 2018 (Grafico 2) apresenta nUmeros expressivos, principalmente para

cancer de prostata (homens) e cancer de mama (mulheres) (IARC, 2019). Segundo

3 Entende-se por ambiente, o meio em geral (4gua, terra e ar), o ambiente ocupacional (quando
insalubre), o ambiente social e cultural (estilo e habitos de vida) e 0 ambiente de consumo (alimentos,
medicamentos). As mudangas provocadas no meio ambiente pelo préprio homem, os habitos e
estilos de vida adotados pelas pessoas podem determinar os diferentes tipos de cancer (ALMEIDA,
2014)
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0 INCA (Instituto Nacional de Cancer), o esperado para 2016 foram cerca de 596 mil
casos da doencga (INCA, 2018).

Grafico 2 — Taxas de mortalidade brutas estimadas em 2018 no Brasil
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Legenda: Dados de mortalidade estimada no Brasil em 2018 em ambos os sexos, em todas as
idades. *Cérebro e sistema nervoso.
Fonte: IARC, 2019 (Adaptado).

A mutacdo de células normais para que se tornem células cancerosas passa
por alteracdes em genes denominados proto-oncogenes, genes que a principio sao
inativos em células normais. Porém, uma vez ativados, transformam-se em
oncogenes. Estes novos genes por sua vez sao os responsaveis pela transformacao
das células normais em células tumorais (ELMORE; HOLT, 2001). Na Figura 1
temos a representacdo da evolucdo de uma célula normal apds sucessivas
mutacdes até tornar-se uma célula tumoral (célula neoplasica).

Tendo em vista 0 quadro atual e as previsdes para 0s casos de cancer no
mundo nos préximos anos, a demanda por prevencao e principalmente tratamento, é
crescente. Durante a primeira metade do século XX o tratamento de cancer era
realizado majoritariamente através de cirurgia e radioterapia. A quimioterapia surge
no inicio da década de 1940, tendo como marco inicial da chamada “era moderna de
quimioterapia do cancer”, o sucesso da remissdo tumoral de um paciente portador

de linfoma*. Esse acontecimento s6 foi possivel através do uso de um agente

4 Linfomas: originam-se de células conhecidas como linfécitos, encontradas em todo o organismo,
particularmente em glandulas linfaticas e sangue. Os linfomas sdo divididos em Hodgkin e néo-
Hodgkin (ALMEIDA et al., 2005)
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alquilante (antineoplasicos pioneiros) do tipo mostarda nitrogenada, a mecloretamina
(2-cloro-N-(2-cloroetil)-N-metil-etanamida) (ANTONINI et al.,, 2001). Para Almeida
(2005), “os agentes alquilantes formam ligagdes cruzadas com os filamentos de
DNA impedindo sua replicacdo e com isso destroem as células em repouso ou em
processo de divisdo ativa, e por consequéncia ha a formacéo de citotoxicidade pela
reagcao cruzada com a outra fita de DNA”. Desde entdo tem-se uma mudanca de
paradigma no que se refere ao tratamento de céancer (DEVITA; CHU, 2008) e a

busca por novos farmacos para tratamento de cancer é impulsionada.

Figura 1 — Representagéo do processo de malignizacao celular
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Legenda: Células normais podem sofrer mutacfes genéticas (alteracdes no DNA). Se tais alteracdes
ocorrerem em genes denominados proto-oncogenes (a principio, inativos em células
normais) ativando-os, irdo transformar-se em oncogenes (genes responsaveis pela
malignizacdo das células normais). Seguidas muta¢gdes formam as células neoplésicas.

Fonte: Ministério da Saude. Instituto Nacional de Cancer, 2012 (adaptada).

Diversas classes de compostos organicos, além das mostardas nitrogenadas,
foram e ainda s&o empregadas no tratamento de céncer, como por exemplo:
nitrosuréias, triazeno, alquilsufonatos, antibiéticos naturais como as antraciclinas,
entre outros (NUSSBAUMER, et al., 2011; MONTEIRO, et al., 2013; BOHNERT, et
al., 2014; KUMAR, et al., 2017; ZHANG, et al., 2018; KHAN, et al., 2018). Na Tabela
1 sao apresentados alguns dos farmacos orgéanicos utilizados na clinica, com suas

classes destacadas, estruturas e a(s) doencas em que sao comumente empregados.
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Tabela 1 — Principais farmacos organicos com uso clinico para tratamento de cancer

Compostos Estruturas Exemplo Tratamento
organicos
Mostardas R Mecloretamina Linfoma Hodgkin °
nitrogenadas ,L (Mustargen®) Linfoma N&o
TN g R = CHs Hodgkin
Clorambucil
(Leukeran®)
R = C3HsCOOH
Nitrossuréias Ngo Carmustina Tumores
| (BCNU) cerebrais®
N NH —
CI/\/ T R R = C2H4Cl
o Lomustina
(LCNU)
R = CeH12
Triazeno CONH, Dacarbazina Melanomas’
N (DTIC)
I \
N
N \\  CHs
H N\N
\
CH,
Alquilsufonatos |, ~ 0 Bussulfan Leucemia
/) \ CH L
: \s/\ /\s/ *  (Myleran®) mieldides
/70N 0" N n=4; R =CHs
Antibioticos Daunorrubicina Leucemia e outras
naturais R = CHsCO neoplasias®
Antraciclinas -
Doxorrubicina
R =HOCH2CO

Fonte: Nacional Center for Biotechnology Information, 20195-°,

Os tratamentos iniciais de

quimioterapia esbarram, no entanto,

colaterais, como os relatados por Soares (1999) e Barros (2000):

individuos submetidos a radioterapia ou

na consequente diversidade de efeitos

[...] a radioterapia também pode causar dor a degluticdo, desde leve a
intensa, podendo comprometer o estado geral do paciente por diminuigdo
da ingestdo de alimentos. A rouquiddo pode, em situacdes mais graves,

5 Disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68008466>. Acesso em: 11/10/2019.

6 Disponivel em: < https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68002330>. Acesso em: 11/10/2019.

7 Disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68003606>. Acesso em: 11/10/2019.

8 Disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68002066>. Acesso em: 11/10/2019.

9 Disponivel em: <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68003630>. Acesso em: 11/10/2019.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68008466
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68002330
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68003606
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68002066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh/68003630
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causar dispnéia ou sangramento, se as cordas vocais estiverem no campo
de irradiacdo e a otite de branda a grave, pode chegar até a surdez se o
ouvido estiver sendo irradiado (SOARES, 1999).

[...] A quimioterapia também pode provocar efeitos colaterais, dentre eles,
os efeitos neurolégicos, como cefaléia, sonoléncia, confusdo mental,
paralisia motora, dor nos membros inferiores, rigidez na nuca, convulsao e,
em casos raros, produzir um estado de depressao e coma (BARROS et al.,
2000).

Embora a quimioterapia tenha como principal objetivo destruir as células
neoplasicas, preservando as células normais, a maioria dos agentes quimioterapicos
atua de forma nédo-especifica, lesando tanto células malignas quanto normais, em
particular células de rapido crescimento (como exemplo: as gastrointestinais,
capilares e as do sistema imunologico). Isto explica a maior parte dos efeitos
colaterais da quimioterapia (ALMEIDA, 2005). E evidente também que o corpo tem
capacidade de recuperar-se destes inconvenientes apds o tratamento. Sendo assim,
0 uso clinico desses farmacos exige que os beneficios sejam confrontados com a
toxicidade, na procura de um indice terapéutico favoravel (MACHADO, 2000).

Dentro da necessidade de atingir um indice terapéutico favoravel esta o fato
de que os metais “sdo componentes essenciais das células escolhidos pela
natureza” (FREZZA, et al., 2016). Eles fazem parte das estruturas e estado envolvidos
em multiplos processos, como a troca de elétrons e catélise (BRUIININCX;
SADLER, 2008). Para este fim, é necessario equilibrio entre a necessidade celular e
quantidade disponivel no corpo para promover o estado fisiolégico mais adequado.
Enquanto metais como o niquel, cddmio, cromo e arsénico, podem induzir
carcinogénese (MOURINO; CATTALINI; BOCCACCINI, 2012), outros complexos
metalicos contendo ions como zinco(ll), ouro(l/lll) e cobre(l/ll) tém recebido
consideravel interesse como agentes anticancer devido ao seu potencial
carcinogénico (NDAGI; MHLONGO; E SOLIMAN, 2017). Desta forma, € interessante
voltar nossa atencdo para as consolidadas e futuras contribuicbes da Quimica

Medicinal Inorganica para o tratamento do cancer.
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1.2 Compostos inorganicos e a quimioterapia do cancer

1.2.1 Quimica Medicinal Inorganica

A contribuicdo da Quimica Medicinal Inorganica especificamente para o
tratamento de cancer tem inicio em 1965, quando Barnett Rosenberg e Loretta Van
Camp que ao estudarem o efeito da corrente elétrica em Escherichia coli, puderam
observar a ocorréncia de inibicdo da divisao celular, a qual ndo era promovida pela
corrente, mas sim pela substancia produzida nos eletrodos de platina, ou seja, a
cisplatina (cis-[diaminodicloroplatina(ll)] — cis-[PtCl2(NHs)2]) (ROSENBERG; VAN
CAMP; KRIGAS, 1965; MJOS; ORVIG, 2014). Em 1970 a cisplatina teve sua acao
antitumoral confirmada em testes em sarcomas® implantados em ratos e sua
toxicidade testada em animais (cdes e macacos). Apenas em 1978 essa substancia
foi liberada para uso clinico (BARAN, 2005).

A cisplatina é injetada no paciente por meio de solucdo salina com alta
concentracdo de cloreto. Essa medida visa evitar que a cisplatina sofra hidrélise
antes de atingir o interior da célula, onde a concentracdo de cloreto (3 mmol L) é
inferior a do meio extracelular (145 mmol L=%) (COHEN; LIPPARD, 2001). Dentro da
célula, o principal mecanismo de acdo da cisplatina se da via um mecanismo que
sugere a ocorréncia de uma lenta substituicdo dos ligantes cloro por agua (Esquema
1), formando um aqua-complexo no interior da célula que é entdo capaz de agir
diretamente no DNA (acido desoxirribonucleico), promovendo o bloqueio da célula
afetada (AIROLDI, 1994; SCHWIETERT; MCCUE, 1999; STEWART, 2007; WU; LU;
CHAO, 2010).

10 Sarcomas: Originam-se de tecidos de suporte em vez dos de revestimento, tais como 0ssos, tecido
gorduroso, musculo e tecido fibroso de reforco, encontrados na maior parte do corpo (ALMEIDA,
2005).
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Esquema 1 — Representacao da ativacao intracelular da cisplatina

-Cl-

cis-[PtCl,(NH,),] Cis-[PtCI(NHy),(OH,)]* —H .

|

cis-[Pt(OH)(NH;),(OH,)]* Cis-[Pt(NH3),(OH,),]?* —==cis-[Pt(OH),(NH,),]

cis-[PtCI(OH)(NH,),]

Legenda: Possiveis metabdlitos da cisplatina apés hidrélise em meio intracelular.
Fonte: KAISER, 2015 (adaptado).

O principal modo de coordenacdo da platina ao DNA acontece
preferencialmente nos atomos de nitrogénio das bases nitrogenadas guanina e
adenina, sendo considerada mais estavel a interagdo com a guanina (N7) por
promover a formacgédo do aduto cisplatina-DNA (Esquema 2), que permite: (1) nao
ocorréncia de replicacdo, (2) inibicdo de transcricdo, (3) aprisionamento de ciclo
celular, (4) impedimento de reparo do DNA e por fim, a (5) apoptose (um tipo de
morte celular) (SHERMAN; LIPPARD, 1987; HALABE; WONG; SUTTON, 1991;

BERNERS-PRICE; APPLETON, 2001).

Esquema 2 — Representacéo da interacdo de metabdlitos da cisplatina com o DNA

cl 1 OH; @ OHy |2+
e/ . | 0/
/Pt + H0 | Cl—Pt—NH,4 + H0 PL__
NH3; _H,0 -H,0 / NH;
o L _ L _
I ~
_ HN N\
Guanina, G | > @) -2G || +26 (5)
X N
H,N N
fosfato de agucar
- /NH3 —
o Clo i ]
1 Tnm, @ s S|
N N
HN | \> +G Pt
)\\ "G / \NHs
H,N N \ HaN
| fosfato de agucar __| - -

Legenda: Em (1) temos a substituicdo do ligante cloro pela molécula de dgua que seré liberada em
(2) para que a platina se ligue ao N da guanina (G). Em (3) ocorre mais uma ligacdo
Platina—N e na etapa (4) as guaninas sao substituidas por agua. Em seguida, ha
novamente a substituicdo dos ligantes aqua pelos ligantes cloro.
Fonte: ROAT-MALONE, 2002 (adaptado).
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Desde a descoberta da atividade antiproliferativa da cisplatina por Rosenberg
em 1965 e sua subsequente aprovagdo como agente quimioterapico (1978) para ser
usada isoladamente ou em combinacdo com outras drogas; a cisplatina comprovou
a alta eficacia contra varios tipos de canceres, como ovario, cabeca e pescoco,
bexiga, testiculo e pulm&o (LAINE; PASSIRANI, 2012). Independentemente das
grandes realiza¢des da cisplatina, o seu uso clinico sofre de algumas desvantagens
importantes, tais como efeitos secundarios toxicos graves, incluindo neurotoxicidade,
hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (JUNG; LIPPARD, 2007; PABLA; DONG, 2008) e
fendmeno de resisténcia a drogas levando ao tratamento sem sucesso (DEMPKE; et
al., 2000). No entanto, a alta poténcia da cisplatina na oncologia aumentou o
interesse em drogas baseadas em metais pelo potencial quimioterapico. Estes
fatores resultaram no surgimento da segunda geracdo de farmacos com platina
(oxaliplatina, carboplatina, nedaplatina, lobaplatina e heptaplatina) (ALMEIDA et al.,
2014). Esses novos compostos sdo produzidos partindo da ideia de fazer uso de
moléculas organicas como ligantes e tendo como finalidade minimizar efeitos
colaterais e produzir compostos com maior potencial citotéxico (RONCONI;
SADLER, 2008). Devido ao perfil farmacol6gico muito favoravel apresentado pela
cisplatina e seus derivados, é sugestivo pensar que outros compostos a base de
diferentes metais poderiam manifestar importantes e variadas atividades biolégicas
com possibilidade de menor toxicidade sistémica (CASINI et al.,, 2008a). Partindo
desse principio, diversos metalofarmacos foram e séo sintetizados e utilizados na
clinica médica. Na Tabela 2 sdo apresentados alguns dos farmacos de outros metais
ja utilizados na clinica no tratamento de uma diversidade de doencas.

Tabela 2 — Exemplos de farmacos a base de metais utilizados na clinica

Composto Utilizagéo

Cisplatina® Tratamento de tumores solidos

Auranofina® Tratamento de artrite

Citrato de bismuto(lll) Tratamento de infeccbes causadas por

Helicobacter pylori
Nitroprussiato de sodio Emergéncias hipertensivas (agente vasodilatador)
LiCOs Antipsicético e antidepressivo
Gluconato de antiménio(V) Tratamento de leishmaniose
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dissédico

Nitrato de galio Hipercalcemia relacionada a tumores

Fonte: (BERNERS-PRICE; APPLETON, 2001; MARKOWSKA et al., 2015; STORR; THOMPSON;
ORVIG, 2006; ZHANG; LIPPARD, 2003).

A busca por novos metalofarmacos com acdo anticAncer torna-se viavel e
interessante, uma vez que diversos trabalhos apresentam resultados satisfatérios no
que se refere a obtencdo dos mesmos (ALMEIDA et al., 2014; OMER et al., 2015).

A atividade do complexo serd resultado também da contribuicdo do ion
metdlico, considerando-se: a ampla faixa de numeros de coordenacdo e de
geometrias; os diversos estados redox possiveis; os efeitos termodinamicos e
cinéticos (BRUIIJNINCX; SADLER, 2008). Em alguns casos, 0os metalofarmacos
sintetizados sdo na verdade "pré-farmacos"” por permitirem a substituicdo do ligante,
promovendo reacgdes redox antes de alcancar o alvo (KOSTOVA, 2006). Dentre os
metais mais empregados na clinica, temos: platina, gélio, litio, antiménio, cobre e
ouro (que sera abordado mais detalhadamente no tépico a seguir) (NADGI;
MHLONGO; SOLIMAN, 2017).

1.2.2 Complexos de ouro(ll): estudos citotdéxicos e usos clinicos

Evidéncias historicas comprovam o uso medicinal do ouro por diversas
civilizacbes (medicina chinesa e arabe — 3000 a.C., por exemplo) e em diferentes
momentos da histéria da humanidade (pré-histéria, ldade Média, periodo
Renascentista entre outros) (CASINI et al., 2008a; MARTIN-SANTOS et al., 2015;
NOBILI et al., 2012). Quando a utilizagdo do metal néo era realizada diretamente no
preparo de pocdes, encontrava-se presente em amuletos, cuja finalidade era afastar
as doengas e os espiritos maus (HIGBY, 1982). A utilizagdo terapéutica do ouro
estava longe de ter como base sua acao no tratamento de doencas, era considerado
apenas a preciosidade do metal, e acreditava-se que seu alto valor seria capaz de
conferir longevidade a quem o usava (CORNELIS; BORGUET; DEKIMPE, 1993). No
final do século XIX, o livro “Matéria Médica e Terapéutica” recomendava a

preparagcao de “ouro soluvel” para dispepsia, cirrose, esclerose, paralisia geral
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progressiva, sifilis, tuberculose, depressdo, hipocondria, histeria e impoténcia
(HUAIZHI; YUANTAO, 2001).

O estudo do potencial uso de compostos de ouro na terapia se deu de forma
cientifica somente no inicio do século XX, quando o bacteriologista Robert Koch
descobriu a atividade citotéxica do sal dicianoaurato(l) de potassio (K[Au(CN)z])
frente a Mycobacterium tuberculosis, bactéria causadora da tuberculose (MAIA,;
DEFLON; ABRAM, 2014). Embora o uso terapéutico inicial tenha sido para
tuberculose pulmonar, posteriormente este sal foi empregado também para o
tratamento de artrite reumatoide (Jacques Forestier em 1930). Diversos estudos com
compostos de ouro ocorreram durante a "Década do Ouro" (1925-1935)
(BERNERS-PRICE, 2011). Principalmente ouro(l) com cianeto e tiossulfatos
passaram a ser utilizados para o tratamento da tuberculose pulmonar. Muitos dos
tiossulfatos de ouro que ainda estdo em uso clinico hoje foram introduzidos em
terapia da artrite reumatoide durante o inicio do século XX, como: Aurotioglucose
(Solganol®, 1), Aurotiomalato de dissédio (Miocrin®, 2), Aurotiopropanol sulfonato de
sodio (Allochrysin®, 3) e Auranofina® (4) (Figura 2) (GUNATILLEKE; BARRIOS,
2008).

Figura 2 — Compostos de ouro(l) utilizados no tratamento de artrite reumatoide
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Legenda: Solganol® (1), Miocrin® (2), Allochrysin® (3) e Auranofina (4).
Fonte: NOBILI et al., 2012 (adaptada).
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A quimica de coordenacdo do ouro voltada para obtencédo de compostos com
possivel uso medicinal apresenta uma série de estudos, principalmente tendo como
foco compostos de ouro(l) com usos farmacéuticos, 0os seus mecanismos de acao e
atividade in vivo. Na elucidagdo de tais mecanismos, em muitoS casos ocorre a
formacéo de ouro(lll) formadas pela oxidacao in vivo de compostos de ouro(l) e que
desempenham papel importante nos padrdes de distribuicdo biolégica e atividade
dos compostos de ouro (BERNERS-PRICE; FILIPOVSKA, 2011; JONES;
THORNBACK, 2008).

O ion ouro(lll) € um &cido de Lewis "mais duro" que ouro(l) e de um modo
geral é considerado como um ion no limite entre o duro e o macio. Este perfil
permite a acomodacdo de ambos os tipos de bases de Pearson, isto €, tanto as
bases duras, quanto as bases moles. A possibilidade de coordenacdo com uma
maior variedade de bases abre um vasto espectro de complexos de ouro(lll) com
diferentes sistemas quelantes. Destacam-se dentre as possibilidades de
coordenacdo ao ion ouro(lll) ligantes como: (1) doadores de azoto (aminas,
piridinas, fenantrolinas, bases de Schiff, porfirinas e iminofosforanos) (CASINI et al.,
2008b; CINELLU et al., 2010; OTT, 2009; WEIN et al., 2011); (2) doadores de
enxofre (ditiocarbamatos e tiossemicarbazonas) (DILWORTH; HUETING, 2012;
RONCONI et al.,, 2010; SANTOS; HAGENBACH; ABRAM, 2004; ZHAO; ZHOU,
2012) além de (3) complexos organometalicos de ouro(lll) (BERTRAND; CASINI,
2014; CUTILLAS et al., 2013; OEHNINGER; RUBBIANI; OTT, 2013; SHAIK et al.,
2009).

Todos os compostos de coordenacdo do ion ouro(lll) sdo diamagnéticos com
configuracédo [Xe] 4f45d® (baixo spin) e a grande maioria tem geometria plano-
quadratica (VITTAL; PUDDEPHATT, 2006). Também € interessante ressaltar que o
ouro(lll) é capaz de dar origem a complexos metdalicos que sao isoeletrbnicos e
isoestruturais da platina(ll) (NARDON; BOSCUTTI; FREGONA, 2014). Os
comprimentos de ligagao sdo mais curtos do que os correspondentes comprimentos
de ligacdo de ouro(l), embora as diferencas n&o sejam muito grandes. Menos
comuns, 0s complexos penta e hexacoordenados exibem tipicamente comprimentos
de ligacdo axial alongados perpendiculares ao plano quadrado e envolvem
frequentemente estruturas de ligantes que limitam os eixos axiais (CHOW et al.,
2010).
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Devido a similaridade eletronica e estrutural entre ions ouro(lll) e platina(ll),
compostos de coordenacdo de ouro poderiam ter propriedades promissoras na
inibicdo de células tumorais, assim como sdo os diversos compostos de platina.
Inicialmente esperava-se que o mecanismo de acao biologica do ouro(lll) seguiriam
as propostas de mecanismos para os complexos de platina(ll), ou seja, também
seria pela interacdo do ion metalico com DNA. Entretanto, alguns estudos reportam
qgue dentro do organismo e da célula ocorrem interacdes dos complexos de ouro(lll)
antes mesmo da interacdo com DNA (MAIA; DEFLON; ABRAM, 2014). Nobili e
colaboradores (2010), sugerem que o DNA “ndo é o alvo primario dos compostos de
ouro(lll), uma vez que consideram as ligacdes de complexos de ouro(lll) com DNA
fracas, reversiveis e principalmente de natureza eletrostatica”.

Um dos possiveis alvos biologicos dos complexos de ouro(lll) seriam as
mitocbndrias, incluindo através da inibicdo da enzima tiorredoxina redutase (TrxR). A
TrxR trata-se de uma flavoproteina homodimérica pertencente a familia das
oxirredutases. O sitio ativo da TrxR de mamiferos contém residuo de selenocisteina;
sendo assim, esta enzima catalisa a reducéo do dissulfeto do substrato tiorredoxina
(Trx) a ditiol pelo NADPH (FARRER; SADLER, 2011). O ditiol € um importante
redutor celular e esta envolvido em reacBes de sintese enzimatica de
desoxirribonucleotideos e atua na defesa contra estresse oxidativo (ZHONG;
ARNER; HOLMGREN, 2000). A inibicdo da TrxR é observada tanto por compostos
de ouro(l) quanto os de ouro(lll) e impede a reducéo da tiorredoxina (Trx) oxidada,
acumulando H202 na mitocondria. A inibicdo da TrxR juntamente com a grande
quantidade de H202 leva a formacdo da peroxirredoxina (Prx) mediada pela
oxidacdo da Trx. A Trx oxidada se acumula junto com H202 e ambos atuam sobre
varios alvos intramitocondriais diferentes, levando a abertura do poro de
permeabilidade de transicdo mitocondrial e/ou ao aumento de permeabilidade da
membrana. A Trx oxidada estimula as vias de MAP quinases levando a morte
celular. Atrelado a isto, o0 H202 ativa vias de sinalizag&o intracelular que estimulam
ainda mais a morte celular (BINDOLI et al., 2009). Na Figura 3 sao apresentadas as
estruturas de alguns dos complexos de ouro(lll) (5—-9) com comprovada acgéo in vitro
e in vivo contra o cancer e por este motivo, a TrxR € um alvo bastante estudado para
tratamento do cancer (LESSA, et al.,, 2011; TAVARES; et al., 2017; PAVIC; et al.,
2017; JURGENS; et al., 2017; RODRIGUEZ-FANJUL; et al., 2018).
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Figura 3 — Estruturas dos complexos 5-9

2+ 2+

2CI (PFy),

Cl

(8 ) R = CH,, OCH,, Br, Cl

Legenda: [Au(terpy)CIICl2 (5), meso-tetraarilporfirinas (6), N,N-dimetilditiocarbamato (7), [Au(bipy-
H)(OH)][PFs] (8) e Au(pymt-H)(AcO)2] (9) (onde, pydmt = 2-(1,1-dimetilbenzenil)-piridina)).
Fonte: BINDOLI et al., 2009 (adaptada).

Em 2013, Al-Jaroudi e colegas publicaram um estudo sobre o potencial
anticancer de trés complexos de ouro(lll) (10-12) com os ligantes cis-(z)-1,2-
diaminocicloexano (DACH), trans-(£)-1,2-diaminocicloexano e o isémero 6tico (S,S)-

(+)-1,2-diaminociclohexano, respectivamente (Figura 4).

Figura 4 — Estrutura dos complexos 10-12

6 Ha 6 Ha
| | /AU: Jl L /A“t
N N
H, H, . HZ
(10) 57 N1 _cl
| | /AU:r
‘i~ ¢
3 H, 3 H, 3 N
R TN N T (12)
4 2
NN RN TN

(11)

Legenda: Férmula dos complexos sintetizados por Al-Jaroudi e colegas: (10), cis-(x)-1,2-
(DACH)AUCIs, (11) trans-(+)-1,2-(DACH)AuUCIs e (12) (S,S)-(+)-1,2-(DACH)AuCls.
Fonte: AL-JAROUDI et al., 2013 (adaptada).
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Os bioensaios foram realizados com linhagens de carcinoma gastrico (SGC-
7901) e de cancer de proéstata (PC-3). A proliferacéo celular e o efeito inibitorio dos
compostos sobre tais células foram determinados por andalise de exclusdo do
corante azul de Tripan e pelo ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2-
5-difenil-2H-tetrazolio). Dentre as caracteriza¢des realizadas com estes compostos,
destaca-se a cristalografia de raios X, que permitiu elucidar as estruturas dos
mesmos. Sendo assim, nos trés complexos, o ligante (anel cicloexil) adota
conformacdo cadeira e ion metalico de ouro(lll) adota esfera de coordenacéo
caracteristica de uma geometria plano quadrada distorcida. De acordo com os
ensaios biolégicos realizados, o complexo 1 ([(cis-DACH)AuCI2]JCI, onde DACH =
diaminociclohexano) com configuragdo cis se mostrou um promissor agente
anticancer mais interessante que os isdmeros trans (2 e 3) por seu comprovado
efeito inibitério rapido durante a proliferacdo das células (divisao celular). Embora os
autores nado tenham elucidado o mecanismo, atribuem esse comportamento “a
inducdo de blogueio do ciclo celular, interrupcdo do ciclo mitético celular, morte
celular programada (apoptose) ou morte celular prematura (necrose)”.

Uma série de oito compostos (13-20, Figura 5) de formulas gerais [LAuClIz]CI
e [Au(L2)]Cls, resultantes da coordenacdo de ouro(lll) com ligantes diamina (L =
etilenodiamina — en; propilenodiamina — pn; butiletilenodiamina — bn e etilenodiamina
N-alquil substituida — N-R-en) foram sintetizados, caracterizados e testados in vitro
frente células de cancer gastrico (SGC 7901), cancer de préstata (PC3) e cancer de
ovario (A2780/A2780) (MONIM-UL-MEHBOOB et al., 2013). De modo geral, os
responsaveis pelo estudo puderam concluir que o0s complexos do tipo
[Au(diamino)2]3* foram os mais ativos frente as cepas de PC3 (complexo 13 com ICso
= 1,0 £ 0,1 uM); enquanto que complexos do tipo[Au(diamino)Clz]* foram mais
eficazes em cepas de SGC7901 (compostos 14-17) e A2780/A2780 (composto 18).
Além disso, o complexo [Au(en)z]Cls teve agao citotoxica maior que a cisplatina (1,1
+ 0,1 pM) frente a células PC3.
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Figura 5 — Estruturas dos complexos 13-20
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Fonte: MONIM-UL-MEHBOOB, M. et. al., 2013 (Adaptada).

Diversos trabalhos evidenciam que a coordenacdo de ion metalico (neste
caso especifico, o ion ouro(lll)) a determinadas moléculas contribui positivamente na
busca por novos compostos com potencial para uma aplicacdo farmacoldgica.
Compostos conhecidos na literatura sdo testados frente a outras linhagens de
células tumorais, por exemplo; para uma melhor investigacdo de seletividade e
alta/baixa toxicidade. Neste caso € interessante ressaltar o trabalho de Amani e
colegas (2014), que realizaram sintese, caracterizacdo de quatro complexos de
ouro(llll) do tipo [Au(4,4-dmbipy)X2]*Y~ (21-24) onde 4,4-dmbipy = 4/4’-
dimetilbipiridina, X= CI, Br e Y= [AuCla]~, [AuClz]-, [CIO4]~ e [AuBrs4]~ (Figura 6). A
investigagcdo da acao citotoxica desses complexos teve por finalidade identificar a
influéncia dos diferentes contra-ions na atividade de cada um deles. Sendo assim,
foram testados os quatro complexos e dois farmacos ja utilizados na clinica, a
cisplatina e a carboplatina (pela baixa atividade citotoxica frente as linhagens de
células tumorais testadas; os autores optaram por apresentar apenas 0s resultados
da cisplatina). O teste de MTT foi realizado em células Vero (células néo
cancerigenas isoladas de rim de macaco) e em trés linhagens de células tumorais

humanas: A431 (cancer de pele), HeLa (cancer cervical) e HT-29 (cancer de cdlon).
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Na Tabela 2 estdo destacados os valores de ICso dos compostos 21-24, os quais
foram mais efetivos que a cisplatina frente as trés linhagens testadas. Destacam-se
os resultados dos quatro compostos frente a linhagem de HelLa, onde os compostos
foram 10-145 vezes mais potentes que a cisplatina (5,86+0,17 uM). O composto 21
com o anion [AuCl4], j& havia sido testado em outro trabalho com as linhagens
Caco-2 (adenocarcinoma coloretal) e T47D (cancer ductal do peito) e reportado
como sendo pouco toxico (NOTASH et al., 2013). Além disso, dos quatro compostos
testados, o 21 foi o de menor toxicicidade frente a células Vero (ICso > 25 pumol L™,
pelo menos trés vezes menos toxico que a cisplatina). Este comportamento do
composto 21 aponta para uma possivel especificidade do mesmo, o0 que o torna um
interessante candidato a novo farmaco para tratamento de cancer cervical. Na

Tabela 3 estdo os valores de ICso (umol L™1) para os compostos 21-24.

Tabela 3 — ICso dos complexos 21-24 e da cisplatina

ICso (umol L-1)

Linhagens Cisplatina 21 22 23 24
Vero 8,61+1,30 25,03+0,98 9,07+0,52 8,86+0,96 0,67+0,005
A431 6,83+1,31 * * 0,63+0,007 *
HeLa 5,86+0,17 0,58+0,03  0,05+0,003 0,09+0,002 0,04+0,001
HT-29 10,50+0,48 0,84+0,006 * * 0,280,005

Legenda: Linhagens - A431 (cancer de pele), HelLa (cancer cervical) e HT-29 (cancer de célon).
*Foram omitidos os valores de ICso maiores que 0s encontrados para cisplatina.
Fonte: AMANI et al., 2014 (adaptada).
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Figura 6 — Estruturas dos complexos 21-24
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Fonte: AMANI et al., 2014 (adaptada).

Em 2015, Panteli¢ e colegas publicaram trabalho sobre a atividade anticancer
in vitro de cinco complexos de ouro(lll) (25-29) coordenados a ésteres de &cido
(S,S)-etilenodiamino-N,N-di-2-propanoico (Figura 7). O ensaio de MTT para
determinacdo do ICso foi realizado em cepas de Hela (cancer cervical), K562
(leucemia mieldide humano), Fem-x (melanoma humano) e MRC-5 (células néo
cancerigenas fibrioblasticas de pulmdo embrionario humano). O resultado mais
expressivo foi encontrado para o complexo 28, o qual possui a maior atividade frente
a linhagem Fem-x (ICso = 1,3%0,2 umol L™') e ao maior indice de seletividade
ICs0(MCR-5), MRC-5)/ICso(Fem-x) = 72,5+12,4 pumol L™ quando comparado aos
demais compostos; mas, principalmente com a cisplatina. Sendo constatado, por
sua vez, que o composto 28 € quatro vezes mais ativo que a cisplatina (ICso(cisplatina) =
5,51+0,31 pmol L) e também, vinte e oito vezes mais seletivo (indice de

seletividade da cisplatina = 2,58+0,31 umol L™2).
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Figura 7 — Estrutura geral dos complexos 25-29
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Legenda: Radicais substituintes — (25) R = n-Buitil, (26) R = n-Pentil, (27) R = isobutil, (28) R = isoamil
e (29) R = ciclopentil. Testados frente as linhagens de HelLa (cancer cervical), K562
(leucemia mieléide humano), e Fem-x (melanoma humano).

Fonte: PANTELIC et al., 2015 (adaptada).

O uso de ligantes que promovam uma maior estabilizacdo do estado de
oxidacdo do complexo é importante para que problemas como a hidrdlise e a ligacéo
a proteinas com troca de ligantes (MAIA; DEFLON; ABRAM, 2014) sejam
minimizados, ou até mesmo eliminados quando estes compostos estiverem
presentes no meio biolégico. Temos entdo nas hidrazonas e nas bis(hidrazonas)
uma classe de compostos organicos com conhecida atividade biolégica e ligantes
com estrutura potencialmente interessante para coordenagao ao ouro(lll) e assim
para a obtencdo de novos compostos candidatos a metalofarmacos no tratamento
de cancer.

Estudos recentes sobre a acdo citotoxica das hidrazonas e de seus
complexos com zinco, vanadio, niquel, cobre, iridio, rédio sdo cada vez mais em
evidéncia (HE; et al.,, 2018; ARADHYULA; ET AL., 2018; FEKRI; et al., 2018;
MANDEWALE; et al., 2018); entretanto complexos de ouro(lll) com hidrazonas e a
investigacdo do potencial citotoxico ndo sdo relatados até o momento. Tendo esta
classe de compostos organicos apresentando resultados promissores quando
coordenadas a outros ions metalicos, € interessante a tentativa de obtencdo de
compostos de coordenacao de hidrazonas com ouro(lll) afim de investigar uma

possivel atividade citotéxica.
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1.2.3 Compostos organicos com atividade bioldgica e potencial quelante

1.2.3.1 Hidrazonas e bis(hidrazonas) derivadas de isoniazida

Hidrazonas séo classificadas como bases de Schiff com reconhecida
atividade tanto in vitro, quanto in vivo. As agbes antimicrobiana (ROLLAS;
GULERMAN; ERDENIZ, 2002; KUCUKGUZEL; ROLLAS, 2002; SRIRAM;
YOGEESWARI; MADHU, 2005; VERMA, 2013; BALDISSEROTTO et al., 2018;
DEHESTANI et al., 2018), anti-inflamatoria (TODESCHINI et al., 1998; LIMA et al,
2000), antinociceptiva (VIEIRA, et al., 2012), anticonvulsivante (RAGAVENDRAN et
al.,, 2007; YOGEESWARI et al.,, 2011; ULLOORA et al.,, 2013), vasodilatadora
(SILVA et al., 2005), antitumoral (TERZIOGLU; GURSOQY, 2003; MANDEWALE et
al., 2017; LI et al., 2018), entre outras (ROLLAS; KUCUKGUZEL, 2007) ja foram
relatadas em diversos trabalhos.

A nifuroxazida (4-hidroxi-N’-[5-nitrofura-2-il)metileno]benzoidrazida, 30), trata-
se de uma hidrazona utilizada como antisséptico intestinal (Figura 8) indicado para
intoxicacbes alimentares, colites inflamatérias e infecciosas (ROLLAS, S,
KUCUKGUZEL, S. G., 2007).

Figura 8 — Estrutura quimica da nifuroxazida (30).
HO

Fonte: ROLLAS, S.; KUCUKGUZEL, S. G., 2007 (adaptada).

Hidrazonas apresentam um esqueleto C=N-N, o que permite que as mesmas
adquiram configuracdes interessantes para serem utilizadas como ligantes em
compostos de coordenacao. As hidrazonas contendo grupos acil ou aroil (C=0 como
sitio doador), em especial tem um aumento em seu potencial quelante. A soma de

tais fatores permite que a estrutura das hidrazonas tenha flexibilidade para assumir
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diferentes conformagbes e com possibilidade de isomerismo. Uma das
possibilidades de obtencdo de hidrazonas com carbonila na estrutura é usando
COMO precursor a isoniazida.

A isoniazida (hidrazida acido 4-piridinocarboxilico — INH, 31) € o farmaco de
primeira escolha no tratamento de tuberculose até hoje (Figura 9). Atua como agente
bactericida ativo contra organismos do género Mycobacterium, especificamente para
M. tuberculosis, M. bovis e M. kansasii. Considera-se a isoniazida altamente
especifica, pois a acdo bactericida se da nos microrganismos em rapida diviséo,
enquanto que frente aos bacilos “em repouso”, a isoniazida é bacteriostatica. Junto a
isto, tem-se a seletividade para micobactérias e baixa toxicidade (apenas
concentracfes acima de 500 pug/mL séo capazes de inibir o crescimento de outros
microrganismos) (VILCHEZE, C.; JACOBS, W. R. Jr., 2007; GOODMAN & GILMAN,
2005).

Figura 9 — Estrutura quimica da isoniazida (INH, 31)
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Fonte: A Autora, 2019.

A obtencao de hidrazonas resultantes da alteragédo estrutural da isoniazida
tem se mostrado uma interessante rota sintética para obter moléculas com diversas
atividades biologicas. Pode-se destacar o trabalho de Benhardt e colaboradores
(2008), em que foi testada a atividade antiproliferativa de hidrazonas, dentre elas 2-
acetilpiridina isonicotinoil hidrazona (Hapih, 32) e 2-benzoilpiridina isonicotinoll
hidrazona (Hbpih, 33), frente a Ilinhagem de células tumorais SK-N-MC
(neuroepitelioma), por meio do método MTT. Tais moléculas apresentaram ICso =
1,26+0,24 e >80 umol L%, respectivamente, demostrando que as substituicdes do
grupo R afetam diretamente a atividade apresentada pela hidrazona. No mesmo
estudo as hidrazonas obtidas foram avaliadas quanto ao poder quelante em relagcao
ao ion ferro(ll/1II).

Recentemente, nosso grupo de pesquisa (AMIM, et al. 2016) testou a
atividade citotoxica das N-acil hidrazonas derivadas de isoniazida Hapih (2-
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acetilpiridina isonicotinoil hidrazona, 32), Hbpih (2-benzoilpiridina isonicotinoil
hidrazona, 33), Hpcih (2-piridinocarboxialdeido isonicotinoil hidrazona, 34), Hpamih
(2-piridinoformamida isonicotinoil hidrazona, 35) e Hpzamih (2-pirazinoformamida
isonicotinoil hidrazona, 36) contra as linhagens de células tumorais SF-295, OVCAR-
8 e HCT-116. 33 e 32 apresentaram acao citotoxica frente a estas linhagens maior
que a propria isoniazida (ICso = 0,42-1,5 pumol L™, respectivamente). Resultados
como estes demonstram que a modificacédo estrutural da isoniazida é uma estratégia
para obter moléculas com importante acdo citotoxica.

Posteriormente, complexos metalicos de cobre(ll) com as hidrazonas 32-35
também tiveram acao citotoxica investigada frente as linhagens SF-295, OVCAR-8 e
HCT-116. A quelacdo com o ion metélico levou a um aumento da atividade das
hidrazonas frente as linhagens de células testadas, onde destacam-se 0s valores de
ICso para o complexo [Cu(Hpamih)Cl2]-H20 (37) que frente a OVCAR-8 (ICso
0,48+0,07 umol L) foi mais ativo que a hidrazona livre (Hpamih (35), ICso

0,39+0,86 pmol L) e também mais téxico que a doxorrubicina, farmaco antitumoral
usado como referéncia (ICso = 0,23+0,43 umol L) (FIRMINO, G. S. S.,2016).

Na literatura temos poucas publicacdes de sintese e caracterizacdo para as
bis(N-acil hidrazonas): glioxial bis(isonicotinoil hidrazona) (38) e para metilglioxal
bis(isonicotinoil hidrazona) (39) (SOMOGYI; CZUGLER; SOHAR, 1992; HEARN, et
al., 2009; KRIZA, et al., 2009). Nao existem até o momento estudos citotoxicos para
investigacdo de atividade antitumoral dessas moléculas. Para 38 e seus complexos
foram encontrados artigos reportando apenas a sintese, caracterizacdo e
investigagdo da atividade antimicrobiana (HEARN, et al., 2009; KRIZA, et al., 2009).

Hearn e colaboradores (2009) relataram a preparacdo e investigacdo da
atividade in vivo e in vitro de uma série de bases de Schiff derivadas de INH contra a
linhagem Hs7Rv do Mycobacterium tuberculosis. Na Figura 10 temos as estruturas
de 38 e da INH (31) e os seus respectivos valores de concentracdes inibitérias
minimas (concentragdo inibitéria minima de um composto, capaz de matar, pelo
menos, 90% dos patogenos sensiveis — CIMo, em pg mL™t) determinadas
preliminarmente no ensaio in vitro. O CIMgo da bis(N-acil hidrazona) 38 foi cerca de
4,5 vezes maior que o da INH e por este motivo, tal composto ndo seguiu para

etapas seguintes.
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Figura 10 — Estruturas da bis(N-acil hidrazona) (38) e de INH (31)
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@_/NH—N N—NH — — NH-NH,
N N N
\ 7/ N 7 N\_7 \_ /N
38 31
CIMgo = 0,20 pg mL-1 CIMgo = 0,03 - 0,06 pg mL-1

Legenda: Estruturas de 38 e 31 e seus respectivos CIMgo frente a linhagem Hs7Rv (Mycobacterium
tuberculosis).
Fonte: HEARN, 2009 (adaptada).

Em 2009 Kriza e colegas publicaram um estudo com a sintese, caracterizacao
e investigacao da atividade antimicrobiana de complexos da bis(N-acil hidrazona) 38
com cobre(ll), cobalto(ll), niquel(ll), zinco(ll), cadmio(ll) e mercuario(ll) contra uma
série de bactérias Gram positivas, sdo elas: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus ATCC 25923. Os
complexos obtidos foram de dois tipos: [M(HzL)(H20)2](NO3)2 -xH20 (M = Cu(ll) (40),
Co(ll) (41) e Ni(ll) (42)) e [M(H2L)](NO3)2 (M = zZn(ll) (43), Cd(ll) (44) e Hg(ll) (45))
(Figura 11). Foram testados 38, os seis complexos (40-45) e o farmaco de
referéncia foi a gentamicina. O farmaco de referéncia foi ativo contra todas as séries
testadas. A bis(hidrazona) 38 foi inativa contra todas as séries, mas a coordenacao
ao Cd(Il) e ao Hg(ll) formou os complexos 44 e 45 que foram os mais ativos. O
complexo 45 foi ativo contra Staphylococcus aureus, Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Staphylococcus aepidermidis, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.
Entretanto, os autores ressaltam o resultado do complexo 44, que mostrou-se
seletivo ao inibir apenas o crescimento da Staphylococcus aepidermidis. Os demais

compostos (40—43 e 38) foram inativos contra todos os tipos de bactérias testadas.

Figura 11 — Estrutura geral dos complexos 40-45
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Fonte: KRIZA et al. 2009 (adaptada).
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2 JUSTIFICATIVA

Na literatura sdo encontrados diversos estudos com compostos de aminas,
piridinas, fenantrolinas, bases de Schiff, porfirinas, iminofosforanos, ditiocarbamatos
e tiossemicarbazonas coordenadas ao ouro(lll). Dentre este universo de compostos
com atividade citotoxica in vitro ou in vivo ja comprovada, temos interesse em obter
e investigar a citotoxicidade de complexos de ouro(lll) com N-acil hidrazonas e
bis(N-acil hidrazonas) derivadas de isoniazida. A escolha por essa classe de
moléculas se d& pela conhecida e ampla acdo farmacologica e também por
apresentar em seu esqueleto pela estrutura (C=N-N) que permite certa torcdo na
estrutura favorecendo a coordenacao ao ion metalico.

NOssO grupo ja obteve e investigou a acao antitumoral (frente as linhagens de
células tumorais: OVCAR-8 (cancer de ovario - humano), HCT-116 (cancer de colon
- humano) e SF-295 (glioblastoma — humano)) e antitubercular (contra cepas de
Mycobacterium tuberculosis) das N-acil hidrazonas derivadas de isoniazida: Hpcih,
Hapih, Hbpih e Hampih (AMIM, 2016) e de seus complexos metalicos de cobre(ll)
(FIRMINO, 2016). Na Figura 12, temos os melhores resultados de ICso para Hpamih
e para seu respectivo complexo de cobre(ll), [Cu(Hpamih)Cl2]-H20 frente a linhagem
OVCAR-8. Ficou evidente que a coordenacdo ao ion cobre(ll) potencializou a

atividade apresentada pelo ligante livre.

Figura 12 — ICso de Hpamih e de seu complexo de cobre(ll), [Cu(Hpamih)Clz]-H20
frente linhagem OVCAR-8
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Hpamih, ICso = 0,7800 pymol L ICs0 = 0,4348 pmol L*

Fonte: FIRMINO, et al., 2016 (adaptada).

Os resultados satisfatorios encontrados tanto para a substituicdo de grupos R

nas N-acil hidrazonas, quanto da coordenacdo das mesmas a metais, juntamente
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com diversos trabalhos sobre ouro(lll) mostram que a obtencdo desses compostos
pode ser uma estratégia vidvel na obtencdo de potenciais candidatos a
metalofarmacos no tratamento de cancer.

A possibilidade de obter novos compostos para tratamento de cancer que
sejam menos agressivos, mais seletivos e especificos para interagdo com os sitios
de interesse na inibicdo da doenca € de grande importancia. A utilizacdo futura
desses novos farmacos ir4 contribuir para uma melhor qualidade de vida para os
pacientes, minimizando/extinguindo diversas dificuldades enfrentadas na

quimioterapia.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver N-acil hidrazonas e bis(N-acil hidrazonas) derivadas de
isoniazida e seus complexos de ouro(lll) que possam constituir modelos na busca de
protétipos de farmacos e metalofdrmacos antitumorais e citotéxicos e identificar

possiveis mecanismos de a¢do de tais moléculas.

3.2 Objetivos especificos

« Sintetizar e caracterizar N-acil hidrazonas e bis(N-acil hidrazonas)
derivadas de isoniazida ndo substituidas e substituidas no carbono
iminico por piridina, metil, etil e/ou fenil;

» Sintetizar e caracterizar complexos metalicos de ouro(lll) com as N-acil
hidrazonas e bis(N-acil hidrazonas) de interesse;

* Investigar a acdo dos compostos contra células tumorais das linhagens:
HL-60 (leucemia mioléide promielocitica - humano), MCF-7
(adenocarcinoma mamario — humano), MDA-MB-231 (adenocarcinoma
mamario — humano), PC3 (cancer de préstata — humano) e/ou HCT-116
(carcinoma de co6lon — humano);

« Avaliar o efeito da coordenacdo do ouro(lll) sobre a atividade
farmacolégica das moléculas organicas;

« Correlacionar a atividade farmacoldgica com a estrutura e propriedades
dos compostos.

* Investigar a interacdo de moléculas organicas e complexos mais ativos
com o DNA,;

* Investigar o poder inibidor de moléculas organicas e compostos de

coordenacao mais ativos frente a enzima tiorredoxina redutase (TrxR);
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4 METODOLOGIA

4.1 Materiais e técnicas de caracterizacéo

Pesagens
As pesagens foram realizadas em uma balanca analitica Shimadzu, modelo
AY220, com precisao de 0,0001 g.

Solubilidade

A solubilidade das moléculas orgéanicas foi determinada em trés solventes:
dimetilsulféxido (DMSO) (Merck), metanol (CRQ Cromato Produtos Quimicos) e
cloroférmio (Merck). A massa de molécula organica utilizada para cada teste foi de

aproximadamente 5,0 mg.

Ponto de fuséo

Os pontos de fusao foram determinados utilizando-se o equipamento PF 1500
Farma Gehaka® da temperatura ambiente até temperatura maxima de 350 °C.
Como referéncia, foi utilizada a isoniazida (Fluka).

Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (1V)

Os espectros no infravermelho de amostras solidas foram obtidos em pastilha
de KBr na regido de 4000 a 400 cm~ e em pastilhas de Csl na regido de 400 a 170
cm~! no espectrofotdbmetro com transformada de Fourier (FTIR), Thermo scientific®.
Para alguns compostos, os espectros no infravermelho de amostras solidas foram
obtidos por reflectancia total atenuada (Attenuated Total Reflectance, ATR) na
regido de 4000 a 600 cm™, em espectrdmetro com transformada de Fourier Varian
FT-IR 660.
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Analise elementar
As andlises para determinar a composicao (em %) dos elementos carbono,
hidrogénio e nitrogénio foram realizadas na Central Analitica do Instituto de Quimica

da USP, utilizando-se o equipamento Perkin-ElImer CHN 2400 (precisédo 0,01 %).

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de 'H e 13C de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram
obtidos no equipamento Bruker® (500 MHz). Foram utilizados como solvente:
dimetilsulféxido-ds (DMSO-ds) ou metanol-d4 (CD3OD). Sempre que possivel, foram
realizados também os experimentos de APT ou DEPT-135, COSY e HSQC,

conforme solubilidade e estabilidade dos compostos nos solventes utilizados.

Condutivimetria
As medidas de condutividade molar dos complexos foram feitas a partir de
uma solucdo de concentracdo 1 x 102 mol L! dos compostos em dimetilformamida
(DMF) ou metanol (MeOH). Para tal foi utilizado um condutivimetro CG 1800
Gehaka, com célula condutimétrica de constante 1 cm. A condutividade molar (Aw,
Q1 m?mol™?) foi calculada pela Equacéo (1):
k Q)

Ay = —
M= M

sendo, k = condutividade especifica (2 m™); M = concentragdo molar (103
mol m=3).

A classificacdo do tipo de eletrdlito foi feita por meio da comparacdo com 0s
dados de solucdes 1 x 10~ mol L™ de eletrélitos conhecidos em DMF e metanol
(Quadro 1).

Quadro 1 — Tipo de eletrélito em solugdes 1 x 10~ mol L™ (Am = ohm= m? mol)

Solvente 1:1 2:1 31
DMF 65 -90 130-170 200 — 240
Metanol 80 -115 160 — 220 290 - 350

Fonte: GEARY, 1971.
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Espectroscopia eletrénica (UV-vis)

Os espectros eletronicos foram registrados utilizando-se cubeta de quartzo de
1 cm de caminho 6ptico e solu¢cbes dos compostos diluidos a partir de solucao
estoque (1 x 10-3 mol L!) em DMF. Foi utilizado o espectrofotdmetro Thermo Fisher
scientific® multiskan go ratastie 2 FL-01620. Além disso, foram feitas curvas de
diferentes concentragcbes para obtencdo dos graficos de “Absorbancia x
Concentragao” para calculo do coeficiente de absortividade molar, ¢.

A absortividade molar (g, mol™* dm3 cm) dos compostos foi calculada com

base na lei de Lambert-Beer pela Equagéo 2:

A 2
A= ¢c.c.l + &g=— @
c.l

Sendo: € = coeficiente de absortividade molar (mol* dm3 cm™); A =
absorbancia; ¢ = concentracdo da amostra (mol dm=3) e | = caminho 6ptico da cubeta

(cm).

Espectrometria de massas
Os espectros de massas foram obtidos no espectrometro de massas
Micromass ZQ 4000 Waters Electrospray. Os solventes utilizados foram: metanol ou

metanol/agua (1:1) com adicéo de acido formico (0,1%).

Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes: isoniazida (Fluka, pureza = 99 %), 2-
piridinocarboxaldeido (Aldrich, pureza 99 %), 2-acetilpiridina (Sigma-Aldrich, pureza
=2 99 %), 2-benzoilpiridina (Aldrich, pureza = 99 %), 2-piridinocarbonitrila (Aldrich,
pureza 99 %), s6dio metélico, solucéo de glioxal (Sigma-aldrich, solucdo aquosa 40
%), solucdo de piruvaldeido (Sigma-aldrich, 40 % solugdo aquosa), 2,3-
pentanodiona (Aldrich, pureza 97 %), 3,4-hexanodiona (Aldrich, pureza 95 %) e
cloreto de ouro(lll) tri-hidratado (Sigma-aldrich, pureza 99 %). Os solventes utilizados

foram: etanol (CRQ), metanol (CRQ), éter etilico (Proquimios), acetona (CRQ).
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4.2 Sintese e caracterizacdo das moléculas organicas

Foram sintetizados dois grupos de moléculas organicas (Figura 13).

Figura 13 — Estruturas das moléculas organicas

GRUPO | GRUPO I
Lor | ) s ¢ o
N Yy AN = - NH | _
| N I | X NH XTI |
_~N @] Ne o
Loz |° T e ] ﬂs )
X \N/NH = | X NH/N\ \N/NH || =
| _~N |C|) N F °
(|3| CH, | XN
LO7
LO3 | NN | X NH/N\j)\\N/NH || 7
N \N/NH || _— N~ e O
| __N @) o CHj Ny
o I e
LO4 NH, \)ij\l | AN NH/N\j)i\N/NH || P
. _NH
@“/ N e ’
_~N @]

Legenda: Grupo | (N-acil hidrazonas) e do Grupo Il (bis(N-acil hidrazonas))
Fonte: A Autora, 2019.

- Grupo I: quatro N-acil hidrazonas derivadas de isoniazida e contendo piridina
(py), juntamente com hidrogénio, metil ou fenil ligados ao carbono iminico: Hpcih (2-

piridinocarboxialdeido isonicotinoil hidrazona, L01), Hapih (2-acetilpiridina
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isonicotinoil hidrazona, L02), Hbpih (2-benzoilpiridina isonicotinoil hidrazona, L0O3) e
Hpamih (2-piridinoformamida isonicotinoil hidrazona, L04).

- Grupo IlI: quatro bis(N-acil hidrazonas) derivadas de isoniazida e contendo
0s grupos glioxal, piruvaldeido, 2,3-pentanodiona e 3,4-hexanodiona: Hzginh (glioxal
bis(isonicotinoil hidrazona), L05), Hzpinh (piruvaldeido bis(isonicotinoil hidrazona),
L06), H2apinh (acetilpropionil bis(isonicotinoil hidrazona), L07) e Hzbpinh (bipropionil
bis(isonicotinoil hidrazona), L08).

Todos os compostos foram caracterizados por ponto de fusdo (PF); andlise
elementar (composicdo de carbono, hidrogénio e nitrogénio); espectroscopias
vibracional na regido do IV, RMN (*H, 3C, APT, COSY e HSQC) e eletronica (UV-
visivel) e espectrometria de massas com ionizagao por electrospray (ESI-MS).

4.2.1 Sintese das N-acil hidrazonas e bis(N-acil hidrazonas) derivadas de isoniazida

Todos os derivados de isoniazida foram obtidos através da reacdo de
aldeidos, cetonas ou nitrilas com aminas desejadas. A obtencdo das N-aclil
hidrazonas L01-L04 encontra-se descrita na literatura seja pelo nosso (FIRMINO,
2015; AMIM et al., 2016) ou por outros grupos de pesquisa (ARMSTRONG et al.,
2003; GLUSHKOV et al., 2005; KALINOWSKI et al., 2008). As bis(N-acil hidrazonas)
LO5, LO6 e LO7 também encontram-se relatadas na literatura (SOMOGYI;
CZUGLER; SOHAR, 1992; YALE; HOLSING; BERNSTEIN, 1953). L08 é inédita.

Os compostos L01-L03 e LO5-L08 foram sintetizados por rotas semelhantes
(LESSA, et al. 2010). Para fins de clareza, sao apresentados 0os mecanismos de
LO1-LO3 no Esquema 3 e de LO5-L0O8 no Esquema 4. Em ambas as rotas
sintéticas, temos a protonacdo do oxigénio da carbonila dos aldeidos ou cetonas.
Foi utilizado acido acético glacial como catalisador. A protonacdo do oxigénio
carbonilico induz a migracéo do par de elétrons da ligacdo dupla da carbonila para o
oxigénio (elemento mais eletronegativo da ligacdo C=0) o que faz com que o
carbono carbonilico apresente maior carga parcial positiva (8*). Dessa forma, o par
de elétrons no nitrogénio do grupo NH2 da isoniazida ataca o carbono do
aldeido/cetona. Em seguida ocorre a migracdo de hidrogénio do grupamento —NHz*
para a hidroxila formando —OH2* que € liberado quando o elétron do nitrogénio

iminico formar a nova ligagdo C=NH*. Finalmente, ocorre a formacédo do produto
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desejado e a liberagcdo de H* no meio novamente. Todas as reagdes ocorreram em
etanol ou metanol, com agitacdo magnética de 24 horas e refluxo nas 6 horas
iniciais.

Esquema 3 — Representagcdo do mecanismo de sintese de L01-L03

ol SH H »
py—/<R__H_L py_(%wE,N ! S - pVH/F‘I\T N
. 1}

py—<\
N—NH = py_<\
A HN—NH = 1
o) = N ;-DV HN

— H+ \ / )_CN
O
3 /

Legenda: Grupos R—L01, R=H; L02, R = CH3z e L03 = CgHs.
Fonte: A Autora, 2019.

Esquema 4 — Representacdo do mecanismo de sintese de L05-L08

(i omy)
m H T O| NH- +\' ""'++ NH J\
\\ J _H, \\ +2 v N noRLR g ) N
Rl R, Rl U © —

Hzo}fo + /
NH- N“ H "N NH
o— H Ri Ry H \—C NH- NH NH NH
\ %

N
Ry R, ’//(-2H+

/) <\
— NH-N N—NH  —
N N

Legenda: LO1, R1 = R2=H; L06, R1 = H e R2 = CHs; L07, R1 = C2Hs € R2 = CHz; L08, R1 = R2 = C2Hs.
Fonte: A Autora, 2019.
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A hidrazona 2-piridinoformamida isonicotinoil hidrazona (L04) foi obtida como
apresentado no Esquema 5. Diferente das demais, esta sintese apresenta duas
etapas. Na Etapa 1 o sodio metalico tem a funcdo de desprotonar o metanol seco
formando metoxido (HsCO") que desprotona a isoniazida, para logo em seguida

ocorrer o ataque nucleofilico ao carbono da carbonitrila.

Esquema 5 — Representacdo do mecanismo de sintese de L04

I I
_NH NH™
CHO + ] = NH == | = NH 4 cH,0H
NNPZ N4
o) Z o) NZ~ |
N | NH,NH_+ “ | NN H _NH e CH,OH
| w\\ | LIk
N _~ N N~ N
o) NZ~ | 0 N~
TN | N/NH” N == N H R
N| _— ||4 NH N| _ ||4 NH,

Fonte: A Autora, 2019.

4.2.1.1 Sintese de 2-piridinocarboxialdeido isonicotinoil hidrazona, Hpcih (L01)

Em um baldo de fundo redondo contendo 1,6450 g de isoniazida (INH, 12
mmol) foram adicionados cerca de 20 mL de etanol e observou-se que ndo houve a
completa solubilizacdo. Em seguida o baldo foi posto em uma manta de
aguecimento, sob agitagcdo constante, sendo entdo adicionada gota a gota
quantidade equimolar de 2-piridinocarboxaldeido (1,140 mL; d = 1,126 g mL™Y).
Conforme 2-piridinocarboxaldeido era adicionado, o meio reacional adquiria
coloracdo amarela, ao mesmo tempo em que ocorria solubilizacdo da isoniazida.
Apés a dissolucdo completa do reagente, foram adicionadas 3 gotas de &cido
acético glacial e imediatamente a mistura foi submetida a refluxo por 6 h, sendo a

agitagcdo mantida até completar 24 h. Durante o refluxo ndo houve a formagéo de
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precipitado, porém quando cessado 0 mesmo, observou-se a formagdo de um
precipitado branco levemente amarelado. Ao fim da agitacdo, o produto obtido foi
mantido na geladeira por cerca de 1h30min. Resfriada a mistura reacional, o produto
foi filtrado a vacuo, lavado com metanol e éter etilico e seco em estufa a 60 °C por
24 h. A estrutura da N-acil hidrazona Hpcih (LO1) encontra-se representada na
Figura 14.

Figura 14 — Representacao da reacdo quimica para a sintese de LO1

AR CaneE

2-piridinocarboxialdeido Hpcih (LO1)

Fonte: A Autora, 2019.

4.2.1.2 Sintese de 2-acetilpiridina isonicotinoil hidrazona, Hapih (L02)

Em um baldo de fundo redondo contendo 1,6450 g de isoniazida (12 mmol)
solubilizada a quente em metanol sob constante agitacao, foi adicionada quantidade
equimolar de 2-acetilpiridina (1,35 mL, d = 1,08 g mL™?). Apés a mistura dos
reagentes, foram adicionadas 3 gotas de acido acético glacial e imediatamente a
mistura foi submetida a refluxo por 6 h, enquanto que a agitacédo foi mantida por 24
h. Terminada a agitacdo, o produto foi filtrado a vacuo, lavado com metanol e éter
etilico e seco em estufa a 60 °C por 24 h. A estrutura da N-acil hidrazona Hapih
(LO2) encontra-se representada na Figura 15.

Figura 15 — Representagdo da reacdo quimica para a sintese de L02

SACAR Sl

2-acetilpiridina Hapih (L02)

Fonte: A Autora, 2019.
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4.2.1.3 Sintese de 2-benzoilpiridina isonicotinoil hidrazona, Hbpih (L03)

Em um baldo de fundo redondo foi feita a solubilizacdo de 1,6450 g de
isoniazida (12 mmol) & quente em metanol (15 mL) sob agitacdo. Em seguida, foi
adicionada lentamente quantidade equimolar de 2-benzoilpiridina (2,198 Q)
previamente solubilizada em 10 mL de metanol. Posteriormente foram adicionadas 3
gotas de acido acético glacial e imediatamente a mistura foi submetida a refluxo por
6 h, enquanto que a agitacao foi mantida por 24 h. Terminada a agitagdo, o produto
foi filtrado a vacuo, lavado com metanol e éter etilico e seco em estufa a 60°C por 24
h. A estrutura da N-acil hidrazona Hbpih (L0O3) encontra-se representada na Figura
16.

Figura 16 — Representacdo da reacdo quimica para a sintese de L03
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2-benzoilpiridina Hbpih (LO3)

Fonte: A Autora, 2019.

4.2.1.4 Sintese de 2-piridinoformamida isonicotinoil hidrazona, HpamIH (L04)

Em baldo de fundo redondo contendo de 15 mL de metanol seco sob
agitacao, adicionou-se 0,0493 g de sédio metalico (2,14 mmol). Apds a dissolucao
completa do sodio, adicionou-se 1,2677 g de 2-piridinocarbonitrila (12 mmol; 104,11
g mol?), mantendo-se a mistura sob agitacdo durante 30 min ap6s a adicdo. Logo
em seguida foi adicionada, gradativamente, quantidade equimolar de isoniazida
(1,6450 g) por 30 min. Durante a adigdo de isoniazida observou-se que o0 meio
reacional apresentava coloracdo amarela e que houve grande formacdo de
precipitado, dificultando a agitagdo. Logo, acrescentaram-se 25 mL de metanol seco

a fim de solubilizar melhor a mistura, a qual foi submetida a refluxo por 4 h e a
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agitacdo mantida por 24 h. O produto foi filtrado a vacuo, lavado com metanol seco e
éter etilico e seco em estufa a 60 °C por 24 h. A estrutura da N-acil hidrazona

Hpamih (L0O4) encontra-se representada na Figura 17.

Figura 17 — Representacdo da reacao quimica para a sintese de L04
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Fonte: A Autora, 2019.

4.2.1.5 Sintese de glioxal bis(isonicotinoil hidrazona), Hzginh (L05)

Em um balé@o de fundo redondo contendo 5 mL de etanol foi diluido 0,183 mL
de etano-1,2-diona (glioxaldeido, 4 mmol; d = 1,265 g mL™). Posteriormente foi
adicionado 1,10 g de isoniazida (8 mmol) sob agitacdo constante e aquecimento
brando. Apds solubilizacdo da isoniazida, duas gotas de &cido acético glacial foram
adicionadas. O volume de etanol foi completado até 10 mL e em seguida a mistura
foi submetida a 6 h de refluxo e mantida sob agitacdo por mais 18h. Durante o
refluxo observou-se a formacao de precipitado branco. O produto foi filtrado a vacuo,
lavado com etanol e éter etilico gelado e seco em estufa a 60 °C por 24 h. A
estrutura da bis(N-acil hidrazona) Hzginh (LO5) encontra-se representada na Figura
18.

Figura 18 — Representacao da reacdo quimica para a sintese de L05
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Fonte: A Autora, 2019.
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4.2.1.6 Sintese de piruvaldeido bis(isonicotinoil hidrazona), Hzpinh (LO6)

Em um baléo de fundo redondo contendo 5 mL de etanol foi diluido 0,428 mL
de metilglioxaldeido (piruvaldeido,7 mmol; d = 1,1780 g mL™), sendo em seguida
adicionado 1,920 g de isoniazida (14 mmol) sob agitacdo constante e aquecimento
brando. Apds a solubilizacdo da isoniazida com a mistura, foram adicionadas duas
gotas de acido acético glacial. O volume de etanol foi completado até 10 mL. A
mistura foi submetida a 6 h de refluxo e mantida sob agitagéo por mais 18 h. Durante
o refluxo observou-se a formacgédo de precipitado branco. O produto foi filtrado a
vacuo, lavado com etanol e éter etilico gelado e seco em estufa a 60 °C por 24 h. A
estrutura da bis(N-acil hidrazona) Hzpinh (LO6) encontra-se representada na Figura
19.

Figura 19 — Representacdo da reacdo quimica para a sintese de L06
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Fonte: A Autora, 2019.

4.2.1.7 Sintese de acetilpropionil bis(isonicotinoil hidrazona), Hzapinh (L07)

Em um baldo contendo 5 mL de etanol foi diluido cerca de 0,732 mL de penta-
2,3-diona (acetilpropionil, 7 mmol; d = 0,957 g mL™Y), sendo em seguida adicionado
1,92 g de isoniazida (14 mmol) realizada sob agitacdo constante e aquecimento
brando. Apos a solubilizacéo da isoniazida, foram adicionadas duas gotas de acido
acético glacial. O volume de etanol foi completado até 10 mL. A mistura foi
submetida a 6 h de refluxo e mantida sob agitacdo por mais 18 h. Durante o refluxo
observou-se a formacao de precipitado branco. O produto foi filtrado a vacuo, lavado
com etanol e éter etilico gelado e seco em estufa a 60 °C por 24 h. A estrutura da
bis(N-acil hidrazona) Hzapinh (LO7) (encontra-se representada na Figura 20.
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Figura 20 — Representacdo da reacdo quimica para a sintese de LO7
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Fonte: A Autora, 2019.

4.2.1.8 Sintese de bipropionil bis(isonicotinoil hidrazona), Hz2bpinh (L08)

Em um balédo de fundo redondo contendo 6 mL de etanol foi diluido 0,850 mL
de hexan-3,4-diona (bipropionil, 7 mmol; d = 0,939 g mL?) e em seguida adicionado
1,92 g de isoniazida (14 mmol) sob agitacdo constante e aquecimento brando. Apos
solubilizacéo da isoniazida, foram adicionadas duas gotas de acido acético glacial. O
volume de etanol foi completado até 12 mL. A mistura foi submetida a 6 h de refluxo
e mantida sob agitagdo por mais 18 h. Durante o refluxo observou-se a formacgao de
precipitado branco. O produto foi filtrado a vacuo, lavado com etanol e éter etilico
gelado e seco em estufa a 60 °C por 24 h. A estrutura da bis(N-acil hidrazona)

Hzbpinh (LO8) encontra-se representada na Figura 21.

Figura 21 — Representacdo da reacdo quimica para a sintese de L08
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Fonte: A Autora, 2019.



64

4.3 Obtencao dos complexos de ouro(lll)

Foram sintetizados sete complexos de ouro(lll) com os ligantes derivados de
isoniazida:  [Au(Hspcih)Cls]Cl2:2H20  (C01), [Au(Hsbpih)CIs3]Cl2:2H20  (C02),
[Au(pamih)Clz] - %2CH30H (C04), [Au(H2ginh)CI2]Cl-¥2CHsOH (C05), [Au(Hpinh)OH]CI
(C06) e [Au(H2binh)CI2]CI-%2CH3OH (C08) através da reacdo entre uma N-acil
hidrazona ou bis(N-acil hidrazona) e tetracloroaurato de hidrogénio triildratado
(HAuCl4-3H20) na proporgcdo 1:1 seguindo a metolodogia descrita por Lessa e
colaboradores (2011). Em um baldo de fundo redondo (25 mL) envolvido com papel
laminado, foi dissolvido 1 mmol de HAuUCIl4+3H20 em 4,0 mL da mistura
metanol/acetona (1:1) e em seguida, adicionou-se lentamente quantidade equimolar
(2 mmol) da N-acil hidrazona ou bis(N-acil hidrazona) sélida desejada. A mistura
ficou sob agitagdo por 2 h. Com o fim da agitagdo, o produto foi filtrado a vacuo,
lavado com etanol e em seguida com acetona. O sélido foi seco em estufa por 24 h
em temperatura préxima a 50 °C. No Esquema 6 temos a representacdo geral da
reacao de obtencdo dos complexos de ouro(lll).

Foram realizadas trés tentativas de obtencdo de C03 e CO7, os resultados
das analises indicavam a possivel reducao do ouro(lll) a ouro metalico. Mesmo apos

as variacfes nas sinteses e recristalizacoes.

Esquema 6 — Representacéo da reacao quimica para a sintese de C01-C08

HAUCIs - 3H20() + Ls) — [Au(HmL)CInOHp]Clx - yH20 - qCH30OHs) + Z H20(aq)

Legenda: m = quantidade de &tomos de hidrogénio protonando o ligante; n = quantidade de ligantes
cloro; p = quantidade de ligantes hidroxo; x = quantidade contra-ions cloreto; y = quantidade
de moléculas de 4gua de hidratacdo, q = quantidade de moléculas de metanol e z =
guantidade de moléculas de dgua liberadas na reacao.

Fonte: A Autora, 2019.

4.4 Ensaios biolégicos

Todos os ensaios biolégicos foram realizados em colaboracdo com a
professora Dra. Elaine Maria de Souza-Fagundes no Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
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4.4.1 Linhagens de células tumorais

As células HL-60 (leucemia humana promielocitica) foram doadas pelo Dr.
Gustavo Amarante-Mendes (Universidade de S&o Paulo, USP). Células MCF-7 e
MDA-MB-231 (carcinoma de mama), HCT-116 (carcinoma colorretal), PC-3
(prostata), HEK—-293 (células ndo tumorais embrionarias de rim humano) foram
doadas pelo Dr. Marcel Leist (Universidade de Konstanz, Alemanha).

As células foram mantidas em fase logaritmica em meio DMEM (Dulbecco
Modification of Minimum Essential Media) com 5% de SFB (soro fetal bovino) (para
as células MCF-7, HCT-116, MDA-MB-231, PC-3 e HEK-293) ou RPMI (Roswell
Park Memorial Institute Medium) com 10% de SFB (para HL-60) suplementados
com 100 U mL-! penicilina e 100 mg mL™! estreptomicina (GIBCO BRL, Grand
Island, NY), adicionalmente, o meio RPMI foi enriquecido com 2 mM de L-glutamina.
As culturas foram mantidas até a 202 passagem em incubadora umidificada

contendo 5% de CO2 a 37 °C e examinadas diariamente.

4.4.2 Avaliacdo da atividade citotéxica de substincias sintéticas em células

leucémicas (mieldide), tumor mamario e colorretal

As suspensdes de células HL—60 foram utilizadas na concentragdo de 50.000
células/poco (placas de 96 pogos), enquanto que para as linhagens HCT-116,
MCF-7, MDA-MB-231, PC-3 e HEK-293 utilizou-se a concentracdo de 10.000
células/poco. Todas as linhagens foram incubadas por 24 h a 37°C, 5% CO:2 para
estabilizacdo. Ap0s a mesma, as células foram incubadas com as substancias de
interesse por 48 h em atmosfera de 5 % CO2, 37 °C. Os ensaios foram realizados
em triplicata utilizando-se como controle positivo a cisplatina e/ou etoposideo,
compostos ja utilizados na terapia anti-cancer. Foi realizado um controle do solvente
(DMSO) na mesma concentracdo das amostras testes (0,5% v/v). A proliferacéo e
viabilidade celular foram avaliadas pelo ensaio de MTT, descrito a seguir.
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4.4.3 Avaliacdo de viabilidade e proliferacdo celular pelo ensaio de MTT

O ensaio para avaliacao de viabilidade e proliferacdo celular € baseado na
reducdo metabdlica do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
(MTT) a formazan (4,5-dimetil-2{(E)-[(2)-fenil(2-fenilhidrazinidina)metil]diazenil}-1,3-
tiazol) e permite avaliar tanto a proliferacdo quanto a viabilidade celular (Figura 22).
A metodologia utilizada foi descrita por Monks et al. (1991), com modificacdes.
Resumidamente, faltando 4 h para o final do periodo de incubagdo das culturas,
foram adicionados a cada pogo (contendo 200 pL finais), 20 yL de uma solugéo de
MTT (2,5 mg mL™1). Ap6s as 4 h de incubacéo e formagédo dos cristais de formazan,
o sobrenadante foi cuidadosamente retirado a vacuo. A cada poco foram
adicionados 200 pL de uma solugdo de HCI 0,04M em isopropanol. Apés
solubilizagéo dos cristais de formazan formados pela metabolizagdo do MTT pelas
células viaveis, as placas foram lidas em leitor de ELISA a um comprimento de onda
de 595 nm.

O indice de seletividade (IS) foi calculado em relacdo as células sadias
(HEK—293) por meio da Equacéo 3:

ICsy (HEK — 293) (3)

IS =
ICsy (Células tumorais)

Figura 22 — Reacdo de MTT com a enzima mitocondrial reductase

N N
— Enzima mltocondrlal

s\%\ redutase

MTT — tetrazoélio

Cristal de formazan
(amarelo)

(violeta)

Legenda: a viabilidade é quantificada pela reducdo do mtt (sal de cor amarela), pela atividade celular
ao formazan (sal de cor violeta) utilizando o método é colorimétrico; isto é, quanto menor o
ndamero de células vivas apds o tratamento com as nossos compostos, menos formazan é
produzido e, portanto, menos violeta ficara o meio. a absorbancia entdo reflete
guantitativamente a porcentagem de células vivas em relagdo ao controle (meio com DMSO
0,5%, sem 0s compostos testados).

Fonte: A Autora, 2019.
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4.4.4 Ensaio de clonogenicidade

O ensaio clonogénico foi avaliado com modificagbes como descrito
previamente por (MORDANT et al., 2010). Células HCT-116 foram plaqueadas na
densidade de 400 células por poco em 2 mL de meio DMEM suplementado em
placas de 6 pocos. Apds 4 h de incubacdo em estufa imida contendo 5% de CO:2 a
37 °C, as células foram tratadas com DMSO 0,5% v/v ou com as substancias
selecionadas para o ensaio, durante 24 h. Apds esse periodo, o meio contendo o
veiculo controle (DMSO, 0,5% v/v) ou as substancias foi substituido com meio sem
tratamento. Apos 14 dias, o meio de cultura foi cuidadosamente removido e as
colénias foram, entdo, fixadas adicionando-se a cada po¢o 2 mL de solucdo
contendo 70% (v/v) de alcool etilico e coradas 30% (p/v) de cristal violeta em 70%
(v/v) de &lcool etilico. As placas foram incubadas por 30 min a temperatura ambiente
e, apbs este periodo, a solucdo fixadora foi removida, as placas foram lavadas
cuidadosamente com &agua corrente e mantidas a temperatura ambiente até
secagem completa. Neste ensaio, as colbnias sdo classificadas como aquelas
colénias com mais de 50 células que foram contadas com auxilio de microscépio
invertido.

O numero de colénias formadas a partir das culturas controle foi usado o
calculo de eficiéncia de plaqueamento (PE) de acordo com a Equacéo 4:

numero de colonias formadas 4)
PE = — -~ x 100
namero de células plaqueadas

O valor de PE e o numero de colbnias formadas a partir das culturas tratadas
com veiculo com a substancia foram usados para o célculo da fragcdo de

sobrevivéncia (FS) de acordo com a Equacéo 5:

Fs numero de coldnias formadas ap6s o tratamento (5)

numero de células plaqueadas x PE
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 N-acil hidrazonas derivadas de isoniazida e seus complexos de ouro(lll)

5.1.1 Caracterizacdo das hidrazonas L01-L04

A sintese e caracterizacdo das hidrazonas Hpcih (L0O1), Hapih (L02), Hbpih
(LO3) e Hpamih (LO4) sao descritas na literatura (DINDA, R.; et al.,, 2002;
BERNHARDT, P. V.; et al., 2008; ABABEI, L. V.; et al., 2012; GLUSHKOV, R. G.; et
al, 2004; FIRMINO, G. S. S., 2015; AMIM; et al., 2016). Tais compostos ja foram
sintetizados, caracterizados e discutidos por mim durante o mestrado (FIRMINO, G.
S. S., 2015). Neste trabalho as quatro N-acil hidrazonas foram novamente
sintetizadas e caracterizadas por ponto de fusdo, analise elementar, espectrometria
de massas, espectroscopia vibracional no IV e RMN (*H, 13C, APT, COSY) que
confirmaram sua obtencéo e pureza.

Sao apresentadas as estruturas (Figura 23) e os dados espectroscopicos de
LO1-L04 nos paragrafos a seguir. Sendo os resultados obtidos nas novas sinteses
convergentes com o0s resultados encontrados nas caracterizagdes dos mesmos
compostos discutidos na dissertacdo de mestrado intitulada “Sintese, caracterizacéo
e estudo da acao antituberculose e citotdéxica de hidrazonas derivadas de isoniazida
e de seus complexos de cobre(ll) e galio(ll)” (FIRMINO, G. S. S., 2015);
consideramos desnecessaria a discussdo dos mesmos nesta tese. Apresento nos
Apéndices de A-D os espectros obtidos nas caracterizacdes das novas sinteses

desses com postos.
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Figura 23 — Estrutura geral das N-acil hidrazonas sintetizadas

X X X X
| _ H | _ CH, | _ | _ NH,
o o o o
N\NH N\NH N\NH N\NH
o/ X o/ X o/ X e} X
| P | P | P | P
LO1 LO2 LO3 LO4

Fonte: A Autora, 2019.

2-piridinocarboxialdeido isonicotinoil hidrazona, Hcpih (L01): rendimento 70 %;
sélido amarelo claro. P.f.: 166,9-167,0 °C. Composicdo calculada para Ci2H10N4O
(MM = 226,23 g mol?t): C, 63.17; H, 4.46; N, 24,76 %; experimental: C, 63,40; H,
4,24; N, 24,35 %. UV-Vis (DMF) Mnm 303, 369. IV (KBr) vicm? 3176, 1682, 1566,
849, 795, 742. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) 6 7,43 (t, 1H, J 6,41, H5), 7,84 (d, 2H,
J 4,8, H10), 7,89 (t, 1H, J 7,6, H4), 7,99 (d, 1H, J 7.7, H3), 8,49 (s, 1H, H7), 8,63 (d,
1H, J 4,1, H6), 8,80 (d, 2H, J 4,8, H11), 12,25 (s, 1H, OH). 13C RMN (150 MHz,
DMSO-ds) 6 120,08, 121,55, 124,64, 136,93, 140,23, 149,20, 149,58, 150,37,
152,95, 161,88. HRMS (ESI-TOF-MS) m/z, observado: 246,1286; Ci2H13N4O2*
calculado: 246,1111.

2-acetilpiridina isonicotinoil hidrazona, Hapih (L02): rendimento 76 %; sélido
branco. P.f.: 164,3-165,4 °C. Composicao calculada para Ci3H12N4O (MM = 240,26
g mol™): C, 64,99; H, 5,03; N, 23,32 %; experimental: C, 64,92; H, 4,92; N, 23,27 %.
IV (KBr) v/cm' 3188, 1670, 1581, 839, 791, 750, 725. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds)
0 2,51 (s, 1H, H12), 7,46 (t, 1H, J ND, H5), 7,84 (d(sl), 2H, J ND, H10), 7,90 (t, 1H, J
ND, H4), 8,15 (d, 1H, J 7,4, H3), 8,65 (d(sl), 1H, J ND, H6), 8,80 (d(sl), 2H, J ND,
H11), 11,18 (s, 1H, OH). 3C RMN (150 MHz, DMSO-ds) 6 12,93, 120,56, 121,98,
124,42, 136,68, 140,99, 148,69, 150,11, 154,88, 156,25, 162,83. HRMS (ESI-TOF-
MS) m/z, observado: 263,0860; CisHi2N4NaO™ calculado: 263,0909.

2-benzoilpiridina isonicotinoil hidrazona, Hbpih (L03): rendimento 48 %, sdlido
branco. P.f.: 193,7 — 195,2 °C. Composicao calculada para CisH14N4O (MM = 302,33



70

g mol™2): C, 71,51; H, 4,67; N, 18,53 %; experimental: C, 70,05; H, 4,46; N, 19,14 %.
UV-Vis (DMF) AMnm 273, 324, 401. IV (KBr) vicm™ 3062, 1689, 1545, 849, 806, 742.
'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) 6 7,41 (d, 1H, J 7,8, H3), 7,52 — 7,55 (m, 5H, J ND,
H13/14/15), 7,65 (t(sl), 1H, J ND, H5), 7,78 (d, 2H, J 4,4/ND, H10), 8,05 (t, 1H, J 7,1,
H4), 8,72 (d, 2H, J 4,4/ND, H13), 8,98 (d(sl), 1H, J ND, H6), 10,09 (s, 1H, OH). 13C
RMN (150 MHz, DMSO-ds) 6 121,10, 125,13, 128,47, 138,45, 141,55, 148,89,
150,43, 150,76, 161,68. HRMS (ESI-TOF-MS) m/z, observado: 224,1404;
CssH31NsNa203%* calculado: 224,0844.

2-piridinoformamida isonicotinoil hidrazona, Hpamih (L0O4): rendimento 37 %;
sélido branco. P.f.: 264,3-266,4 °C. Composicao calculada para Ci2H11NsO (MM =
241,25 g mol?): C, 59,74; H, 4,60; N, 29,03 %; experimental: C, 59,10; H, 4,42; N,
28,21 %. UV-Vis (DMF) Anm 322, 400. IV (KBr) vicm™ 3394, 3134, 3046, 1622,
1547, 843, 804, 750. *H RMN (600 MHz, DMSO-ds) 6 7,03 (s, 2H, N(5)H), 7,51 (t(sl),
1H, J ND, H5), 7,82 (s(sl), 2H, H10), 7,92 (t(sl), 1H, J 7,3, H4), 8,18 (d, 1H, J 7,8/ND,
H3), 8,62 (d, 1H, J ND/4,8, H6), 8,72 (s(sl), 2H, H11), 10,41 (s, 2H, OH). 3C RMN
(150 MHz, DMSO-ds) 6 120,83, 121,69, 124,97, 137,01, 141,53, 148,15, 149,33,
149,96, 150,36, 161,35. HRMS (ESI-TOF-MS) m/z, observado: 264,0847;
C12H11NsNaO* calculado: 264,0841.

5.1.2 Caracterizacado dos complexos de ouro(lll) com N-acil hidrazonas derivadas de
INH: C0O1, C03 e C04

Foram sintetizados trés complexos de ouro(lll) com as N-acil hidrazonas L01,
LO3 e LO4 usando o tetracloroaurato de hidrogénio tri-hidratado (HAuCls-3H20)
como sal de partida (Secdo 4.3): [Au(Hspcih)Cls]Cl2-2H20  (C01),
[Au(Hsbpih)CI3]Cl2-:2H20 (C03) e [Au(pamih)Cl2]-¥2CH3OH (C04). Os trés complexos
sdo inéditos e foram caracterizados por ponto de fusdo, analise elementar,
espectrometria de massas, espectroscopia no infravermelho, condutivimetria e

espectroscopia eletrénica (UV-visivel). LO2 ndo formou complexo de ouro(ll).
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5.1.2.1 Caracteristicas gerais: massas molares, rendimentos e propriedades fisicas

Os dados de cor, rendimento, analise elementar (carbono, hidrogénio e
nitrogénio), massa molar e condutividade molar dos complexos de ouro(lll) C01, C03
e C04 estdo na Tabela 4. As condutividades molares indicam que os complexos C0O1
e CO03 séao eletrdlitos do tipo 2:1 e o C04 é nédo-eletrélito (GEARY, 1971). Os trés
compostos tiveram suas condutividades especificas medidas em solucbes de
concentracdo 1 x 102 mol L=t em metanol nos tempos t = 0 min (imediatamente
apos o preparo da solucao) e t = 60 min.

A classificacdo quanto ao tipo de eletrdlito foi feita segundo os valores
encontrados no Quadro 2. Inicialmente é possivel observar que para 0s compostos
C01, C03 e CO04 os valores de Am encontrados no tempo t = Oh e t = 1h séo
semelhantes, o que sugere que ambos 0s compostos se mantém estaveis em
metanol durante o periodo de tempo analisado.

Para o composto C03, inicialmente temos Aw = 205 Q'm? mol~ (t = Oh; 27,2
°C) sugerindo tratar-se de um eletrdlito do tipo 2:1 em solucdo de metanol.
Entretanto, na leitura realizada apés 1 hora, a condutividade molar é de Am = 300 Q!
cm? mol? (t = 1h; 27,3 °C), sugerindo que C03 encontra-se como eletrélito do tipo
3:1. Tal mudanca pode ser resultado do efeito solvente produzido devido a uma
possivel troca do ligante cloro (cuja labilidade é uma caracteristica conhecida) por
moléculas do préprio solvente. Na Figura 24 sdo apresentadas as propostas
estruturais dos complexos de ouro(lll) com as hidrazonas tendo como base as

microanalises e o infravermelho.
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Tabela 4 — Cor, rendimento (R, %), composicdo (C, H e N, em %), formula molecular
(FM), massa molar (MM, g mol?), ponto de fusdo (P.F., °C) e
condutividade molar em metanol (1 x 10 mol L, Am em Q! cm? mol?)
dos complexos C01, C03 e C04

Co1 Cco3 Co4
Cor Amarelo Amarelo Verde escuro
R 41 71 61
P.F. 177,9-178,6 226,7-227,3 203,1-203,7
(166,9-167,0)2 (193, 7-195,2) (264,3-267,4)
% C 22,56 (22,57)° 30,45 (30,25) 28,59 (28,64)
% H 2,23 (2,53) 2,43 (2,82) 2,46 (2,31)
% N 8,64 (8,77) 7,94 (7,84) 13,55 (13,36)
FM C12H16AUCIsN4O3 C18H20AUClIsN4O3 C12,5H12AU1CI2N501,5
[Au(Hspcih)Cl3]Cl2:2H20  [Au(Hsbpih)CIs]Cl2-:2H20  [Au(pamih)Clz] - %2CHsOH
MM 638,51 714,60 524,13
Am 222,0 (25,7 °C) 205,0 (27,2 °C) 10,7 (25,2 °C)
214,0 (27,3 °C) 300,0 (27,3 °C) 9,8 (25,1 °C)

Legenda: [Au(Hspcih)Cls]Cl2-2H20 (C01), [Au(Hsbpih)Cls]Cl2-:2H20 (C03) e [Au(pamih)Clz]-¥2CHsOH
(C04). avalores de P.F. das hidrazonas livres (°C); PValores tedricos.
Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 24 — Estrutura geral dos complexos de ouro(lll) C01, C03 e C04
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Legenda: [Au(Hspcih)Cls]Cl2-2H20 (C01), [Au(Hsbpih)Cls]Cl2-2H20 (C03) e [Au(pamih)Clz]-¥2CH3OH
(C04). As moléculas de agua e metanol foram omitidos para fins de clareza.
Fonte: A Autora, 2019.

5.1.2.2 Espectroscopia no infravermelho (1V)

Os espectros no infravermelho dos complexos de ouro(lll) e dos ligantes
foram obtidos em pastilha de KBr. Na Tabela 5 encontram-se as atribuicbes das
principais bandas encontradas nos espectros no infravermelho de LO1, LO3 e L0O4 e
de seus respectivos complexos C01, C03 e C04, obtidos na regido entre 4.000 e 400
cm™t. Bandas de absorcdo caracteristicas de v(Npy—H) estdo presentes nos
complexos C01 e CO3 na faixa de 2486—-2599 cm™ sugerindo que pelo menos um
dos nitrogénios piridinicos foi protonado (DESPAIGNE et al., 2009; 2012).

Os estiramentos v(N-H) presentes nos espectros dos ligantes LO1 e LO3 em
3176 e 3062 cm™, respectivamente, encontram-se deslocadas para 3091 e 3066
cm™t em CO1 e CO3, sugerindo que ambos os complexos os ligantes ndo foram
desprotonados em N3 (nitrogénio iminico) (AMIM et al., 2016). Os espectros dos

dois complexos ainda apresentam as bandas de absorgao referentes ao estiramento



v(C=0) deslocadas para 1664 e 1665 cm™ sugerindo que as hidrazonas néo estédo
coordenadas ao ouro(lll) pela carbonila (FIRMINO et al., 2016) (Figuras 25 e 26).

Sendo o ouro(lll) um ion metdlico de configuracdo [ssXe] 4f* 5d8, todos os
trés complexos deverdo apresentar-se tetracoordenados com geometria quadrética
plana, que é a geometria mais abundante para complexos d® de elementos
pertencentes aos metais da série 4d e 5d, como raodio(l), iridio(l), paladio(ll),
platina(ll) e neste caso, ouro(lll) (SHIVER, et al., 2008).

Figura 25 — Espectros no IV de C0O1 obtido em pastilha de KBr
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Legenda: Faixa de 4000-525 cm~. (a) LO1 e (b) complexo C01 ([Au(Hspcih)Cls]Cl2-2H20). Contra-
fons e moléculas de agua foram omitidos.
Fonte: A Autora, 2019.



Figura 26 — Espectros no IV de C03 obtido em pastilha de KBr
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Legenda: Faixa de 4000-400 cm-. (a) L0O3 e (b) complexo CO3 ([Au(Hsbpih)CIs]Cl2-2H20). Contra-
ions e moléculas de agua foram omitidos.
Fonte: A Autora, 2019.

Para CO04, ocorre o desaparecimento da banda de absorcdo v(C=0) da
respectiva hidrazona L04 livre em 1622 cm™ e o surgimento de uma banda intensa
em 1289 cm~ sugerindo que ao coordenar-se ao ouro(lll) o ligante LO4 esta na
forma de enolato (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005) (Figura 27).

A absorcdo encontrada entre 1545-1552 cm, atribuida a v(C=N) nos
espectros dos ligantes livres, deslocam-se para 1532-1604 cm™ nos complexos,
sugerindo que em todos compostos a coordenacdo ocorreu pelo nitrogénio
azometinico (N2) (ARMSTRONG et al., 2003; KANTHECHA et al., 2018; YOUSIF et
al., 2017; ZOU et al., 2015).
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Figura 27 — Espectros no IV de C04 obtido em pastilha de KBr
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Legenda: Faixa de 4000-400 cm-. (a) LO4 e (b) complexo C04 ([Au(pamih)Cl2]-¥2CH30H). Os
contra-ions e moléculas de metanol foram omitidas.
Fonte: A Autora, 2019.

Tabela 5 — Principais bandas nos espectros no IV (cm) de C01, C03 e C04 obtidos
em pastilha de KBr na faixa de 4000-400 cm*

Composto  vNH;  vNpy-H VvN-H vC=0 vC=N +vC-O y(py) B(py) p(py)

LO1 - - 3134 1660 1547 - 845 754 621

Co1 - 2486 3091 1664 1532 - 828 779; 656
751

LO3 = = 3062 1670 1551 - 839; 754; 656
788 745

Co3 - 2596 3066 1665 1604 - 839; 746; 647
772 705

LO4 3392 (va), - 3047 1621 1548 = 843; 753 679

3132 (vs) 805

Co4 3158 (va), - - - 1555 1289  821; 749; 667

3088 (vs) 787 680

Legenda: N-acil hidrazonas LO1, LO3 e LO4 e seus respectivos complexos de ouro(lll)
[Au(Hspcih)Cls]Cl2-2H20 — CO01, [Au(Hzbpih)Cls]Cl2-2H20 — C03 e [Au(pamih)Clz]-¥2CHsOH
— CO04.

Fonte: A Autora, 2019.
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Na Tabela 6 estdo as atribuicbes as principais bandas encontradas nos
espectros de IV dos complexos de ouro(lll) na regido do IV distante na faixa de
400-170 cm™,

Absorcdes observadas na regido de 240-285 cm~' podem ser atribuidas a
vibracdo caracteristica de ligacdo uv(Au—N) (CASAS; CASTELLANO; TABOADA,
2006; LESSA et al., 2011). Todos os espectros apresentaram uma banda forte em
492-511 cm™', respectivamente, caracterizam vibragdes do tipo {Au—Cl) trans ao
nitrogénio (N2) do grupamento azo (GARZA-ORTIZ et al.,, 2007; VICENTE;
CHICOTE, 1982). As bandas referentes as demais ligacbes Au—Cl sao intensas e
encontram-se na faixa de 414-474 cm (VICENTE; CHICOTE, 1982). Uma banda
adicional é encontrada em 197 cm no espectro do composto C04 e caracteriza
vibragao da ligacdo Au—O (GARZA-ORTIZ et al., 2007). Tais resultados corroboram
com as propostas estruturais de coordenacdo do ouro(lll) as hidrazonas pelo N(2)
nos complexos CO1 e C03, além da coordenacédo pelo atomo de oxigénio em C04.

Nas Figuras 28 — 30 estdo os espectros de IV na regido de 400-170 cm dos
complexos de ouro(lll) com as hidrazonas L01, L03 e L04, respectivamente.

Figura 28 — Espectros no IV de C0O1 obtido em pastilha de Csl
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Legenda: Faixa de 700-170 cm™. (a) LO1 e (b) do complexo CO1.
Fonte: A Autora, 2019.



Figura 29 — Espectros no IV de C03 obtido em pastilha de Csl

(a)
(b)
w |
[6)] N
L | ® 5
© B
N =
a1
AL DL L L B AL B L LR BLELELELE UL LELELEL BRI BLELELELE LR BLELELELE IR B
700 650 600 550 500 450 400 350 300 250 200
comprimento de onda (cm-1)

Legenda: Faixa de 700-170 cm. (a) LO3 e (b) do complexo CO03.
Fonte: A Autora, 2019.

Figura 30 — Espectros no 1V de C04 obtido em pastilha de Csl
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Legenda: Faixa de 700—-170 cm~L. (a) L04 e (b) de seu complexo C04.
Fonte: A Autora, 2019.
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Tabela 6 — Principais bandas nos espectros no IV (cm) de C01, C03 e C04, obtidos
em pastilhas de Csl na faixa de 400-170 cm™

Compostos 0(Au-0) 0(Au-N) 0(Au-Cl) o(Au—Cl)trans
co1 240 414 494
Cco3 243 415 492
co4 197 285 474 511

Legenda: [Au(Hspcih)Cls]Cl2:2H20 — C01, [Au(Hsbpih)ClIs]Cl2-2H20 — C03 e [Au(pamih)Clz]-%2CH30OH —
Co4.
Fonte: A Autora, 2019.

5.1.2.3 Espectrometria de massas

Os complexos C01, C03 e C04 foram caracterizados por espectrometria de
massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS) em metanol/agua (1:1) nos modos
positivos e negativo. Foram identificados picos com relagdo massa/carga (m/z) e
perfil isotopico referente ao ouro(lll) coordenado a N-acil hidrazonas para C01 e
C04. Tal resultado é um forte indicativo de que em solugdo metanol/agua ocorre a
perda dos ligantes cloro e se mantém a coordenacao do ouro(lll) as N-acil
hidrazonas.

Para C03, foram identificados fragmentos com baixa intensidade relativa (IR,
%) e perfil isotépico caracteristico da presenca de um ligante cloro e um ligante L0O3
coordenados ao ouro(l); isso sugere que ocorreu reducao do ouro(lll). Os principais
fragmentos encontram-se na Tabela 7, nela temos m/z tedrico calculado a partir do
programa Mmass 5.5.0 e o resultado experimental, a intensidade relativa de cada
pico e suas atribuicdes. Nas Figuras 31-33 estdo os espectros de massas de CO1,
CO03 e CO04, respectivamente.

Tabela 7 — Principais fragmentos detectados por ESI-MS para C01, C03 e C04

Composto m/z m/z IR* Atribuicao
experimental tedrico do ion molecular

co1 342 342 40 [C24H23AUN8O4]?*

co3 535 535 2 [C1sH15AUuCIN4O]*

co4 536 536 100 [C38H49AUN15010]%*

Legenda: *IR = Intensidade Relativa, em %.
Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 31 — Espectro de massas do complexo CO1 obtido em metanol/agua (1:1) no

modo positivo
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Legenda: (a) Espectro experimental de massas de CO1 (modo positivo) em metanol/agua (1:1); (b)
ampliacdo do pico de relagdo m/z 342 e (c) espectro calculado para o fragmento
[C24H23AUNgO4]%*.
Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 32 — Espectro de massas do complexo C0O3 obtido em metanol/agua (1:1) no
modo positivo
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Legenda: (a) Espectro experimental de massas de C03 (modo positivo) em metanol/agua (1:1); (b)

ampliacdo do pico de relagdo m/z 535 e (c) espectro calculado para o fragmento
[C18H15AUCIN4O]*.
Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 33 — Espectro de massas do complexo C04 obtido em metanol/dgua (1:1) no

modo positivo
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Legenda: (a) Espectro experimental de massas de C04 (modo positivo) em metanol/agua (1:1); (b)
ampliacdo do pico de relagdo m/z 536 e (c) espectro calculado para o fragmento
[C3sH49AUN15010]2*.

Fonte: A Autora, 2019.

5.1.2.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os compostos [Au(Hspcih)ClIs]Cl2-:2H20 (C01), [Au(Hsbpih)Cls]Cl2-2H20 (C03)
e [Au(pamih)Clz]- ¥2 CHsOH (C04) foram caracterizados por espectroscopia de RMN
de 'H e 3C em DMSO-ds. Para o complexo C03, foi obtido apenas espectro de RMN
de 'H devido a sua baixa solubilidade em DMSO-ds. Nas Tabelas 8 e 9 estdo as
atribuicdes dos principais sinais detectados nos espectros de RMN de 'H e 13C em

DMSO-ds para complexos e suas hidrazonas quando livres.
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Nos espectros de RMN das hidrazonas livres, ficam evidentes dois ou trés
conjuntos de sinais, proporcionais entre si e caracteristicos da presenca de uma
mistura de confoérmeros!!. Em solucdo, é possivel encontrar em equilibrio, as
espécies apresentadas na Figura 34. Todos os espectros de RMN das hidrazonas
sdo apresentados nos Apéndices A-D e os dados espectroscopicos estdo descritos
na Secao 5.1.1.

Figura 34 — Estruturas numeradas dos possiveis isdbmeros de L01-L04 em solucdo
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Legenda: Grupos R das hidrazonas, respectivamente: H (L01), CsHs (LO3) e NH2 (L04).
Fonte: A Autora, 2019.

No espectro de RMN de 'H LO1 (Apéndice A, Figura A3) sdo observados trés
conjuntos de sinais que evidenciam a presenca de um isdmero A (presente em 64
%), um isdmero B (cerca de 15 %) e um isébmero C (proximo de 21 %). O sinal em
12,25 ppm pode ser atribuido aos isébmeros A e B por apresentar sobreposi¢éo
caracteristica de: N(3)-H de uma espécie de configuracdo E-ceto, ao O—H em uma
espécie tautbmero E-enol ou ainda ao O-H em um tautbmero Z-enol; tais sinais

ocorrem em regides proximas (DESPAIGNE, 2012). O isbmero C trata-se de uma

11 O comportamento das hidrazonas em solugéo foi amplamente por nosso grupo em outros trabalhos
(FIRMINO, 2015; AMIM et al., 2016)
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espécie de configuracdo Z, caracterizada pelo sinal de N(3)-H em 15,74 ppm. O
maior deslocamento quimico deste hidrogénio nos isbmeros Z em relagdo ao mesmo
nos isbmeros E pode ser explicado pela interacdo intramolecular que existe entre o
hidrogénio do grupo N(3)-H com o nitrogénio da orto-piridina, o que torna o
hidrogénio da configuragdo Z mais desblindado em relacdo ao isGmero na
configuracéo E-enol (PARRILHA, 2012).

A existéncia dos trés isbmeros para LO1 é confirmada pelo espectro de RMN
de 3C (Apéndice A, Figura A4). Os sinais de C(8) entre 157,7 e 170,3 ppm séo
caracteristicos das espécies ceto e enol. Dos trés sinais observados, um deles
encontra-se mais desblindado (168,04 ppm) e corresponde ao carbono no grupo
C=0 da forma ceto, enquanto que o0s outros dois sinais mais blindados
correspondem ao carbono no grupo C-O da forma enol. Como h& um unico isémero
ceto, este s6 pode corresponder a forma Z, conforme observado anteriormente no
espectro de RMN de 'H. Portanto, o sinal C(8)=0 que encontra-se em 168,04 ppm
(tautbmero Z-ceto) € atribuido ao isébmero C. Os outros dois sinais sao portanto
referentes a isbmeros E-enol e Z-enol. Para o isbmero A, o sinal atribuido ao C(8)-O
€ 0 mais intenso em 161,89 ppm, e sendo este o isbmero majoritario, deve
apresentar-se na configuracdo E que € a configuracdo termodinamicamente mais
favoravel. Portanto, o isbmero A esta na forma de E-enol. O outro tautdmero, Z-enol,
seria 0 isbmero B, com o deslocamento quimico tribuido a C(8)-O em 161,48 ppm.

Os espectros de RMN de 'H de CO1 evidenciam a mudanca no ambiente
guimico resultante de uma possivel coordenacéo do ligante ao ouro(lll). Sinais antes
encontrados em 7,42-8,91 ppm no espectro de 'H de L0O1 encontram-se deslocados
para 7,68-9,09 ppm no espectro do complexo C01. Nao foram encontrados sinais
tipicos dos demais isbmeros encontrados para L01, sugerindo que possivelmente ao
coordenar-se ao ouro(lll), LO1 adota apenas uma configuracao preferencial.

No espectro de RMN de 13C do complexo C0O1 temos deslocamentos de todos
0s sinais para valores significativamente diferentes dos encontrados para o ligante
livre, sinalizando que o composto é estavel em solugdo de DMSO-ds. O sinal do C(8)
em 160,48 ppm (caracteristico de C(8)—-0) teve menor deslocamento quimico do que
na hidrazona LO1 livre (161,88 ppm), corroborando com a proposta de que ndo ha
coordenacao pelo atomo de oxigénio da carbonila. O sinal referente ao carbono C(7)

de LO1 em 149,20 ppm estad deslocado para 145,47 ppm no complexo CO1, tal
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deslocamento pode ser considerado significativo o suficiente para sugerir que o ion
ouro(lll) pode estar coordenado pelo nitrogénio iminico N(2).

Nas Figuras 35 e 36 temos os espectros de RMN de 'H e 3C
(respectivamente) em DMSO-des do complexo CO1 e da hidrazona LO1 para fins de
comparagdo. E importante ressaltar que nem todos os resultados espectrais foram
obtidos em uma mesma janela. Para determinadas analises a janela do arquivo
gerado durante a realizacdo da técnica foi menor para o complexo do que para o

ligante livre.

Figura 35 — Espectro de RMN de 'H de C01 em DMSO-ds

H(7) H(3)

Chemical Shift (ppm)

deslocamento quimico (ppm)

Legenda: Espectro de RMN de 'H (a) LO1 e (b) CO1. Regido hachurada ampliada.
Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 36 — Espectro de RMN de 3C de C01 em DMSO-ds

GAU01_13C_DMSO.esp
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Legenda: Espectros de RMN de 2C (a) LO1 e de (b) CO1.
Fonte: o autor, 2019.

No espectro de RMN de 'H de L0O3 temos quatro conjuntos de sinais distintos.
Dentre esses sinais, é possivel identificar os sinais atribuidos aos hidrogénios
pertencentes aos grupamentos N(3)-H e O—-H das 4 conformagdes possiveis. Com
deslocamentos de 10,09 ppm (42 % — isbmero A), 14,69 ppm (28 % — isbmero B),
12,91 ppm (20 % — isébmero C) e 10,76 ppm (10 % — isébmero D) (Apéndice C, Figura
C3). Considerando os dois sinais de maior integracdo (10,09 e 14,69 ppm), temos
em 14,69 ppm temos o sinal de N(3)-H do tautémero ceto na configuracdo Z (RAY
et al., 2008). Nos sinais de 12,91 — 10,09 ppm, temos a possibilidade de tautémero
ceto ou enol, sendo caracterizado pelo sinal de N-H (ha configuracdo E) ou O—H (na
configuracdo E ou Z). Nao foi possivel identicar cada um deles, entdo,
consideraremos apenas o sinal majoritario em 10,09 ppm (isdmero A).

Devido a baixa solubilidade de LO3 em DMSO-ds A qualidade do espectro de
RMN de *3C fica comprometida por conta da baixa solubilidade do composto L03 em
DMSO-ds, de forma que néo foi possivel observar os sinais de todos os carbonos. O
sinal do carbono C(8) do Z-ceto, ndo foi observado em torno de 168 ppm. No

entanto, foram observados sinais em 163,88 e 161,70 ppm, sugerindo o que ja
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estava indicado no espectro de H; isto é, dois tautdmeros enol em solucédo. Dessa
forma, pode-se concluir que existem trés isbmeros em solucdo: Z-ceto, E-enol e Z-
enol. No entanto, neste caso, tanto a forma E-enol quanto a forma Z-enol poderiam
ser o isbmero predominante, vez que o substituinte fenil, por ser volumoso, pode
favorecer a configuracéo Z.

O espectro de RMN de 'H do complexo C0O3 apresenta deslocamentos de
todos os sinais na regido compreendida entre 7,20-9,00 ppm quando comparado ao
ligante livre (Hbpih, L03). Isto indica que o composto C0O3 é produto da reacéo de
complexacdo metal-ligante e que em solucdo, permaneceu estavel. O sinal mais
deslocado estd em 11,23 ppm e pode caracterizar hidrogénio em grupo O-H em

configuragdes E/Z-enol ou do N(3)-H em configuragéo E-ceto (Figura 37).

Figura 37 — Espectro de RMN de 'H de C03 em DMSO-ds
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Legenda: Espectros de RMN de *H de (a) LO3 e de (b) C03. Regiao hachurada ampliada.
Fonte: A Autora, 2019.

No espectro de RMN de 3C (Figura 38) temos um sinal em 206,48 ppm
caracteristico de carbono C(8)=0, indicando que o ligante encontra-se coordenado
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na forma ceto (DESPAIGNE, 2010). O sinal de C(7) desloca-se para 160,84 ppm
(LO3 — 161,67 ppm), corroborando com a proposta de coordenacgéo do ouro(lll) ao
ligante pelo N(2). Os sinais de C(2) e C(6) deslocam-se pouco quando comparados
aos sinais do ligante livre, sugerindo ndo ha coordenacao de N(1) ao ion metalico e,
descartando a possibilidade do mesmo ter sido protonado em solucdo. A esfera de
coordenacao de CO3 apresenta o ligante LO3 na forma E-ceto e coordenado pelo
N(2) com possivel protonacdo no N(4) (forma catiénica). Para completar a esfera de
coordenacdo, temos dois ligantes cloro e dois cloretos como contra-ions. O
comportamento de C03 € similar ao de C01 em solucdo. Isto indica que ocorre
possivelmente ocorre algum tipo de troca no meio; um ligante cloro é liberado e o
ouro(lll) pode se coordenar ao ligante em mais um ponto. Também é notavel que a
nao coordenacdo ao N(1) pode ser efeito do volume do substituinte R, que no caso
da hidrazona LO3 trata-se de um substituinte fenila (CeHs). De forma que ao
considerarmos a configuracdo E-ceto, é espero certo impedimento estérico devido o

tamanho de tal grupo.

Figura 38 — Espectros de RMN de *3C de C03 em DMSO-ds
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Fonte: A Autora, 2019.
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Nos espectros de RMN de 1H e 13C da hidrazona Hpamih (L04) (APENDICE
C3 e C4), foram observados conjuntos de sinais correspondentes a uma mistura de
dois isdmeros em solucdo, sendo o isbmero majoritario presente em cerca de 90%.
Analisando o espectro de 'H temos que a variacdo maxima entre os sinais dos
isdmeros (Ad) € observada para o préton presente em C(3)—H do anel orto-piridinico,
cerca de 0,4 ppm. Para os demais atomos de hidrogénio dos anéis piridinicos a
variacdo do deslocamento quimico ndo ultrapassa 0,1 ppm, e para as aminas N(3)—
H e N(5)H2 o Ad é de 0,22 e 0,20 ppm respectivamente. As interacdes espaciais
entre N(5)Hz e H(3) e entre N(5)H2 e N(3)-H para o isbmero majoritario foram
determinadas por NOESY. O resultado indica que o isdbmero principal adota
configuragdo E em solucdo, enquanto o isémero secundario encontra-se na
configuracdo Z. As diferentes configuracdes justificam as diferencas nos desvios
quimicos dos grupos C(3)—H e amina de ambos os isdmeros. Outros trabalhos com
hidrazonas relatam comportamento similar em solugcédo e atribuem a duplicidade de
sinais a mistura de isdmeros configuracionais (AMIM, R. et al, 2014; GLUSHKOV, R.
G. et al, 2004; KOVARIKOVA, P. et al, 2008). As principais atribuicdes feitas aos
sinais no espectro *H no RMN séo apresentadas na Tabela 13.

Nos espectro de RMN de 13C da hidrazona Hpamih (L04) (APENDICE C4) é
possivel observar dois sinais de C(8), sendo um correspondente a cada isébmero. O
sinal em 161,35 ppm é tipico de C-0, caracteristico do isémero E-enol. O sinal em
167,18 ppm, tipico de C=0, € atribuido ao isbmero Z-ceto. O sinal do carbono C(8)
da forma E- enol é mais intenso do que o do isdmero ceto; desta forma, o isdbmero E-
enol pode ser considerado como sendo a espécie majoritaria. Na Tabela 14
encontram-se os valores atribuidos aos principais sinais de 2C para a hidrazona
Hpamih (4).

Para o complexo C04, devido a baixa solubilidade do mesmo em DMSO e
cloroférmio, foi possivel obter apenas o espectro de RMN de *H. Todos os sinais no
espectro de RMN de 'H encontram-se deslocado em comparagdo aos sinais
observados no espectro de L04, comprovando a coordenacdo ao ion metélico.
Interessante salientar que o sinal em 7,03 ppm referente aos hidrogénios do
grupamento N(5)H2 ndo aparece no espectro do complexo. Entretanto, devido a
possiveis interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio, € possivel que tal sinal esteja
deslocado e sobreposto em 3,79 ppm. Na Figura 39 temos o espectro de RMN de 'H
do complexo C04 em DMSO-de.



Figura 39 — Espectro de RMN de 'H de C04 em DMSO-ds
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Tabela 9 — Atribui¢gdes (A) e deslocamentos quimicos (8, em ppm) dos principais

sinais de 3C para LO1l e LO3 e seus complexos CO1 e CO3 em

DMSO-ds
A 5 (ppm)
LO1 Cco1 LO3 CO03
C(2) 152,95 149,17 151,77 151,40
C(3) 120,08 122,64 126,49 128,50
C(4) 136,93 142,17 138,45 137,00
C(5) 124,64 126,29 125,16 125,30
C(6) 149,58 145,76 148,90 148,82
C(7) 149,20 145,47 161,67 160,84
C(8) 161,88 160,48 163,88 206,48
C(9) 140,23 143,24 140,26 138,72
C(10) 121,55 124,60 120,99 122,95
C(11) 150,37 145,03 150,22 150,77

Legenda: [Au(Hspcih)Cls]Clz2-2H20 (C01) e [Au(Hsbpih)CIs]Cl2-2H20 (CO03).
Fonte: A Autora, 2019.

5.1.2.5 Espectroscopia eletrénica (UV-visivel)

Na Tabela 10 estdo os Amaxmos (COmprimentos de onda méaximos) e seus
respectivos € (molt dm® cm™) de todas as hidrazonas e de seus complexos de
ouro(lll).

Nos espectros eletrénicos das hidrazonas LO1 e L04 livres, encontramos dois
Amaximo S€ndo a banda mais intensa em 303 nm (¢ = 9,0 x 10% mol* dm? cm™?) para
LO1 e em 324 nm (¢ = 4,8 x 102 mol* dm® cm™) para L04. A segunda banda
encontra-se em 369 nm (¢ = 3,7 x 102 mol~* dm® cm™) para LO1 e em 400 nm (€ =
8,8 x 102 mol* dm? cm™) para L04. A hidrazona LO3 apresenta trés bandas em 273,
324 e 401 nm (¢ = 3,9 x 10%; 4,0 x 10% e 9,8 x 10 mol* dm3 cm™™), respectivamente.
Sendo 273 nm a mais intensa.

Tais absorcdes podem ser atribuidas a transicbes do tipo n—1* realizadas

por elétrons presentes nas ligacfes duplas, sejam elas na carbonila (C=0) ou no
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grupo iminico (C=N) ambos encontrados nas estruturas dos trés ligantes por se
tratarem de hidrazonas derivadas de isoniazida. A hidrazona L0O3 apresenta uma
banda a mais que é caracteristica das ligacbes dos grupos cromoéforos C=C
encontrados no anel aromatico do grupo substituinte R=CeHs, diferente das
hidrazonas LO1 (R = H) e LO4 (R = NH>2).

Os deslocamentos das bandas de LO3 e L04 em relagdo a LO1 evidenciam a
influencia dos grupos substituintes na estrutura de um modo geral. Para os dois A
maximos, temos deslocamentos batocrémicos; isto €, com a substituicdo de R por
CeHs e NH2, temos o deslocamento para um comprimento de onda maior (menor
energia )que LO1 com R = H. Na Figura 40-42 temos os espectros de UV-visivel

para diferentes diluicbes de L01, L0O3 e L04 em DMF, respectivamente.

Figura 40 — Espectros eletrénicos no UV-vis de LO1 em DMF
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Legenda: (a) Curvas diluicdo de LO1 em DMF, (b) ampliagdo da regido do A = 369 nm e (c)
Regressdes lineares.
Fonte: A Autora, 2019.



Figura 41 — Espectros eletronicos no UV-vis de LO3 em DMF
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Legenda: (a) Curvas diluicdo de L0O3 em DMF, (b) ampliagdo da regido do A = 401 nm e (c)
Regressdes lineares referente as curvas de diluicdo no grafico Absorbancia versus
Amaximo das bandas em A = 273, 324 e 401 nm, respectivamente.

Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 42 — Espectros eletronicos no UV-vis de L0O4 em DMF
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Legenda: (a) Curvas diluicdo de L0O4 em DMF, (b) regressfes lineares referente as curvas de diluicdo
no grafico Absorbancia versus Amaximo das bandas em A = 322 e 400 nm, respectivamente.
Fonte: A Autora, 2019.

Os complexos C01 e C0O3 apresentaram apenas uma banda de absor¢cao no
UV-visivel, em 305 e 302 nm (¢ = 2,5 x 10* e 1,2 x 10* mol?t dm3® cm™),
respectivamente. Ja o complexo C04, apresentou duas bandas de absorcdo, uma

em 307 nm e outra em 380 nm (¢ = 1,6 x 10* e 3,6 x 10% mol* dm3® cm™,
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respectivamente). Em todos os casos, fica evidente a mudanca de ambiente quimico
por conta dos deslocamentos dos A maximos; sendo que o complexo CO1
apresentou um deslocamento batocrémico (comprimento de onda maior) em relagéao
a hidrazona LO1 livre. Tal comportamento é o inverso do apresentado para 0s
compostos C03 e CO04, que em relacdo as hidrazonas livres apresentam
deslocamentos hipsocromicos (comprimentos de onda menores). Isto € um forte
indicativo de que a adicdo de grupo substituinte de carater doador também afetara
os deslocamentos quando o ligante estiver coordenado ao ion metalico ouro(lll).

Cada complexo teve o0 espectro eletronico obtido para diferentes
concentragfes em DMF. Interessante notar que o complexo CO1 manteve o mesmo
perfil espectroscopico em todas as diluicdes, o que nos leva a crer na estabilidade
do mesmo quando em solucdo de DMF. O mesmo nao ocorre para 0os complexos
C03 e C04 que na maior diluicdo ([ ] = 1,6 x 10®° e 1,2 x 10° mol L%,
respectivamente) apresentam absorcdes de 390 nm (C03) e 420 nm (C04). Além
disso, para o composto C04 ocorre também o desaparecimento da banda em 380
nm. A mudanca detectada nos espectros é resultado da mudanca de ambiente
quimico pelo excesso de solvente em relagdo as demais solucbes. Neste caso, 0
novo perfil espectroscopico pode ser atribuido a possiveis trocas com o solvente.

Para todos os complexos foi avaliada a estabilidade em DMF apés 1 h do
preparo da solucdo 1 x 102 mol Lt. Os compostos C01 e CO3 apresentaram o
mesmo perfil espectral apds 1 h, j& o complexo C04 apresentou efeito hipocrémico
(diminuicdo da absortividade) em todas as bandas, mas principalmente na absorgao
em 380 nm. Esse também pode ser um indicativo de que ndo somente a grande
guantidade de solvente afeta a estabilidade do composto, mas que o tempo em que
0 mesmo se encontra em solucdo pode influenciar o comportamento quimico
apresentado inicialmente.

Para todos os complexos de ouro(lll) foram obtidos espectros eletrénicos na
concentracdo 1 x 10-3 mol L afim de observar bandas caracteristicas de transicdes
d-d. N&o foi possivel visualizar em nenhum dos espectros obtidos.

Nas Figuras 43—-45 temos 0s espectros eletrbnicos e as regressdes lineares
dos graficos de “Amaximo X concentracdo (mol L1)” de cada complexo. Na Tabela 10

temos 0s Amaximo € 0 coeficiente de absortividade molar de todos os compostos.
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Figura 43 — Espectros eletronicos no UV-vis de LO1 e de CO1 em DMF
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Legenda: (a) * LO1, A = 303 nm; ** C01, A = 305 nm. Regido ampliada esta destacada em cinza no
espetro de 270-600 nm. (b) regressdo linear referente aos valores de absorbancia
encontrados paras as curvas de diluicido de CO1 em A = 305 nm. (c) espectros eletronicos
emt=0het=1hde COlem DMF.

Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 44 — Espectros eletronicos no UV-vis de L0O3 e de C03 em DMF
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Legenda: (a) Curvas de diluicdo de C0O3 em comparacao ao ligante L03, (b) regressao linear referente
aos valores de absorbancia encontrados paras as curvas de diluicdo de C03 em A = 302
nm. (c) espectros eletrénicosemt=0het=1h de C03 em DMF.

Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 45 — Espectros eletronicos no UV-vis de L04 e de C04 em DMF
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Legenda: (a) Curvas de diluicdo C04 em DMF; (b) regressées lineares referente as curvas de diluicdo
no grafico Absorbancia versus Amaximo, R e R? de C04 (A = 307 e 380 nm),
respectivamente e (c) curvas do composto C04 imediatamente apds o preparo e 1 hora
depois.

Fonte: A Autora, 2019.
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Tabela 10 — Valores de comprimentos de onda (Amax) € coeficientes de absortividade
molar (€) de bandas observadas nos espectros eletrénicos de LO1, LO3 e
L04 e seus complexos C01, C03 e C04 em DMF

Composto Amax (Nnm) € (moltdm3cm™?)
LO1 303 9,0 x 103
369 3,7 x 102
Cco1 305 2,5 x 10%
LO3 273 3,9 x 103
324 4,0x 103
401 9,8 x10
C03 302 1,2 x10%
LO4 322 4,8 x108
400 8,8 x 107
Cco4 307 1,6 x 10%
380 3,6 x 108

Fonte: A Autora, 2019.

5.1.3 Estudos bioldgicos

5.1.3.1 Avaliacdo da atividade citotoxica de substancias sintéticas em células

leucémicas (mieldide), tumor mamario e colorretal

A citotoxicidade das hidrazonas LO1, LO2 e L04 livres frente as linhagens
tumorais HL-60, MCF-7, PC-3 e HCT-116 estao representados na Figura 46, estes
dados estdo expressos em percentual de viabilidade celular vs DMSO. Também foi
feita a avaliacdo da acao citotdxica da INH, o sal de ouro(lll) (HAuCls-3H20) e dos
farmacos de referéncia CIS (cisplatina), ETO (etoposideo). Devido a um problema na
primeira remessa de compostos para ensaios biolégicos, os estudos com a
hidrazona L03 ainda estéo sendo finalizados.

Dentre as hidrazonas testadas, L02 foi a mais ativa para as linhagens HL60,

MCF-7, PC3 e HCT-116, mostrando-se capaz de reduzir a viabilidade em mais de
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50% especificamente para linhagem de células HL60. Frente as demais linhagens
LO2 foi ativa, porém ndo reduziu a viabilidade em mais de 50%. Comparando 0s
resultados de L0O2 com os resultados obtidos para INH, CIS e ETO temos o
composto L0O2 mais ativo que os compostos de referéncia para todas as linhagens.
Apenas para HL-60 a CIS foi capaz de reduzir também a viabilidade celular em mais
de 50%; mas ainda assim, o resultado da hidrazona L02 foi mais expressivo. Tais
resultados evidenciam a atividade citotoxica do composto L02 quando livre e
apontam para uma especificidade interessante, de forma que foi possivel determinar

seu ICso (concentracao inibitoria em 50%).

Figura 46 — Efeito de LO1, L0O2, L0O4 e INH na viabilidade das células tumorais
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Legenda: Os dados representam a porcentagem de viabilidade celular, determinada por MTT, apés
incubacéo por 48 h na concentracdo de 10 umol L-1. Etoposido (ETO) e cisplatina (CIS)
foram usados como controle positivo. Os resultados representam a média de dois
experimentos realizados em triplicata + desvio padrdo (média + DP).

Fonte: A Autora, 2019.

Os compostos de ouro(lll) C01, C03 e C04 foram ativos frente HL-60, MCF-7,
MDA-MB-231 e HCT-116 na concentragdo de 5 ymol L2, inibindo a viabilidade em
mais de 50%, como observado na Figura 47. Devido a baixa solubilidade dos
compostos, ndo foi possivel alcancar 50% de reducdo de viabilidade celular em
MCF-7. Com base nos resultados de viabilidade celular, foram selecionados os
seguintes compostos para determinacdo do ICso: LO2, C01, CO3 e CO04, os

resultados séo apresentados na Tabela 11.
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Figura 47 — Efeito de C01, C03 e C04 na viabilidade das células tumorais
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Legenda: Os dados representam a porcentagem de viabilidade celular, determinada por MTT, apés
incubacdo por 48 h na concentracdo de 5 pmol L-1. Etoposideo (ETO) e cisplatina (CIS)
foram usados como controle positivo. Os resultados representam a média de dois
experimentos realizados em triplicata + desvio padrao (média + DP).

Fonte: A Autora, 2019.

O ICso foi determinado para complexos C01, C03 e C04 complexos frente as
linhagens HL-60, MCF-7, MDA-MB-231, HCT-116 e HEK-293 (Tabela 11). Esses
resultados foram comparados com o sal (HAuCls-3H20) e o etoposideo. O complexo

CO1 inibiu a viabilidade celular em menos de 50% na concentracdo maxima de 25
umol Lt e, devido as limitacdes de solubilidade, seus valores de ICso ndo puderam
ser determinados. O composto C03 mostrou ser altamente citotéxico para as células
HL-60 e HCT-116, cujos valores ICso sdo 2,4 + 2,17 e 2,4 + 1,3 ymol L=". Além
disso, o composto CO3 foi mais potente do que o HAuCl4+.3H20 e o etoposideo
contra células MDA-MB-231, MCF-7 e HCT-116, respectivamente.

Os indices de seletividade (IS = CCso HEK—293 / ICso célula tumoral) foram
determinados para todos os complexos de ouro(lll) com as hidrazonas LO1, LO3 e
LO4. Os testes foram realizados para determinar o CCso contra células ndo malignas

da linhagem HEK-293. Os valores de CCso indicam que o composto C03 tem menos
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toxicidade para as células HEK-293 do que as linhagens de células tumorais HL-60
e HCT-116 (Tabela 11). Assim, o composto C03 é 8 vezes mais tOxico para as

células tumorais HL-60 e HCT—-116 do que para as células HEK-293.

Tabela 11 — ICso e IS (indice de Seletividade) dos compostos selecionados

Compostos ICs0? CCso?
HL-60 MCF-7 MDA-MB-231 HCT-116 HEK-293
LO2  3,3+24 >50 >50 1,9+0,9 >50
co1 >25 >25 >25 >25 >25
C03 2,4+2,17 >25 11,9+4,5 2,4+1 3 19,83+3,03
co4 >25 24,96+0,1 >25 >25 23,44+2,.21
HAuCl;-3H,O 0,33+0,07 18,8+3,74 >25 0,7+3,3 >25
ETO 0,7 >100 ND >100 >100
Compostos indice de Seletividade Estimado
HL-60 MCF-7 MDA-MB-231 HCT-116
LO2 >15 ND ND >26
Co1 ND ND ND ND
C03 8 ND 2 8
co4 ND <1 ND ND
HAuCl4-3H,0 >75 >1 ND >35
ETO >142 ND ND ND

Legenda: 2unidade = ymol L. ND = Nao Determinado para as amostras cujo valor de ICso ndo pode
ser calculado. A viabilidade celular foi determinada por MTT apds 48 h de tratamento com
0s compostos selecionados e o ICso foi calculado usando Prisma Software®. Os dados
apresentam a média + desvio padrao.

Fonte: A Autora, 2019.

5.1.3.2 Ensaio de clonogenicidade

O ensaio de clonogenicidade é utilizado para uma grande variedade de
estudos com diversos tipos de células. Os ensaios detectam todas as células que
mantiveram a capacidade de produzir um grande numero de descendentes apés
tratamentos que podem causar morte reprodutiva resultante dos danos aos
cromossomos, apoptose, etc (FRAKEN et al, 2006). Desta forma, € possivel predizer
a eficacia ou potencial de cura de um composto. Assim na realizacdo dos ensaios

foram usadas duas concentragdes, sendo uma na concentracao inibidora de 50% da



105

viabilidade ICso e a outra em concentracao inibidora de 90% da viabilidade (ICg0). A
linhagem escolhida foi a HCT-116 por ter sido a mais sensivel dentre as linhagens
testadas e os compostos escolhidos foram L02 e CO3 por terem apresentado ICso de
1,9 e 2,4 ymol L1, respectivamente e ICo0 de 18,0 e 22,3 umol L™, respectivamente.
Os resultados sao apresentados na Tabela 12 e na Figura 48.

Comparando-se o efeito dos compostos pelo ICso, a hidrazona L02 e o
complexo CO3 apresentaram acao similar. No ICg9 0 C03 foi mais ativo, com a fracao
de sobrevida zero. Os valores de ICso e ICo do complexo C03 estdo muito proximos
dos valores encontrados para L02, o que o torna também um composto de
coordenacao interessante no que se refere a atividade investigada. Interessante
notar que HAuClI4-3H20 né&o teve atividade no ensaio clonogénico mostrando que as

alteracdes quimicas influenciaram na atividade do ion ouro(lll).

Tabela 12 — ICso e ICg0 de L02, C03 e HAuClIs-3H20 frente a linhagem HCT-116

Compostos L02 Co03 HAuCl4-3H20
ICso (umol L) 1,9 2,4 0,7
ICo0 (umol L1) 18,0 22,3 6,3

Legenda: Valores de ICso determindado usando o Prisma Software®. Valores de 1Coo calculados a
partir de valor de ICso ja determinados usando GraphPad Software®.
Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 48 — Inibicdo da formacao de colbnias por L02, C03 e HAuCls-3H20 frente a
linhagem de células HCT-116

(a)
LO2 C03 HAuUCl4-3H20
1001 100+ 100+
50 50 50
] DMSO IC50 IC90 i DMSO IC50 1IC90 0- DMSO 1C50 1C90
(b)
LO2 Co03 HAuUCl4-3H20
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Legenda: (a) Fragdo de sobrevida em linhagens de células HCT-116 apds tratamento pelos
compostos L02, C03 e HAuUCIl4+.3H20 e seus respectivos ICso e ICo. Os dados séo
apresentados como média + desvio padrdo (media + DP) de trés experimentos
independentes realizados em duplicata. (b) Imagens representativas da formacdo de
coldnias de células HCT-116 14 dias apds o tratamento.

Fonte: A Autora, 2019.
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5.1.3.3 Anédlise do ciclo celular

Com a finalidade de obter informacdes sobre a toxicidade dos compostos e
propor um modelo de mecanismo de a¢do dos mesmos, por exemplo, uma possivel
inducdo de morte por apoptose; foram feitos ensaios de citometria para
guantificacdo do contetdo de DNA e avaliacédo do ciclo celular. Utilizando citometria
de fluxo foi determinada a quantidade de DNA subdiploide que pode ser utilizado
como indicativo de fragmentacdo do DNA por apoptose.

A fim de investigar a relagéo entre a inibicdo da proliferacéo celular induzida
por CO3 com a inducdo de apoptose, decidimos detectar o conteudo de DNA sub-
diploide em células HCT-116 marcando-a com iodeto de propidio seguido por
andlise de citometria de fluxo. O conteddo de DNA é a entidade mais comumente
medida da célula. A analise do conteido de DNA permite estimar a frequéncia de
células apoptéticas que sdo caracterizadas pelo conteddo de DNA subdiploide e
fornece informacdes sobre a posicdo das células no ciclo celular. As células
HCT-116 foram tratadas com C03 em suas concentra¢cdes de ICso e 1Coo descritas
na Tabela 12.

Na Figura 49-a, ndo houve diferenca no percentual de células com DNA sub
diplide em comparacdo com DMSO (0,5%). Também ndo foram observadas
alteracdes de DNA nas fases do ciclo celular Figura 49-b). Portanto pode-se sugerir
que a citotoxicidade dos compostos nédo envolve inducdo de apoptose e que pode
estar atribuida a outros mecanismos de morte celular que ndo foram avaliados neste

estudo, como necrose, autofagia entre outros.
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Figura 49 — Conteudo de DNA subdipléide determinado por citometria de fluxo
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Fonte: o autor, 2019.
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5.2 Bis(N-acil hidrazonas) derivadas de isoniazida (LO5-L08) e seus complexos
de ouro(lll)

5.2.1 Caracterizacao das bis(N-acil hidrazonas) L05 — L0O8

A sintese e caracterizacdo das bis(N-acil hidrazonas) Hzginh (L0O5) e Hzpinh
(LO6) sdo descritas na literatura (SOMOGYI; CZUGLER; SOHAR, 1992; YALE et al.,
1953), enquanto que as bis(N-acil hidrazonas) Hzapinh LO7 e Hz2bpinh LO8 sao
inéditas. Todas as moléculas organicas foram caracterizadas por ponto de fuséo,
andlise elementar, espectrometria de massas (ESI-MS), espectroscopia vibracional
na regido do IV e RMN (*H, 3C, DEPT-135, COSY, APT e HSQC) para confirmar

sua obtencéo e pureza.

5.2.1.1 Caracteristicas gerais: massas molares, rendimentos e propriedades fisicas

Todas as bis(N-acil hidrazonas) apresentaram faixa de fusédo diferentes e
maiores que a INH e sem a ocorréncia de fusédo parcial na faixa de temperatura de
fusdo da INH, o que é um forte indicativo de que ndo ha impureza desse reagente.

Foram realizadas medidas de ponto de fusdo com razédo de aquecimento de
0,5 °C/minuto afim de registrar a faixa temperatura de fusdo mais estreita possivel. A
bis(N-acil hidrazona) LO5 tem P.F. descrito na literatura por Yale e colegas (1953)
como sendo >300 °C. Nao foi possivel determinar a faixa exata por limitacdes do
equipamento, mas foi possivel verificar que a mesma néo funde em temperaturas
menores que 337 °C.

Somogyi e colaboradores (1992) relatam em seu trabalho que o ponto de
fusdo de LO6 encontra-se na faixa de 287-289 °C. Entretanto, o fenbmeno que
ocorreu durante a realizacdo das medidas no PF1500 em temperatura proxima de
290 °C, é caracteristico de decomposicao, restando ao final apenas o residuo de cor
preta (solido carbonizado) e ndo o solido fundido.

E interessante ressaltar, que mesmo com o aumento da massa molecular de

LO5 para L08, ndo ha o aumento do ponto de fuséo; pelo contrério, a adicdo dos
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diferentes grupos R reduz os pontos de fusdo das bis(N-acil hidrazonas) L06-L08
com substituintes metila e/ou etila adicionados. Este comportamento sinaliza que a
substituicio promoveu enfraquecimento das interagcdes intermoleculares,
possivelmente ocasionadas pela dificuldade de aproximacéo espacial das moléculas
devido a presenca de tais grupos. Na Tabela 13 estdo os dados de cor, rendimento,
composicdo, massa molar e ponto de fusdo das bis(N-acil hidrazonas) em
comparacdo com o reagente de partida, a isoniazida (INH). Na Figura 50 estédo

representadas as estruturas das bis(N-acil hidrazonas) obtidas.

Tabela 13 — Cor, Rendimento (R, %), Composicdo (C, H e N, em %), Férmula
Molecular (FM), Massa Molar (MM, g mol), e Ponto de fusdo (P.F,
°C) de LO5, LO6, LO7 e LO8 em comparacao a isoniazida (INH)

INH LO5 LO6 LO7 LO8
Cor Branco Branco Branco Branco Branco
R - 57 51 53 64
% C - 56,352 (56,75)> 57,00 (56,52) 61,25 (60,34) 61,38 (61,35)
% H - 4,35 (4,08) 4,74 (4,73) 5,43 (5,36) 5,56 (5,72)
% N - 28,30 (28,36) 24,83 (26,32) 23,59 (24,84) 23,44 (23,85)
FM CsH7N30 C14H12N6O2 C15H14N6O2 C17H18N6O2 C18H20N6O2
MM 137,14 296,28 310,31 338,36 352,39
P.F. 171,0-173,0 >337,8 Decompds em 249,4—-251,7 Decompds em
290 270

Legenda: 2 Valor experimental; ? Valor tedrico entre parénteses.
Fonte: A Autora, 2019.

Figura 50 — Estrutura geral das bis(N-acil hidrazonas) sintetizadas

Ry R2
> < LO5:R1=HeR2=H
/ \ LO6: R1=He R2=CH3
NH—N N—NH —
N/ \ ,  LOT:R1=C2HseR2=CH3
- \o o/ \ / L0O8: R1=C2H5 e R2 = C2H5

Fonte: A Autora, 2019.
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5.2.1.2 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Os espectros no IV das bis(N-acil hidrazonas) L05-L08 foram obtidos por
ATR na regido de 4000-600 cm™. Todos os espectros obtidos foram comparados ao
do reagente de partida (INH). Nas Figuras 51-54 estdo os espectros da INH
sobreposto ao espectro de cada uma das bis(N-acil hidrazonas) sintetizadas. A
Tabela 14 apresenta as principais bandas de absor¢do desses compostos.

As bandas caracteristicas de estiramentos simétricos e assimétricos das
ligagbes NH encontradas no grupo NHz presente na estrutura da INH em 3302-3214
cm ndo estdo presentes em nenhum dos espectros dos ligantes livres. A banda de
absorcdo vN-H em 3111 cm da INH esta deslocada em L05-L08 para regido de
maior energia de 3177-3199 cm. O estiramento vC=0 em 1666 cm™ na INH
desloca-se para valores de menor energia 1653-1662 cm~ nas moléculas L06-L08
e tem um aumento para 1668 cm no espectro de LO5.

A banda de estiramento da ligacdo C=N que caracteriza a formacdo da
estrutura C=N-N é encontrada na faixa de 1522-1531 cm~! em todas as bis(N-acil

hidrazonas).



Figura 51 — Espectro no 1V de LO5 obtido por ATR
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Figura 52 — Espectro no 1V de L06 obtido por ATR
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Figura 53 — Espectro no 1V de LO7 obtido por ATR
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Figura 54 — Espectro no 1V de L08 obtido por ATR
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Tabela 14 — Bandas nos espectros no IV (cm™) de INH e seus derivados L05-L08
obtidos por ATR na faixa de 4000 — 600 cm™

Composto v& NH; W-H +vC=0 1C=N 7°(py) B’ (py)
INH 3302 (va)%, 3219 (v 3111 1666 - 845 744
LO5 - 3199 1668 1531 842 759; 730
LO6 - 3177 1653 1526 840 759
LO7 - 3183 1664 1531 837 757
LO8 - 3192 1662 1522 842; 794 753

Legenda: 2 estiramento; ? deformacdo; ¢ estiramento assimétrico; ¢ estiramento simétrico.
Fonte: A Autora, 2019.

5.2.1.3 Espectrometria de massas

Os espectros de massas (ESI-MS) de LO7-L08 foram obtidos por injecéo

direta no modo positivo e/ou negativo, utilizando-se como solvente a mistura



115

metanol/dgua na proporcédo 1:1. LO5 e L06 ndo sdo compostos inéditos, portanto, tal
andlise ndo foi realizada. Os espectros tedricos foram calculados utilizando o
programa mMass 5.5.0® e sédo apresentados na parte (c) das Figuras 55 e 56.

No espectro de massas obtido no modo negativo da hidrazona L07, o pico do
ion molecular com relagdo carga/massa m/z = 337,1409 e intensidade relativa de

100%, pode ser atribuido a espécie desprotonada Ci17H17NeO2~, como apresentado

na Figura 55.

Figura 55 — Espectro de massa de LO7
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Fonte: A Autora, 2019.



116

Para a hidrazona L08, no modo positivo, tem-se o pico de m/z = 375,1534 que
é referente a proposta de L08 formando um aduto com cétion sodio (Na*),
CisH20NeNaO2*. Na Figura 56 temos o0 espectro experimental, o espectro calculado e
a proposta estrutural da atribuicéo.

Na Tabela 15 estdo as principais fragmentacdes para LO7 e n resultantes da

caracterizacdo por ESI-MS em metanol/agua (1:1).

Figura 56 — Espectro de massas de L08
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Legenda: (a) estrutura proposta para o fragmento m/z = 375,1534 e espectro ESI-MS de L08 obtido
em metanol/agua (1:1) no modo positivo, (b) ampliagdo do pico do ion molecular; (c)
espectro tedrico. Atribuicdo destacada: CisH20NsNaO2*.

Fonte: A Autora, 2019.
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Tabela 15 — Principais fragmentacdes caracterizadas por ESI-MS para LO7-L08

Composto m/z experimental m/zte6rico Modo IR* do ion Atribuicéo
molecular
LO7 337,1409 337,1413  negativo 100 C17H17N6O2~
LO8 375,1534 375,1545 positivo 100 CisH20NeNaO2*

Legenda: ’IR = intensidade relativa, em %.
Fonte: A Autora, 2019.

5.2.1.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN das bis(hidrazonas) L05-L08 foram obtidos em DMSO-
ds. Foram obtidos espectros de RMN de 'H em DMSO-ds para L05-L08, ja os
espectros de 3C foram obtidos somente para L0O6 e LO7. As atribuicbes nos
espectros de RMN de 'H foram feitas com base nos deslocamentos quimicos,
multiplicidades e constantes de acoplamento para o espectro de cada composto.
Para os compostos com melhor solubilidade ainda foi possivel a realizacdo de
experimentos como COSY (atribuicdo das correlacbes entre hidrogénios) e HSQC
(para correlacdo entre carbono e hidrogénio a distancia de uma ligacao).

Devido a possibilidade de que em solugcédo essas moléculas, assim como as
hidrazonas apresentem um grande nimero de tautdmeros ceto-endlicos ou isébmeros
configuracionais, a Figura 57 representa a estrutura geral de todas elas identificada
no IV com a numeracdo necessaria para discussdo dos resultados de RMN sem
considerar cada possivel isdbmero. A discussdo mais detalhada sera feita para cada

molécula individualmente.

Figura 57 — Estrutura genérica numerada das bis(hidrazonas) L05-L08
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Legenda: LO5: R1 =R2=H; L06: R1 =H e R2=CHs; LO7: R1 = C2Hs € R2 = CH3s; L08: R1 = R2 = C2Hs.
Fonte: A Autora, 2019.
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No espectro de RMN de 'H de LO5 (Figura 58) sdo observados dois conjuntos
de sinais, atribuidos a um isdmero A (83%) e ao isdmero B (17%). Tanto no isbmero
A gquanto no isdmero B, os sinais referentes aos hidrogénios dos anéis aromaticos
H2/H11 e H3/H10 caem sobrepostos com integracdo 4H em cada. O sinal em 8,18
ppm é referente aos hidrogénios H6/H7 apenas do isbmero majoritario e tem
integracdo 2H. Isto sugere certa simetria da molécula. Infelizmente ndo foi possivel
identificar através deste espectro de RMN de *H os sinais caracteristicos de O-H ou
N-H porque a janela de analise vai até 11 ppm e tais sinais deslocam-se para
valores maiores que 12 ppm. Na Tabela 16 estdo as principais atribuicbes para 0s
hidrogénios do ligante livre LO5 feitas segundo o espectro de RMN de *H.

Devido a baixa solubilidade de LO5 em DMSO-ds néo foi possivel obter o
espectro de RMN de 3C. Posteriormente foi feita uma tentativa de obter espectros

de RMN em CD30D, mas também nao foi obtido resultado.

Figura 58 — Espectro de RMN de *H de L05 em DMSO-de
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Legenda: Janela do espectro de 11,53 — -3,17 ppm, com destaque para regido de 9,2-7,5 ppm.
*sinais ndo encontrados no espectro de RMN de 'H em DMSO-ds.
Fonte: A Autora, 2019.
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Tabela 16 — Atribuicbes (A), numero de hidrogénios (n°), multiplicidade (M) e
deslocamentos quimicos (5, em ppm) dos principais sinais de H para
LO5 em DMSO-ds

A ne M2 J2 (Hz2) o (ppm)
Isbmero A Isbmero B
O(L)H/ O(2)H
N(2)H/ N(5)H
H(2)/H(11) 4 s (sl) nd/4,7 7,81 7,73-7,72
H(3)/H(10) 4 d 4,3/6,0 8,80-8,81 8,71-8,69
H(6)/H(7) 2 s 8,18 Nd

Legenda: @ s = simpleto, d = dupleto, t = tripleto, sl = sinal largo, nd = ndo determinado.
Fonte: A Autora, 2019.

Para L06 sdo observados sinais nos espectros de RMN de 'H, 13C e DEPT-
135 que também apontam para presenca de pelo menos dois isbmeros em solucao.
O isdbmero majoritario esta presente em 72% enquanto que 0 minoritario em cerca
de 28%. Os sinais referentes a H2/H11 e H3/H10 também caem sobrepostos como
para LO5. Os sinais em 12,23 e 11,18 ppm podem ser atribuidos a O(1)H/O(2)H de
isémeros E/Z, enol ou de N(2)H/N(5)H de isbmero E, ceto. A Unica possibilidade
descartada € a de um sinal de N(2)H/N(5)H de isbmero Z, ceto, pois ndo ha sinal em
torno de 15 ppm (Figura 59). No espectro de RMN de 13C é possivel distinguir as
espécies de isbmeros majoritarios devido a presenca de do sinal em 163,09 ppm,
desta forma, isbmero majoritario s6 pode ser uma espécie E ou Z, enol (Figura 60).

Na Tabela 17 temos as principais atribuicbes feitas aos hidrogénios do
isdmero majoritario no espectro de RMN de 'H e na Tabela 18 estdo as atribuicdes

para 0s atomos de carbono apenas da espécie majoritaria.
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Figura 59 — Espectro de RMN de *H de L06 em DMSO-ds
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Figura 60 — Espectro de RMN de *3C de L06 em DMSO-ds
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Tabela 17 — Atribuicbes (A), numero de hidrogénios (n°), multiplicidade (M) e
deslocamentos quimicos (8, em ppm) dos principais sinais de H para
L06 em DMSO-ds

A ne M2 J (Hz) 6 (ppm)
E/Z, enol Isbmero B
O(1H/O(2H 1/1 sls 12,23/ 11,18
N(2)H/ N(5)H
H(2)/H(11) 4 d(sl) nd/nd 7,80 8,72
H(3)/H(10) 4 d 12,6/nd 8,80-8,77 7,66
H(6) 1 s 8,14
H(12) 3 s(sl) 2,25 2,25

Legenda: 2 s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto
Fonte: A Autora, 2019.

Tabela 18 — Atribuicbes (A), e deslocamentos quimicos (&, em ppm) dos principais

sinais de 3C (isbmero majoritario) para L06 em DMSO-de

A 5 (ppm)
C(2) 150,41
C(3) 122,05
C(4) 140,69

C(5)/C(8) 163,09
C(6) 149,56
C(7) 149,11
C(9) 140,02
C(10) 121,54
C(11) 150,10
C(12) -

Legenda: Atribuicbes feitas também com resultados de DEPT-135 e de acordo com a literatura
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005)
Fonte: A Autora, 2019.

O espectro de RMN de 'H em DMSO-ds da molécula LO7 (Figura 61) também
apresenta pelo menos dois grupos de sinais referentes a dois isbmeros presentes
em solucdo. O isbmero majoritario esta presente em cerca de 87% e o isbmero

secundario presente em 13%. Os sinais com deslocamento quimico em 11,02 e
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11,14 ppm sé&o atribuidos ao isbmero majoritario e sdo caracteristicos de O-H de
isémeros E/Z, enol ou de N-H de isébmero E, ceto; tal comportamento € semelhante
ao detectado para as bis(hidrazonas) LO5 e L06. Os sinais de H(2)/H(11) e
H(3)/H(10) também caem sobrepostos nas faixas de 8,76-8,70 e 7,78-7,57 ppm. Na
Tabela 19 estéo as principais atribuicdes feitas ao espectro de RMN de *H.

No espectro de RMN de *¥C (Figura 62) o sinal em 163,09 ppm ¢
caracteristico dos carbonos C(5)/C(8) de isdbmeros E/Z, enol. Os demais sinais foram
atribuidos com auxilio do espectro do experimento de DEPT-135 (Figura F1 —
Apéndice F). Na Tabela 20 estdo atribuidos os sinais de carbono para 0 composto
LO7.

Figura 61 — Espectro de RMN de 'H de LO7 em DMSO-ds
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Tabela 19 — Atribuicbes (A), numero de hidrogénios (n°), multiplicidade (M) e

deslocamentos quimicos (8, em ppm) dos principais sinais de H para

LO7 em DMSO-ds

A ne M2 J (Hz) 6 (ppm)

E/Z, enol Isbmero B

O(1)H/O(2)H 1/1 sls 11,02/ 11,14
N(2)H/N(5)H 1/1 sls 11,40/ 10,94

H(2)/H(11) 4 s(sl) nd 8,76 — 8,70

H(3)/H(10) 4 s(sl) s(sl) 7,78 -7,57

H(12) 2 s(sl) 2,90-2,84

H(13) 3 s(sl) 1,04
H(14) 3 s(sl) 2,28-2,19

Legenda:? s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto
Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 62 — Espectro de RMN de 3C de L0O7 obtido em DMSO-ds
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Legenda: (a) espectro de RMN de 13C com regido hachurada ampliada no canto direito superior e (b)
DEPT-135.
Fonte: A Autora, 2019.
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Tabela 20 — Atribuigdes (A), e deslocamentos quimicos (8, em ppm) dos principais
sinais de 3C" de LO7 em DMSO-ds

A S (ppm)
CQ) 149,04
c@®) 122,84
C(4) 141,11
C(5) 163,30
C(6) 149,41
C@) 150,10
C(8) 162,75
C(9) 140,63
C(10) 122,09
C(11) 149,89
C(12) 17,38
C(13) 10,63
C(14) 11,82

Legenda: dados compilados do espectro de RMN de 3C e DEPT-135.
Fonte: A Autora, 2019.

Os espectros de RMN de 'H e 13C de L08 sédo apresentados nas Figuras 63 e
64. A bis(hidrazona) L08, assim como as demais moléculas também apresenta pelo
menos dois isbmeros, um isébmero majoritario que poderia ser E/Z, enol ou E, ceto
(72%) por conta dos deslocamentos quimicos em 11,12 e 11,53 ppm e o isbmero B
(28%) com sinais em 11,42 e 10,99 ppm. Diferente dos casos anteriores, 0s sinais
referentes aos hidrogénios H(3)/H(10) estdo sobrepostos em dois grupos distintos;
sendo um dupleto (sinal largo) na faixa de 7,73 — 7,52 ppm e um simpleto (largo) em
7,54 ppm. Os sinais de C(5) e C(8) no espectro de 3C estdo em 160,57 e 163,14
ppm, 0 que corrobora para a proposta de que L08 também apresenta como isdmero
majoritario espécies E/Z, enol. Nas Tabelas 21 e 22 estéo as principais atribuicbes

para os espectros de RMN de 'H e 13C para L08, respectivamente.
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Figura 63 — Espectro de RMN de *H de L08 em DMSO-ds
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Figura 64 — Espectro de RMN de 3C de L08 em DMSO-ds
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Tabela 21 — Atribuicbes (A), numero de hidrogénios (n°), multiplicidade (M) e
deslocamentos quimicos (8, em ppm) dos principais sinais de H para
L08 em DMSO-ds

A ne M2 J (H2) 6 (ppm)
E/Z, enol Isbmero B
O(1)H/O(2)H 1/1 sls 11,12/ 11,53
N(2)H/N(5)H 1/1 sls 11,42/ 10,99
H(2)/H(11) 4 d(sl) nd 8,75 - 8,69
H(3)/H(10) 4 d(sl)/s(sl) nd/nd 7,73 -7,52/ 7,54
H(12) 2 s(sl) 2,42
H(13)/H(15) 6 s(sl) 1,05
H(14) 2 s(sl) 2,88 - 2,80

Leganda: @ s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto.
Fonte: A Autora, 2019.

Tabela 22 — Atribuigdes (A), e deslocamentos quimicos (6, em ppm) dos principais

sinais de 3C (isbmero majoritario) para LO8 em DMSO-ds

A 5 (ppm)
C(2) 150,04
C(3) 122,09
C(4) 141,12
C(5) 160,57
C(6) 149,35
C(7) 120,97
C(8) 163,14
C(9) 142,61
C(10) 122,54
C(11) 150,19
C(12) 17,17
C(13) 10,84
C(14) 17,67
C(15) 10,56

Fonte: A Autora, 2019.
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5.2.2 Caracterizacdo dos complexos de ouro(lll) C05-C08 com bis(N—acil

hidrazonas) derivadas de INH

Foram sintetizados trés complexos de ouro(lll) com as bis(N—acil hidrazonas)
H2ginh (LO5), Hzpinh (LO6) e Hz2bpinh (LO8) usando o tetracloroaurato de hidrogénio
tri-hidratado  (HAuCl4-3H20) como sal de partida (Segdo  4.3):
Au(H2ginh)ClIz]Cl-%2CHsOH (CO05), [Au(Hpinh)OH]CI (C06) e
[Au(Hz2bpinh)CI2]CI-%2CH3OH (C08). O complexo de ouro(lll) com a bis(N-acil
hidrazona) LO7 ndo foi obtido. Os trés complexos séo inéditos e foram

caracterizados por ponto de fusdo, analise elementar, espectroscopia no

infravermelho, condutivimetria e espectroscopia eletrénica (UV-visivel).

5.2.2.1 Caracteristicas gerais: massas molares, rendimentos e propriedades fisicas

As cores, rendimentos, composi¢des, massas molares, formulas moleculares
e condutividades molares dos complexos C05, C06 e C08 estdo na Tabela 23.
Segundo os valores obtidos para as condutividades molares em DMF, todos os
complexos séo eletrdlitos o tipo 1:1 (GEARY,1971). Todos 0s compostos tiveram sua
condutividade especifica medida imediatamente apos o preparo da solu¢gdo em DMF
e ap6s 1 h, sendo que em todos os casos 0s valores se mantiveram préximos aos
valores registrados inicialmente. Na Figura 65 estdo as representacbes das
estruturas C05, C06 e CO08 propostas com base nos resultados de andlise
elementar, condutivimetria e espectroscopia no infravermelho.

Diferente dos demais, o composto C06 apresenta o ligante hidroxo em sua
esfera de coordenacdo. S&o encontrados na literatura outros complexos de ouro(lll)
com o ligante hidréxo. O composto 8 na Figura 3 sintetizado por Bindoli e colegas

(2009) tem proposta estrutural com o mesmo ligante.



129

Tabela 23 — Cor, rendimento (R, %), composi¢cdo (C, H e N, em %), férmula

molecular (FM), massa molar (MM, g mol?), ponto de fusédo (°C) e

condutividade molar em DMF (1 x 103 mol L%, Am em Q1 cm? mol?)

dos compostos C05, C06 e C08

C05 Co06 Co8
Cor Amarelo claro Amarelo Verde
R 57 70 61
P.F. 310,8-312,4 232,9-234,9 238,6 — 240,1
>337,8 Decompds em 290 Decompds em 270
% C 28,26 (28,29) 32,29 (32,24) 34,12 (33,08)
% H 2,37 (2,29) 2,69 (2,53) 3,34 (3,30)
% N 13,54 (13,65) 14,70 (15,04) 12,87 (12,51)
FM C29Hs6AU2Cl6N1205 C15H14AUCIN6O3 C37H44AU2ClsN 1205
Au(H2ginh)Cl]CI-¥2CHsOH [Au(Hpinh)OH]CI [Au(H2bpinh)Cl2]CI-%CH3sOH
MM 615,63 558,73 671,74
A 66,6 (26,3 °C)° 83,0 (28,0 °C) 82,5 (25,5 °C)

66,7 (24,7 °C)" 82,7 (23,2 °C)

85,2 (24,2 °C)

Legenda: @ Valores de P.F. dos ligantes livres (°C) dos ligantes; ? Valores teéricos; ¢Condutividade

molar em t = 0 h e 9Condutividade molarem t=1 h.
Fonte: A Autora, 2019.

Figura 65 — Estrutura geral dos compostos C05—-C08
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Legenda: as moléculas de metanol foram omitidas para fins de clareza.

Fonte: A Autora, 2019.
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5.2.2.2 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Os espectros no infravermelho (IV) dos complexos C05, C06 e C08 foram
obtidos por ATR na regido de 4000-600 cm™. Nas Figuras 66—68 estdo os espectros
de cada complexo e o de seu respectivo ligante livre sobreposto. Na Tabela 24 sé&o

apresentadas as principais bandas de absorcédo desses compostos.

Tabela 24 — Principais bandas nos espectros de infravermelho (cm™) dos ligantes
LO5, LO6 e LO8 e seus respectivos complexos de ouro(lll) C05, C06 e
CO08, obtidos por ATR na faixa de 4000-600 cm*

Composto ON-H oC=0 0C=N p(py)
LO5 3054 1666 1531 674
CO05 3065 1667 1540 667
LO6 3025 1653 1526 680
C06 3039 1675 1544 667
LO8 2967 1662 1522 679
CO08 2971 1678 1530 695

Legenda: Au(Hzginh)CIz]Cl-¥2CH3OH (CO05), [Au(Hpinh)OH]CI (C06) e [Au(H2bpinh)CIz]CI-¥%CHsOH
(C08).
Fonte: A Autora, 2019.

As bandas de absor¢édo v(C=0) encontradas na faixa de 1653-1666 cm nos
espectros das bis(hidrazonas) livres estdo deslocadas para regiées de maior energia
(1667-1678 cm™1) nos espectros dos complexos, indicando que ao coordenar-se ao
ion ouro(lll), os ligantes permanecem com o grupamento carbonila e que em geral
possivelmente o oxigénio ndo esta coordenado ao metal.

A mudanca no ambiente quimico fica evidente pelo deslocamento das bandas
de estiramento v(N-H) dos complexos (2971-3065 cm™) em comparagdo com 0s
estiramentos u(N-H) das bis(hidrazonas) (2967-3054 cm™™).

A coordenagdo ao atomo de ouro(lll) ocorre possivelmente nos nitrogénios
iminicos; isto se deve ao fato de que o deslocamento das bandas de estiramento
u(C=H) das bis(hidrazonas) deslocam-se de 1522—-1531 cm™ para 1530-1540 cm™

nos complexos C05, CO6 e C08. Em LO5 e L08 os deslocamentos sdo menores que
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para LO6; e pode ser resultado da simetria de LO5 e L0O8, ambos com grupos R
iguais (LO5 com R =H e L0O8 com R = C2Hs).

Figura 66 — Espectro no 1V de C05 obtido por ATR
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Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 67 — Espectro de 1V de C06 obtido por ATR
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Figura 68 — Espectro de IV de C08 obtido por ATR
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Na Tabela 25 estdo as atribuicbes as principais bandas encontradas nos
espectros de IV dos C05, C06 e C08 na regiao do baixo IV na faixa de 700-170
cm™. As absor¢des nas regides de 342—-409 cm~' e de 315-356 cm~' podem ser
atribuidas a vibragcdo caracteristica das ligacdes v(Au—N) (CASAS; CASTELLANO;
TABOADA, 2006), isto sugere que os complexos C05, C06 e C08 encontram-se
coordenados a dois atomos de nitrogénio. Nos espectros dos complexos C05 e C08
sao encontradas bandas referentes aos estiramentos das ligagdes Au—Cl na faixa de
448-528 cm™ (VICENTE; CHICOTE, 1982). A banda referente ao v(Au—-0O) de C06 e
CO08 encontram-se em 245-210 cm™ (para C06, que apresenta duas ligacées Au-0)
e em 172 cm™ para C08 (GARZA-ORTIZ et al., 2007). Tais resultados corroboram
com as propostas estruturais de coordenacao do ouro(lll) as bis (N-acil hidrazonas)
nos complexos C05, C06 e C08 (Figura 65).

Tabela 25 — Principais bandas nos espectros de infravermelho (cm') dos complexos
de ouro(lll) C05, C06 e CO08, obtidos em pastilhas de Csl na faixa de

700-140 cm
Compostos 0(Au-0) U(Au-N) u(Au-Cl)
C05 - 342/322 475/448
CO06 245/210 370/315 -
CO08 172 409/356 528

Legenda: Au(Hzginh)CI2]Cl-%2CHsOH (C05), [Au(Hpinh)OH]CI (C06) e [Au(Hzbpinh)CIz]CI-¥%CHsOH
(C08).
Fonte: A Autora, 2019.

Nas Figuras 69-71 estdo os espectros de IV na regido de 700-170 cm~ dos
complexos de ouro(lll) com as bis(N-acil hidrazonas) LO5, LO6 e LOS,

respectivamente.
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Figura 69 — Espectros no IV de CO5 obtido em pastilha de Csl
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Legenda: obtidos em pastilha de Csl na faixa de 700-170 cm~1.
Fonte: A Autora, 2019.

Figura 70 — Espectros no IV de C06 obtido em pastilha de Csl
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Legenda: obtidos em pastilha de Csl na faixa de 700-170 cm~.
Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 71 — Espectro no 1V de C08 obtido em pastilha de Csl
(@)
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Legenda: obtidos em pastilha de Csl na faixa de 700-170 cm1.
Fonte: A Autora, 2019.

5.2.2.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Na Tabela 26 estdo as principais atribuicées para o espectro de RMN de 'H
de CO05, C06 e C08 e na Tabela 27 estdo as principais atribuicdes para o espectro
de RMN de 3C de CO06.

O complexo CO06 foi caracterizado por espectroscopia de RMN de H e 13C em
DMSO-ds. CO5 e CO08 sdo poucos soluveis no referido solvente e para esses
compostos so foi possivel obter espectros de RMN de 'H. Os sinais encontrados nos
espectros de RMN de 'H dos complexos CO5 e C08 referentes aos hidrogénios dos
ligantes LO5 e LO8, respectivamente mostraram-se deslocados para valores de
maior deslocamento quimico. H4 um sinal em 12,36 ppm no espectro de L0O5 e em
11,02 ppm no espectro de L0O8 livres que s&o caracteristicos de N-H de isémero E,
ceto ou O-H de isbmeros E/Z, enol; entretanto, apenas com os espectros de RMN
de 'H ndo é possivel concluir definitivamente sobre o modo como tais ligantes se

coordenaram ao ouro(lll) (Figuras 72 e 73). Posteriormente foi feita uma tentativa de
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obtencao desses dados utilizando CD3OD, mas nédo foram obtidos espectros, devido

a limitacdes de solubilidade.

Figura 72 — Espectro de RMN de 'H de C05 obtido em DMSO-ds
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Fonte: A Autora, 2019.

Figura 73 — Espectro de RMN de H de C08 obtido em DMSO-ds
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Fonte: A Autora, 2019.
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Os sinais no espectro de RMN de *H do complexo C06 estédo deslocados em
relacdo a bis(hidrazona) L0O6 livre. O sinal em 12,93 ppm é também referente ao
préton de grupos N-H ou O-H em isébmeros E, ceto ou E/Z, enol porém sé&o
identificados sinais menores na faixa de 12,67 — 11,52 ppm que sinalizam uma
possivel descomplexacdo em solucdo (Figura 74). No espectro de RMN de °C os
sinais com deslocamento quimico em 161,68 e 160,52 ppm indicam que é provavel
gue pelo menos uma das carbonilas, que ndo coordenou-se ao ouro(lll), tenha sido

protonada de forma que L06 apresente-se na forma de E ou Z, enol (Figura 75).

Figura 74 — Espectro de RMN de H de C06 obtido em DMSO-ds
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Legenda: Ampliacdo da regido de 14,00-7,00 ppm de (a) LO6 e (b) do composto C06.
Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 75 — Espectro de RMN de 3C de C06 obtido em DMSO-ds
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(n°), multiplicidade (M)2,

énios

A

de hidrog

-

ndamero
constantes de acoplamento® e deslocamentos quimicos (6, em ppm)

dos principais sinais de 'H para L05, L06 e L0O8 e seus complexos de

ouro(lll) CO5, C06 e CO8 em DMSO-ds

Tabela 26 — Atribuicdes (A),
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Tabela 27 — Atribuicbes (A) e deslocamentos quimicos (6, em ppm) dos principais
sinais de 3C para L06 e C06 em DMSO-de

A 5 (ppm)
LO6 CO06
R 150,41 146,04
c@3) 122,05 124,51
C(4) 140,69 143,87
c(5) 163,09 161,68
c(6) 149,56 149,49
C(7) 149,11 144.14
c(8) 162,90 160,52
C(9) 140,02 nd
C(10) 121,54 123,97
c(11) 150,10 145,42
c(12) 26,54 nd

Fonte: A Autora, 2019.

5.2.2.4 Espectroscopia eletronica (UV-visivel)

Os espectros eletrdnicos de LO5 (Figura 76) e LO6 (Figura 77) livres
apresentam duas bandas de absorcdo, sendo a banda mais intensa com Amaximo
entre 316-321 nm (¢ = 2,57 x 10* e 4,27 x 10* mol* dm® cm™) e a segunda banda
encontra-se em 437-432 nm (¢ = 2,03 x 103 e 1,70 x 10%® mol* dm3 cm™) é menos
intensa. Para L08 (Figura 78), sao identificadas duas bandas sobrepostas e de maior
energia do que as bandas caracteristicas de L05 e L06, estando elas em 277 e 300
nm e com intensidades de mesma ordem de grandeza (¢ = 1,64 x 10* e 1,60 x 10*
molt dm3 cm™).

Todas as absorgcdes podem ser atribuidas a transicées do tipo m—1* e n—1*
realizadas por elétrons presentes nas ligacdes duplas, principalmente do grupo
carbonil (C=0) e do grupo iminico (C=N). E importante ressaltar que a substituicio
dos grupos R1 e Rz em L0O6 e LO8 por grupos metil e etil promoveu deslocamento
batocrémico (em comparacdo a LO5 cujos substituintes R1 e Rz sédo hidrogénios). O

fato de tais grupos néo terem par de elétrons isolados e mesmo assim promoverem
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um efeito batocrOmico pode estar associado a uma interacdo resultante da
sobreposicdo de orbitais ligantes C—H com o sistema 1, num efeito de
hiperconjugacéao (KRIZ; PAVIA; LAMPMAN, 2010).

Os espectros eletronicos no UV-vis dos complexos C05, C06 e CO08
apresentam uma banda de absor¢éo na faixa de 306-322 nm (¢ = 2,55 x 10% e 3,6 x
10* molt dm® cm™), respectivamente. Em todos os compostos as bandas estdo
deslocadas para energias mais altas (deslocamento hipsocrdomico), sendo que para
C08 o deslocamento € mais evidente que para C05 e CO05. Tal efeito € 0 oposto ao
observado para as bis(hidrazonas) livres; sendo assim, pode-se concluir que a
coordenacdo ao ion metdlico ouro(lll) promove uma mudanca significativa no
ambiente quimico a ponto de reverter o efeito batocrémico inicial.

Todos os complexos foram avaliados quanto a estabilidade em DMF apés 1 h
da leitura da solucdo de absorbancia 1,0. Os espectros obtidos em t = 1h sofreram
uma pequena modificacdo em relacdo aos espectros de t = Oh; desta forma,
considera-se que nesta concentracdo, 0s compostos sdo razoavelmente estaveis em
solucéo.

Na Tabela 28 sdo apresentados os comprimentos de onda (Amax) €
coeficientes de absortividade molar (¢) de bandas observadas nos espectros
eletrbnicos das bis(N-acil hidrazonas) livres e de seus complexos de ouro(lll) em
DMF.

Tabela 28 — Valores de comprimentos de onda (Amax) € coeficientes de absortividade
molar (¢) de bandas observadas nos espectros eletronicos de L05, L06 e

LO8 de seus complexos de ouro(lll) em DMF

Composto Amax (nm) € (moltdm3cm™)

LO5 321 2,57 x 10%

437 2,03 x 103
C05 322 3,60 x 103
LO6 316 4,27 x 104

432 1,70 x 103
C06 317 3,20 x 104
LO8 277 1,64 x 10*

300 1,60 x 10*
Cco8 306 2,55 x 104

Fonte: A Autora, 2019.



Figura 76 — Espectros eletronicos no UV-vis de L0O5 e CO5 em DMF
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Fonte: A Autora, 2019.
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Figura 77 — Espectros eletronicos no UV-vis de L0O6 e CO6 em DMF
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Legenda: (a) Curvas de diluicdo LO6 em DMF; (c) e (d) regressdes lineares referente as curvas de
diluigdo no grafico Absorbancia versus Amaximo, R e R de L06 (A =316 e 432 nm) e C06
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composto C06 imediatamente apds o preparo e 1 hora depois.

Fonte: A Autora, 2019.



Figura 78 — Espectros eletronicos no UV-vis de L0O8 e CO8 em DMF

145

08477

Abs

014_,\\\7\ Ly

0,04

——1L08,6,2x10°M
rrrrrrrrr L08, 49x 10°M

L08, 3,7 x 10° M
———————— L08, 2,4 x 10° M
rrrrrr L08,1,2x 10° M
C08,4,0x10° M

T T
300 350

Abs

T T T T 1
400 450 500 550 600

A (nm)

——C08,4,0x10°M
rrrrrrrrrr €08,3,2x 10°M

C08,2,4x10°M
———————— €08, 1,6 x 10°M
rrrrrrr C08,0,8x10°M

T T
300 350

T T T T 1
400 450 500 550 600

A (nm)

= A=277nm
R =0,9998
%% R2=0,9996

Abs

0,6

0,3

* A=297 nm
R =0,99971
R2=0,9994

T T
0,0 2,0x10° 4,0x10°

. Concentracdo (mol L1)

0,9 1

Abs

0,6 4

0,3

e A=306 nm
R =0,99967
R2=0,99934

T T T
1,0x10° 2,0x10° 3,0x10°

Concentra¢do (mol L)

0,8 -

Abs

0,6

0,4

0,2

0,0+

- C08,t=0
——C08,t=1h

T T T T T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600

A (nm)

Legenda: (a) Curvas de diluicdo LO8 em DMF; (b) e (d) regressdes lineares referente as curvas de
diluicdo no gréafico Absorbancia versus Amaximo, R e R? de L08 (A =277 e 297 nm) e C08
(A = 306 nm), respectivamente; (b) curvas de diluigdo de C08 em DMF e (c) Curvas do
composto C08 imediatamente apds o preparo e 1 hora depois.

Fonte: A Autora, 2019.
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5.2.3 Ensaios bioldgicos

Todas as bis(N-acil hidrazonas) derivadas de isoniazida e seus complexos de
ouro(lll) foram enviados para realizacdo dos ensaios biolégicos na UFMG. Até o fim
da elaboragéo da tese os resultados ndo foram enviados os resultados. Com a
finalizacdo dos ensaios, os resultados serdo publicados em artigo dos complexos de

ouro(lll) com as bis(N-acil hidrazonas).
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CONCLUSAO

No presente trabalho foram sintetizadas N-acil e bis(N-acil hidrazonas)
derivadas de isoniazida e seus complexos metalicos ouro(lll) com a finalidade de
caracterizar e investigar o possivel potencial citotoxico frente as linhagens de células
tumorais: HL-60 (leucemia humana promielocitica)), MCF-7 e MDA-MB-231
(carcinoma de mama), HCT-116 (carcinoma colorretal) e PC-3 (préstata); além da
linhagem nao tumoral HEK-293 (células n&o tumorais embrionarias de rim humano).

As estruturas dos compostos sintetizados foram elucidadas com o auxilio de
diferentes técnicas, como: ponto de fusdo; analise elementar; espectrometria de
massas, espectroscopia de 1V, UV-visivel e RMN e condutivimetria. Devido a baixa
solubilidade de alguns compostos, foram necessarias diversas tentativas de
solubilizag&o e repeticdo de determinadas analises (quando disponiveis).

Foram sintetizadas e caracterizadas as N-acil e bis(N-acil hidrazonas): Hpcih
(LO1), Hapih (L02), Hbpih (L03), Hpamih (L04), Hzginh (LO5), Hzpinh (LO6) e
Hzpamih (LO7) — descritas na literatura, e Hzbpinh (L08), que é inédita. Dentre os
complexos, foram obtidos e caracterizados seis novos complexos:
[Au(Hspcih)Cls]Cl2:2H20 (C01), [Au(Hsbpih)Cls]Cl2-2H20 (C03) e
[Au(pamih)Cl2]-%2CH30H (C04), Au(H2ginh)CI2]CI-%2CH30H (CO05), [Au(Hpinh)OH]CI
(C06) e [Au(Hz2binh)CI2]CIl-%2CH3OH (C08); tendo como ligantes L01, LO3-L06 e
LO8.

Todos os compostos foram enviados para os ensaios biolégicos com a
finalidade de avaliacdo da atividade citotoxica preliminar e posterior realizacdo do
ensaio clonogenicidade e analise do ciclo celular dos compostos com resultados
mais promissores. Contudo, até o momento somente os resultados de LO1, LO2,
L04, C01, C0O3 e C04 haviam sido liberados.

LO2 foi N-acil hidrazona com maior atividade citotoxica frente as linhagens
HL-60, MCF-7, PC3 e HCT-116. A especificidade de L02 frente a linhagem HL-60 é
evidenciada pela reducéo da viabilidade celular desta linhagem em mais de 50%.
Frente as demais linhagens L02 foi ativa, porém nao reduziu a viabilidade em mais
de 50%. LO2 ainda se mostrou mais ativo que os compostos de referéncia —

isoniazida (INH), a cisplatina (CIS) e o etop6sido (ETO), para todas as linhagens.
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Os complexos C01, C03 e C04 mostraram-se mais ativos frente as linhagens
HL-60, MCF-7, MDA-MB-231 e HCT-116 na concentragdo de 5 ymol L ao inibir a
viabilidade célula em mais de 50%. CO03 apresentou um resultado bastante
expressivo frente as células das linhagens HL—60 e HCT-116, ICs0 = 2,4 £ 2,17 e 2,4
+ 1,3 uymol L', respectivamente. Sendo mais potente que o sal de ouro(lll)
HAuCl4.3H20 e o etoposideo contra as linhagens: MDA-MB-231, MCF-7 e
HCT-116, respectivamente. Com a determinacdo do indice de seletividade, C03 é 8
vezes mais téxico para as linhagens HL—-60 e HCT-116 do que para as células
HEK-293 (células ndo tumorais).

No ensaio clonogénico, o ICgo de CO3 foi mais ativo, com a fragdo de
sobrevida zero; isto €, células de HCT-116 ndo mantiveram a capacidade de
produzir descendentes apds o tratamento com o composto. Sendo o ICso e ICgo de
C03 proximos aos valores encontrados para L02 (Tabela 13, pagina 97) podemos
considerar que a coordenacao ao ion ouro(lll) foi uma estratégia valida para produzir
um composto potencialmente citotoxico e seletivo. HAuCl4-3H20 nao teve acgéo
efetiva constatada no ensaio clonogénico, o que nos permite considerar que as
alteracbes quimicas influenciaram de fato na a¢éo do ion ouro(lll) no composto CO03.

Com a andlise de tais resultados, é possivel concluir que foi possivel obter
compostos com interessante atividade citotoxica e com interessantes propriedades
farmacoldgicas, especificamente para o caso de C03. Ha ainda a necessidade de
elucidacdo dos mecanismos pelos quais C03 promove a morte celular, uma vez que

ja ficou comprovado que o0 mesmo nédo induz apoptose nas células tumorais.
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APENDICE A — N-acil hidrazona L01
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A1l — Espectro no IV obtidos em pastilha de KBr na faixa de 4000—400 cm™
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Legenda: (a) isoniazida — INH e (b) LO1.
Fonte: A Autora, 2019.
A2 — Espectro de massas de L01, obtido em metanol no modo positivo
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Legenda: 2 relacdo massa/carga (m/z) experimental, b relacdo massa/carga calculada. Regido
ampliada de 240-250 m/z. Atribuicdo destacada: C12H13N4O2".

Fonte: A Autora, 2019.

A3 — Espectro de RMN de 'H obtido para (a) isoniazida e (b) hidrazona LO1 em

DMSO-ds.
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Legenda: Ampliagdo da area destacada na regido compreendida entre 7,42 — 8,81 ppm com a
estrutura do isdBmero majoritario e o destaque dos sinais caracteristicos das trés espécies
identificadas em solucéo.

Fonte: A Autora, 2019.

A4 — Espectro de RMN de '3C obtido para (a) isoniazida e (b) hidrazona LO1 em
DMSO-de.
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Legenda: Ampliacdo da area destacada na regidao compreendida entre 168,20 — 161,40 ppm para
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Fonte: A Autora, 2019.



APENDICE B - N-acil hidrazona L02

B1 — Espectro no infravermelho de L02, obtido em pastilha de KBr
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B2 — Espectro de massas da hidrazona L02, obtido em metanol no modo positivo
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Legenda: 2 relacdo massal/carga (m/z) experimental, b relacdo massa/carga calculada. Regido
ampliada de 260 — 270 m/z. Atribuicdo destacada: CisH12N4NaO*.
Fonte: A Autora, 2019.
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B3 — Espectro de RMN de *H de L02 em DMSO-ds na regido de 17,90 - -1,28 ppm
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Legenda: Estrutura e assinalamento dos principais sinais do espectro de H com ampliacédo da regido

entre 9,00 — 7,30 ppm.
Fonte: A Autora, 2019.
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Legenda: Ampliagdo da regido entre 170 — 160 ppm para caracterizacdo dos sinais de C(8) dos trés

isbmeros.
Fonte: A Autora, 2019.
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APENDICE C - N-acil hidrazona L03

C1 — Espectro no infravermelho da hidrazona L03, obtido em pastilha de KBr
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C2 — Espectro de massas da hidrazona L03, obtido em metanol no modo positivo
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Legenda: 2 relagdo massal/carga (m/z) experimental, ? relagdo massa/carga calculada. Atribuicédo
destacada: CssHs1NsNazO3%".
Fonte: A Autora, 2019.
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C3 — Espectro de RMN de 'H de LO3 em DMSO-ds na regido de 15 — 0 ppm
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Fonte: A Autora, 2019.
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C4 — Espectro de RMN de 3C da hidrazona L03 em DMSO-ds na regido de 220 — 0
ppm.
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Fonte: A Autora, 2019.



APENDICE D — N-acil hidrazona L04

D1 — Espectro no infravermelho da hidrazona L04, obtido em pastilha de KBr
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Fonte: A Autora, 2019.

D2 — Espectro de massas da hidrazona N, obtido em metanol no modo positivo

Intens. ] +MS, 0.4min #25
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Legenda: 2 relagcdo massal/carga (m/z) experimental, ? relagdo massa/carga calculada. Atribuicédo

destacada: C12H11NsNaO*.
Fonte: A Autora, 2019.



D3 — Espectro de RMN de 'H da hidrazona L04 em DMSO-ds
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Fonte: A Autora, 2019.
D4 — Espectro de RMN de *3C da hidrazona L04 em DMSO-ds
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Fonte: A Autora, 2019.
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APENDICE E — Complexo C03

E1l — Espectro de massas de C03, obtido em metanol no modo positivo
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Fonte: A Autora, 2019.
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APENDICE F - Bis(N-acil hidrazona) L06

F1 — Espectro de DEPT-135 de L06 obtido em DMSO-ds
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