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RESUMO

Complexos metélicos tém obtido grande importancia no ramo da Quimica Bioinorgénica
devido aos seus grandes potenciais farmacoldgicos que eles apresentam. O presente
trabalho relaciona a influéncia de diversos sais de cobre(ll) na formacdo e nas
propriedades de complexos metalicos de cobre(1l) com um ligante hidrazona derivado da
vitamina B6, conhecido como Piridoxal benzoilhidrazona (PLBHZ). Foram sintetizados
quatro novos complexos, sendo eles: [CuCl,(PLBHZ)] (1), [CuBr2(PLBHZ)] (2),
[CuCI(PLBHZ)H20]-NO3-H20 (3) e [CuSO4(PLBHZ)H20]-3H20 (4). Os complexos
tiveram suas estruturas cristalinas elucidadas por difracdo de raios X de monocristal e
foram caracterizados também por espectrometria de massas, espectroscopia na regido do
ultravioleta visivel, espectroscopia de infravermelho em ATR e analise elementar.
Observou-se que em todos os complexos o aomo de cobre(ll) apresenta-se
pentacoordenado com uma geometria piramide de base quadrada distorcida coordenado
a uma molécula da base de Schiff atuando de forma tridentada pelo sistema doador-ONO.
fons provenientes do sal de cobre ou moléculas de solvente ocupam o0s outros sitios de
coordenacdo do centro metalico. As interacbes de empilhamento 77 ¢ ligagdes de
hidrogénio intra e intermoleculares foram investidagadas pela analise da superficie
Hirshfeld através das fungdes dnorm, di € de, graficos de impresséo digital e mapas de
interacdo, obtendo atraves de um padrdo de cores e graficos informacdes sobre as
interacbes existentes entre 0s complexos sintetizados. A atividade biolégica dos
complexos sintetizados foi testada frente a bactérias Gram-positiva (Staphylococcus
aureus) e Gram-negativa (Escherichia coli) no qual foi possivel observar um resultado
satisfatorio do ligante livre e dos quatro complexos sintetizados quanto a atividade
citotoxica corroborando com os resultados de andlise realizado por docking molecular,
no qual foi possivel observar por dados computacionais como o ligante e cada um dos
complexos interage com as proteinas alvo e as bactérias que foram testadas. Os resultados
obtidos através da analise biologica estdo de acordo com o que foi estudado atraves dos
estudos de docking molecular, demonstrando que o ligante livre e 0s complexos sdo

possiveis potenciais farmacoldgicos frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Palavras-chaves: Vitamina B6, hidrazonas, complexos de cobre(ll), difracdo de raios X,

superficie de Hirshfeld, atividade bioldgica e docking molecular.



ABSTRACT

Metal complexes have gained great importance in the field of bioinorganic chemistry due
to their great pharmacological potential. The present work relates the influence of various
copper(Il) salts on the formation and properties of copper(ll) metal complexes with a
hydrazone ligand derived from vitamin B6, known as pyridoxal benzoylhydrazone
(PLBHZ). Four new complexes were synthesized: [CuCl,(PLBHZ)] (1),
[CuBr,(PLBHZ)] (2), [CuCI(PLBHZ)H>0]-NO3-H.0 (3) and
[CuSO4(PLBHZ)H20]-3H.0 (4). The crystal structures of the complexes were elucidated
by single-crystal X-ray diffraction and they were also characterized by mass
spectrometry, ultraviolet-visible spectroscopy, ATR infrared spectroscopy and elemental
analysis. It was observed that in all the complexes the copper(l1) atom is pentacoordinated
with a distorted square-base pyramid geometry coordinated to a Schiff base molecule
acting in a tridentate manner through the donor-ONO system. lons from the copper salt
or solvent molecules occupy the other coordination sites of the metal center. The stacking
interactions 7----w and intra- and intermolecular hydrogen bonds were investigated by
Hirshfeld surface analysis using the dnorm, di and de functions, fingerprint graphs and
interaction maps, obtaining information on the interactions between the synthesized
complexes through a color pattern and graphs. The biological activity of the synthesized
complexes was tested against Gram-positive (Staphylococcus aureus) and Gram-negative
(Escherichia coli) bacteria, in which it was possible to observe a satisfactory result for the
free ligand and the four synthesized complexes in terms of cytotoxic activity,
corroborating the results of the analysis carried out by molecular docking, in which it was
possible to observe by computational data how the ligand and each of the complexes
interacts with the target proteins and the bacteria that were tested. The results obtained
through the biological analysis are in line with what was studied through the molecular
docking studies, demonstrating that the free ligand and the complexes are possible

pharmacological potentials against Gram-positive and Gram-negative bacteria.

Keywords: Vitamin B6, hydrazones, copper(ll) complexes, X-ray diffraction, Hirshfeld

surface, biological activity and molecular docking.
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1. INTRODUCAO

A quimica bioinorganica é um campo que abrange diversos temas e dentre eles, a
bioquimica e a quimica inorganica.'? O corpo humano € constituido de proteinas, lipidios,
carboidratos e minerais e para manutencao de varias funcdes fisiologicas é necessario a
utilizacdo de metais para a composicdo de importantes estruturas que garantem o bom
funcionamento do organismo, como transporte de moléculas e constituintes de enzimas.®
% Certos metais de transicdo sdo encontrados no corpo humano em pequenas quantidades
e exercem importantes fungdes, como por exemplo o cobalto, que participa como cofator
das enzimas metilmalonil-CoA mutase, auxiliando no processo de detec¢do da quantidade
de vitaminas B12 presente e a metionina sintase®’, que participa da fortificacéo de cabelos
e unhas. O cobre que esta presente na sintese de neurotransmissores e mielinizagdo®®, o
niquel é um dos sitios ativos da enzima urease!®!! e o ferro é o metal mais abundante no
corpo humano, auxiliando no transporte de oxigénio pelo corpo e sendo estocado em
células especificas para uso futuro.®> Os ions desses diversos metais tem sido objeto de
estudo devido as suas fortes interacbes com biomoléculas que sdo extremamente
importantes para o funcionamento do corpo humano, como por exemplo em aminoacidos,
peptideos e proteinas.’> Uma das vertentes estudadas pela quimica bioinorganica sdo as
interacdes existentes entre 0s centros metalicos e as vitaminas.

Uma classe de compostos que apresenta ampla aplicacdo e propriedades
biologicas sao as hidrazonas, que sdo compostos organicos sintetizados a partir de reacdes
de condensagdo de hidrazidas ou hidrazinas com aldeidos e cetonas.®*'* As hidrazonas
sdo bases de Schiff que contém o grupo R2C=N-NH-C=0 e devido sua versatilidade é
possivel a sua aplicacdo em diversos campos da ciéncia.® Na quimica sua ampla
aplicacdo é devido a presenca do grupo carbonila que aumenta a acidez do grupo amino,
aumentando a sua reatividade com centros metalicos via coordenacdo dos atomos
doadores de elétrons NO. Sua variedade de sitios de coordenacdo tem ganhado relevancia
na quimica bioinorganica devido as diversas aplicacdes que podem ser usadas, tais como,
aplicacdo farmacologica com atividade antibacteriana, antifingica, antitubercular,
antioxidante e agentes antitumorais, entre outras.'®'8 A Figura 1 representa a estrutura

basica de um ligante hidrazona.



Figura 1. Representaco geral da estrutura de uma hidrazona em seu tautdémero cet6nico, sendo 0s grupos
R = grupos alquilas ou arilas.
Desde a segunda metade do século XX os estudos sobre a vitamina B6 trazem a

importancia da sua atividade bioldgica e quando sdo parte integrante de ligantes.
Derivados da vitamina B6 formam diferentes ligantes com hidrazidas e estes ligantes
também sdo caracterizados como bases de Schiff e quando coordenados com metais
especificos tendem a aumentar a sua eficécia, visto que as cargas das moléculas sdo
estabilizadas devido a ligagdo do ion metalico com o ligante.’®?° Neste sentido neste
trabalho utilizou-se o composto piridoxal (Figura 2), que é uma das formas ativas da
vitamina B6 e que além de participar na catalise enziméatica também demonstra amplas
funcBes bioquimicas, incluindo atividade antioxidante direta em fungos.?:?? O piridoxal
foi utilizado na reacdo de condensacdo com a benzidrazida para produzir a hidrazona
desejada e posteriormente ser utilizada nas reacdes de complexacao.
OH
H
VN
— o
OH

Figura 2. Representacdo da estrutura do piridoxal derivado da vitamina B6.

1.1. Piridoxal (vitamina B6)

As vitaminas possuem papel fundamental na regulacdo metabdlica e fisiologica
do corpo humano.? A vitamina B6 é uma das constituintes das vitaminas do complexo B
(B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9 e B12), que desenvolvem diferentes fungdes quanto ao
metabolismo dos trés macronutrientes primario, sendo eles, os lipidios, carboidratos e as
proteinas. A falta da vitamina B6 pode acarretar inimeros problemas, como ja foi relatado
na literatura, como depressdo, anemia, doencas renais nauseas, confusdo, dermatite e
perda de sono.?®

A vitamina B possui este nome devido aos seis grupos de vitaminas soliveis em
agua que a compde (Figura 3), sendo elas, a piridoxina, piridoxal, piridoxamina derivados
da 3-hidroxi-2-etilpiridina e a 5-fosfato piridoxina, 5-fosfato piridoxal, 5-fosfato
piridoxamina derivados das trés primeiras vitaminas fosforiladas.?>?* De forma simples,
a vitamina B6 é uma piridina com sua estrutura possuindo duas substitui¢des, uma na

posicao 5, sendo um grupo hidroxila e na posic¢ao 6, sendo um grupo metila. A posicéo 4



é 0 ponto de mudanca entre as seis estruturas, pois podem ser um grupo hidroximetilado
(CH2-OH), aldeido (CHO) ou uma amina (NH>). A conversdo da piridoxina em 5-fosfato
piridoxina é realizado pela enzima piridoxal quinase (PirQ), que funciona catalisando a
fosforilagdo da piridoxina através da molécula de adenosina trifosfato (ATP) que se
converte em adenosina difosfato (ADP) ap6s a doacdo de um do fosfato na reacdo de
conversdo. A partir da 5-fosfato piridoxina € possivel sintetizar a 5-fosfato piridoxal e 5-
fosfato piridoxamina via 5-fosfato piridoxina oxidase (PirO), o processo de oxidase
utiliza do oxigénio molecular como catalisador de uma reacdo de oxirreducdo. Porém
ambos 0s compostos podem ser sintetizados também pelo processo envolvendo a enzima
piridoxal quinase. O esquema abaixo representa todas as seis vitaminas B6 e seus

processos de interconversao.
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Figura 3. Representacdo dos tipos de vitaminas B6 existentes e seus processos de interconversao.

O presente trabalho teve como foco a sintese de hidrazonas com diferentes sais de
cobre(ll) e a caracterizacdo quimica e estrutural dos seus complexos metalicos. As
hidrazonas sdo compostos derivados do piridoxal. A escolha desse tipo de vitamina B6
foi devido aos diversos estudos que existem sobre essa classe de composto, pois é um
cofator que esta presente em mais de 150 reacGes enzimaticas. Com relacdo a medicoes
de niveis de Vitamina B6 no corpo humano é o fator mais importante?®, além de

apresentar significativa atividades bioldgica.”® Além da sua capacidade de formar



complexos com diferentes metais, podendo gerar a formagdo de estruturas
supramoleculares.?® Compostos derivados do piridoxal podem apresentar diferentes tipos
de coordenacdo com metais de caracteristicas duro/mole além de serem excelentes
ligantes do tipo NO-doador.

O ligante utilizado nas sinteses dos complexos deste trabalho, o
piridoxalbenzoilhidrazona (PLBHZ). O PLBHZ j& possui sua estrutura cristalina
elucidada e descrita na literatura®’ (Figura 4), possuindo como caracteristicas principais
a complexacdo através da sua forma neutra, devido a carga negativa que o atomo de
oxigénio do grupo fenol adquire apés a complexacdo, balanceando a carga positiva
existente com a protonacao do atomo de nitrogénio na piridina. Os trés sitios possiveis de
coordenacdo, sdo 0 atomo de oxigénio do grupo fendlico, o &omo de nitrogénio do grupo
azometinico e o &tomo de oxigénio do agrupamento amida, tornando o ligante um doador
do tipo ONO. Conforme descrito na literatura, inicialmente este ligante foi utilizado para
complexagdo com derivados de urénio, com objetivo de trazer novos modelos de
prevencdo e captura de elementos radioativos e pesados, e com vanadio que apresenta

uma certa atividade bioldgica.?’

Figura 4. Projecdo ORTEP do ligante livre (PLBHZ).

Em 2015, Dayer e colaboradores interessados em pesquisar a atividade
antibacteriana de algumas bases de Schiff derivadas da condensagdo de B-dicetonas com
derivados do aminofenol, realizaram testes a partir de derivados hidrazénicos coma 1,3-
dicetona e seus complexos metélicos de organoestanho(lV). Esses compostos tém um
papel interessante devido ao seu grande potencial farmacoldgico, pois interagem em
diversos sistemas bioldgicos. Os testes foram realizados in vitro a partir do teste Kirby-
Bauer de difusdo em disco em bactérias Gram-positiva Bacillus subtilis e Staphylococcus

aureus e Gram-negativa Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.?
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Figura 5. Estrutura cristalina dos ligantes HL* e H,L2.

Dois complexos foram sintetizados a partir da solu¢do do ligante H>L com
trietilamina reagindo com compostos SnR2Cl, (R= Me ou R= Ph). O primeiro complexo
é formado a partir da adigcdo do sal SnMe2Cl., enquanto o segundo complexo foi formado
com a adicdo do sal SnPhoCl. A caracterizagcdo dos complexos e do ligante foram feitas
por meio de técnicas espectroscopicas e analise elementar, onde foi possivel elucidar
apenas o complexo [Sn(L)(CHs)2] através de difracéo de raios X de monocristal (Figura
6).28

Figura 6. Estrutura cristalina do complexo de estanho [Sn(L)(CHs).] com ligante hidrazona H.L.

Os dados espectrais demonstram que o ligante encontra-se na forma ciclica,
coordenado ao centro metalico de forma tridentada por meio do atomo de nitrogénio do
grupo imina e os atomos de oxigénio dos grupos enol. Duas metilas completam a esfera
de coordenagdo do centro metalico que apresenta geometria bipiramide trigonal.?®

A atividade antibacteriana do complexo foi testada em testes in vitro junto com
seis farmacos, sendo eles o Viz, vancomycin, Streptomycin, penicillin, nalidixic acid e
Gentamycin e as bactérias utilizadas foram Gram-positiva e Gram-negativa. O ligante
H>L apresentou atividade citotoxica contra todas as bactérias, sendo que quando exposto
em concentracdes maiores apresentou atividade moderada. Dos dois complexos
sintetizados, apenas o complexo [Sn(L)(CHzs)2] apresentou atividade antibacteriana, com
um valor de zona de inibicdo (area em volta do disco que ndo apresenta crescimento)

igual a 12 mm, com efeitos inibitérios maiores que seu ligante?®



Em 2014, Pisk e colaboradores estudaram o potencial catalitico de complexos de
molibdénio com ligantes hidrazonas derivados do piridoxal, com objetivo de estudar o
comportamento de complexos mono e polinucleares de molibdénio(VI). Os estudos
cataliticos foram feitos sem a utilizacdo de solventes organicos, apenas na presenca de
agua, portanto foi dado um foco maior no efeito da natureza das espécies de molibdénio.
Para a reacdo de complexagdo foram sintetizados trés ligantes hidrazonas com diferentes

grupos terminais H.L'3 (Figura 7).
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Figura 7. Estrutura dos ligantes HaL13.

Os complexos (Figura 8) mononucleares foram sintetizados a partir dos ligantes
H2L com o sal de acetato de molibdénio(VI) em metanol. Os complexos polinucleares
foram produzidos a partir dos ligantes HoL* com sal de acetato de molibdénio(VI) em
acetonitrila. Em ambos os casos foi sintetizados dois novos complexos em cada um dos

solventes.?®

Figura 8. Projecdo ORTEP do complexo de molibdénio.

No complexo sintetizado o atomo de molibdénio apresenta nUmero de
coordenacdo igual a 6, no qual a complexacdo ocorre através do sistema doador ONO do
ligante, através do atomo de nitrogénio do grupo azometinico, do oxigénio do
agrupamento amida e do oxigénio do grupo fendlico. Pela estrutura é possivel notar que

o ligante esta presente com seu tautdmero endlico e sua forma isomérica E.?°



Os estudos cataliticos foram feitos com o substrato sendo o cicloocteno, a uma
temperatura de 80°C. Apo6s 6 h de analise observou-se que para todos os complexos a

conversao do cicloocteno foi moderada.?

1.2. Complexos de Cobre(l1)

O cobre é um dos metais de transicdo mais importantes existentes na natureza,
devido a sua gama de utilidades em processos bioldgicos enzimaticos e proteicos tanto
em plantas quanto em animais.® Ja foi relatado na literatura que niveis altos de metais
como o cobre no cérebro é um dos indicios de problemas neurodegenarativos como por
exemplo o Alzheimer e que os niveis de cobre recomendados no corpo humano é de 0,8
mg/dia.’! Atualmente, complexos de cobre(ll) com ligantes hidrazonas estdo sendo
sintetizados com o objetivo de obtencdo de novos compostos com aplicacdes
farmacéuticas devido as suas propriedades anticancerigenas, antitumorais e
antimicrobianas. 323

Em 2019, Yang e colaboradores sintetizaram trés novos complexos de cobre(l1)
com trés diferentes tipos de ligantes hidrazona com o objetivo de estudar a sua atividade
anticancerigena e seu potencial quanto a possiveis candidatos no tratamento contra o
cancer. Os ligantes utilizados neste trabalho (HL?) foram sintetizados de acordo com o

esquema abaixo (Figura 9).
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Figura 9. Esquema reacional da sintese dos ligantes HL3,

Para a sinteses dos trés complexos foi utilizado o sal de CuCl.®2H,0 com os
ligante HL!, HL? e HL3. A estrutura dos complexos é mostrada na Figura 10 onde é
possivel observar que os complexos apresentam o centro metalico coordenado a duas
moléculas do ligante através do sistema doador-ONN dos ligantes, sendo o atomo de
nitrogénio do grupo pirazina, o0 atomo de oxigénio do grupo carbonila e o atomo de
nitrogénio do grupo imina, com numero de coordenacéo igual a 6. O ligante esta presente

em sua forma de enolato e monodesprotonado.®*



Figura 10. Projecdo ORTEP dos trés complexos de cobre sintetizados.3*

A atividade citotoxica dos complexos foi determinada através de um ensaio MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-di-fenil brometo de tetrazolina) que tem como objetivo
avaliar a viabilidade celular. Os resultados de concentracao inibitéria (1Cso) obtidos mais
baixos em células cancerigenas do que em celulas ndo-tumorais para todos os complexos
e fraca atividade antiproliferativa dos ligantes livre, indica que 0s compostos obtiveram
resultados expressivos quanto a sua inibicdo, visto que quanto mais baixo o valor de ICso
for mais eficiente era aquele inibidor.*

Em 2020 um trabalho do Laboratério de Sintese inorganica e cristalografia
(LASIC) do Instituto de Quimica (1Q) da Universidade de Brasilia (UnB), descrito por
Santiago e colaboradores demonstraram que complexos de cobre(ll) e a sua atividade
biologica antimicrobiana, utilizando do meio de cultura Agar Mueller-Hinton para
testagem em bactérias Gram-positiva Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Enterococcus faecalis e Gram-negativas Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis e Enterobacter aerogenes. Para a sintese do ligante foram
utilizados a 2-acetilpiridina e a benzoihidrazida resultando no ligante 2-
acetilpiridinabenzoihidrazona (HL), que coordenou-se de forma tridentada e monoidnica,

resultando na formagio de um complexo mononuclear de cobre(ll), Figura 11.%°



Figura 11. Representagdo da estrutura cristalina do complexo [CuL(u-CH3;COO)]..
Observa-se que o complexo [CuL(pu-CH3COO)]2 apresenta em sua estrutura dois

grupos acetato fazendo pontes entre os dois &tomos de cobre e duas moléculas do ligante
HL se coordenando cada uma com um ion de cobre(ll). O ligante desprotonado se liga
atraves de trés sitios de coordenacdo (Npy, N e O), no tautdmero enolato e na forma
isomérica E. A estrutura do dimero € formada por dois centros assimétricos e a sua
geometria foi descrita a partir do parametro de Addison que comprovou ser pirdmide de
base quadrada.®®
A concentracgdo inibitoria minima (CIM), foi detectada por leitura de densidade

Optica a 595 nm e mostrou uma atividade antimicrobial significantemente maior para o
complexo comparado com o ligante livre, com valores de CIM = 64 uM e CIM = 128
uM. O ligante apresentou atividade com todas bactérias testadas, com excecdo da
Proteus mirabilis e Enterobacter aerogenes, sendo que aquela que apresentou maior
atividade contra foi a Staphylococcus epidermidis, apresentando um CIM = 64 puM.
Enguanto o complexo apresentou uma atividade significativa contra quase todas
bactérias, com excec¢do da Enterobacter aerogenes, sendo a Staphylococcus epidermidis
a com melhor resultado de CIM = 8 uM.*

Nesse sentido, o presente trabalho teve como foco principal a investigacdo quimica
e estrutural de uma hidrazona derivada do piridoxal frente a diferentes sais de cobre(ll),
para um melhor entendimento de sua quimica de coordenacdo e atividade citotdxica frente

e bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste presente trabalho foi sintetizar uma hidrazona derivada do
piridoxal (vitamina B6) e com o ligante sintetizado fazer reagdes de complexagdo com
diferentes sais de cobre(ll) com o objetivo de analisar como as diferentes trocas de ions
podem afetar a interacdo e estrutura dos complexos. Dessa forma, realizar as analise dos
complexos obtidos por diferentes métodos espectroscopicos e computacionais, a fim de
elucidar suas respectivas estruturas cristalinas e moleculares e estudar suas interagdes
intra e intermoleculares, bem como os efeitos das trocas de ions na formacdo dos
diferentes complexos. Além disso, estudar sua atividade biol6gica frente a bactérias e
comparar com os dados tedricos do estudo de docking molecular.

Dessa forma, tem-se como objetivos especificos:

I. Sintetizar uma hidrazona derivada do piridoxal (vitamina B6);

I1. Sintetizar diferentes complexos de cobre(ll) com o ligante obtido;

I11. Elucidar as estruturas cristalinas e moleculares dos compostos sintetizados utilizando

a técnica de difracdo de raios X de monocristal;
IV. Por meio das técnicas de espectrometria de massas, espectroscopias ultravioleta-
visivel, infravermelho por reflectancia total atenuada (ATR) e analise elementar realizar

a caracterizacdo complementar dos complexos sintetizados;

V. Analisar o mapa de potencial eletrostatico e as superficies de Hirshfeld dos compostos

sintetizados para avaliar as interacfes existentes nas estruturas cristalinas;

VI. Avaliar a atividade biolégica em cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas;

VII. Comparar os dados dos testes biolégicos com o estudo tedrico de docking

molecular.
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3. PARTE EXPERIMENTAL
3.1. MATERIAIS E METODOS
3.1.1. Reagentes e Solventes

A lista abaixo relaciona todos os solventes e reagentes que foram utilizados
durante a etapa de sintese e caracterizagdo dos compostos. Todos 0s solventes e reagentes
foram obtidos de forma comercial por meio das empresas Vetec e Sigma-Aldrich. Os
reagentes e solventes que foram utilizados sem prévia purificacéo prévia.

e Alcool metilico (P.A.), 99%

e Alcool etilico (P.A.), 95%

e Dimetilformamida (P.A.), 99%

e Piridoxal hidrocloreto, 99%

e Benzoilhidrazida, 98%

e Cloreto de cobre(Il) dihidratado 99%

e Brometo de cobre(ll) 99%

e Sulfato de cobre(ll) pentahidratado 98%
e Nitrato de cobre(ll) trihidratado 98%

Todas as técnicas espectroscopicas e computacionais que foram utilizadas na
caracterizacao do ligante e dos seus respectivos complexos se encontram descritas abaixo.
3.1.2. Difracéo de Raios X de Monocristal

Utilizada para elucidar as estruturas cristalinas e molecular dos compostos
sintetizados. A difracdo de raios X de monocristal consiste em incidir raios X no cristal
e assim difratar em diversas direcdes para conhecer angulos e comprimentos de ligacdes,
e poder determinar as posi¢des dos atomos na molécula. O equipamento utilizado foi o
difratbmetro SMART APEX Il CCD (Charge Coupled Device Detector Bruker) com
monocromador de grafite, que possui fonte de radiacio de Mo-Ka (0,71073A) e pertence
ao Instituto de Quimica da Universidade de Brasilia (1Q-UnB).

Todos os parametros calculados para as células unitarias foram obtidos a partir da
coleta de trés diferentes matrizes, na qual cada uma delas com doze imagens, que foram
analisas e refinadas para a obtencéo final dos dados de celas unitarias.

As estruturas foram solucionadas através de métodos diretos de refinamentos
utilizando o programa SHELXS-97% e finalizados pela opcdo SHELXL-2018% pelo
programa Bruker APEX Il e o programa OLEX2%'. As ilustracGes representando as

estruturas cristalinas e as celas unitarias dos compostos foram feitas através dos

14



programas, OLEX2%" e MERCURY?®, Os esquemas gréaficos e reacionais foram feitos
através do programa Chemdraw.

Na Tabela 1 encontram-se todos os dados da coleta e do refinamento das estruturas
cristalinas e moleculares dos quatro complexos sintetizados neste trabalho e analisados
por difracdo de raios X de monocristal.

Tabela 1. Dados das coletas de refinamento das estruturas cristalinas dos complexos

[CUCL(PLBHZ)] (1),

[CuBro(PLBHZ)]

e[CuSO4(PLBHZ)H,0]-3H,0 (4).

),  [CuCI(PLBHZ)H.0]-NOs-H.0

(3)

@ ) ®) (4)
Formula Molecular C15H15Cl.CuN3Os  CisH1sBroCuNsOsz  CisHigCICUN4Os CasHasCuN3O1S
Peso Molecular (g mol™) 419,74 508,66 482,33 516,96
Temperatura/K 296(2) 296(2) 296(2) 296(2)
Sistema Cristalino Monoclinico Monoclinico Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P2i/c P2i/c P2i/n P2i/c
a (A) 7,643(17) 7,812(6) 9,514(13) 7,578(7)
b (A) 18,955(4) 19,072(16) 15,720(2) 16,872(16)
c(A) 12,926(3) 12,912(10) 12,825(17) 16,665(15)
B(® 96,112(5) 95,617(2) 100,198(2) 91,085(2)
Volume (A3) 1862,1(7) 1914,5(3) 1887,8(4) 2130,1(3)
Z 4 4 4 4
Pealcd (Mg cm3) 1,497 1,765 1,697 1,612
u (mm) 1,477 5,332 1,352 1,186
F(000) 852 996 988 1068
Reflexdes coletadas 42873 43653 43261 48277
Reflexdes 3440/0,099 3520/0,076 3485/0,063 3921/0,070
independentes/Rint
Pardmetros de rede 3440/0/220 3520/0/220 3485/0/273 3921/0/287
Transmissdo max/min 0,806/0,737 0,370/0,300 0,745/0,672 0,745/0,621
R final [I > 26(I)] 0,041/0,102 0,058/0,181 0,029/0,072 0,033/0,075
GooF 1,056 1,059 1,043 1,024
Densidade eletrénica 0,306/-0,327 1,38/-1,855 0,303/-0,346 0,296/-0,310

residual (eA-3)

3.1.3. Espectrometria de Massas

A espectrometria de massa auxilia na identificacdo dos compostos por meio da sua

fragmentacdo e disponibiliza a relagdo massa/carga (m/z) apds tratamento da amostra. As
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amostras foram obtidas através da solubilizacdo do ligante livre e dos complexos em
metanol, na concentragdo de 10 mol.L™ e posterior adicdo de 1 gota de acido acético
glacial com o objetivo de obter as estruturas com carga positiva. O equipamento utilizado
para analise foi o Espectrdmetro AB Sciex TripleTOF 5600+ localizado no Instituto de
Quimica (1Q) da Universidade de Brasilia (UnB).
3.1.4. Espectroscopia na Regido do Ultravioleta-Visivel

Os espectros de absor¢do molecular na regido do ultravioleta-visivel foram
obtidos pela absorcdo de radiacdo eletromagnética na faixa de 250 — 1000 nm para
observar as transicdes eletronicas que ocorrem nos ligantes e nos complexos. As solugdes
foram preparadas no solvente MeOH em concentragdes de 2.10° e 2.10° mol.L™.
Utilizou-se o espectrofotdmetro Agilent HP 8453 pertencente ao 1Q-UnB.
3.1.5. Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos com o
auxilio do acessorio de reflectancia total atenuada (ATR) com cristal de diamante.
Empregou-se na caracterizagdo das amostras o espectrofotometro FT-IR Varian 640 na
regido de 4000-400 cm™* com nimero de scan 32 e resolugdo igual a 4, pertencente ao
1Q-UnB.
3.1.6. Analise Elementar CHN

Determinacéo dos teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio dos compostos para
contribuir na caracterizacdo da sua composicdo. Utilizou-se o equipamento Perkin
Elmer/Series 11 2400 analyzer, pertencente ao 1Q-UnB.
3.1.7. Ponto de Fuséo

A determinacéo do ponto de fusdo dos compostos permitiu verificar a sua pureza.
Foi utilizado o aparelho digital MQAPF-302 da Micro Quimica, pertencente ao
laboratorio LASIC da UnB.
3.1.8 Calculos Computacionais

Através do software OLEX23" foram utilizados os programas SHELX-97% e
SHELX-2018%¢ para definicdo de valores, imagens de estruturas molecular e refino dos
dados gerados pela difragdo de raios X de monocristal.®® As representacdes das
moléculas no plano foi realizado mediante ao auxilio do software ChemDraw 19.0%. O
mapa eletrostatico e a superficie de Hirshfeld foram analisados através dos programas
MERCURY?8 e CrystalExplorer 21.5%.
3.1.9. Analise Biol6gica
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A andlise bioldgica foi realizada em colaboracdo com os professores Daniel
Oliveira Freire e lzabel Cristina Rodrigues da Silva do Laboratério de pesquisa em
patologia molecular da Faculdade de Ceilandia (UnB). A anélise foi feita a partir de testes
por método de diluicdo em caldos, que consiste em realizar uma comparacdo entre a
proporc¢do de crescimento das bactérias em meio liquido e na concentragdo da substancia
ensaiada, o resultado foi comparado de acordo com o padréo de referéncia oxacilina.
Todos os compostos foram solubilizados em DMF e para as bactérias foram utilizados
microplacas de 96 pocos, em triplicata, com cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-
negativas obtidas através da American Type Culture Collection (ATCC). As cepas
utilizadas foram: Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC 25922.
Ambas as bactérias foram conservadas em caldo Mdller-Hinton (MHB) a 37 °C no
periodo noturno, o que resultou em aproximadamente 5x10® unidades formadoras de
colbnias (UFC) por mL, de acordo com as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI).*? Para a S. aureus foi utilizado a oxacilina, na concentracio de 1 g
mL~!, e para a E. coli foi utilizado a ampicilina na concentragio de 6 pg mL™!. As
concentragdes inibitorias minimas (MICs) de 0,1 e 99,9 mg.L* foram obtidas através do
método de micro-diluicdo em caldo, de acordo com o CLSI.

3.1.10. Docking molecular

Docking molecular foi utilizado como uma ferramenta de quimica computacional
para prever em sistemas de grande escala qual a orientacdo mais favoravel de um ligante
quando interage com uma proteina-alvo especifica. O docking molecular determina de
forma empirica a energia da interacdo e a constante de inibicdo do complexo receptor-
ligante (R-L). Ao conhecer a orientacdo mais favoravel energeticamente é possivel
realizar previsdes quanto a afinidade do sistema R-L.*®

Os estudos de modelagem molecular dos complexos com as enzimas mercapturato
redutase-1 (MERCL) e proteina de membrana externa F (opmF/A) foram realizados em
colaborac&o com o Laboratério de Quimica Computacional pelos professores Erica C. M.
Nascimento e Jodo B. L. Martins do Instituto de Quimica da UnB, com o auxilio do
software AutoDock vina. Os protocolos seguidos para as simulacdes de docking
molecular foram validados através de estudos de redocking realizados com estruturas
cristalograficas dos complexos e de moléculas ligantes com bactérias Gram-positivas (S.
aureus) e ampicilina (E.coli). Em todos os casos estudados a sobreposicdo da pose

ancorada e da cristalografica obtiveram resultados satisfatérios. O desvio quadréatico
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médio (RMSD) foi de 0,86 A para o sistema MecR1-oxacildis e 1,36 para o sistema

OmpF/A-ampicilina.**44

3.2. SINTESE DO LIGANTE
3.2.1. Sintese do ligante piridoxalbenzoilhidrazona (PLBHZ)

A sintese do ligante PLBHZ foi adaptada da referéncia de Back e colaboradores.?’
Para isso utilizou-se 2 mmol (28 mg) de benzoilhidrazida solubilizada em 5 mL de etanol
e 2 mmol (41 mg) de hidrocloreto piridoxal solubilizado em 5 mL de etanol. A mistura
foi colocada em refluxo por 2 horas a 150 °C, ap6s este tempo obteve-se um solido de
coloracdo amarela que posteriormente foi filtrado. O restante da solugéo permaneceu em
repouso a temperatura ambiente até evaporacdo do solvente e formacdo de cristais
amarelos do ligante PLBHZ. Rendimento =89 % (321 g.mol™) e ponto de fusdo = 263-
266 °C. Analise elementar calculada para CisH16CIN3Os: C, 55,99%; H, 5,01%; N,
13,06%. Encontrado: C, 55,49%; H, 5,16%; N, 12,86%. O mecanismo proposto para a

sintese do ligante se encontra representado na Figura 12.
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Figura 12. Mecanismo proposto para a reacao da sintese do agente complexante PLBHZ.
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3.3. SINTESE DOS COMPLEXOS
3.3.1. Sintese do complexo [CuCl>(PLBHZ)] (1)

O complexo (1) foi obtido a partir da reacdo de 0,1 mmol (32 mg) de PLBHZ
solubilizado em 5 mL de metanol e 0,1 mmol (17 mg) de CuCl2-2H,0 solubilizado em 5
mL de metanol. Posteriormente essa mistura foi colocada em refluxo por 2 h a 150 °C.
Foi obtido ao final da reacdo um precipitado de coloragdo verde que foi filtrado. O
restante da solu¢do permaneceu em repouso a temperatura ambiente, obtendo-se cristais
de coloracéo verde. Rendimento = 54 % e ponto de fusdo = 198-202 °C. Analise elementar
calculada para Ci1sH1sCL,CuN3Os: C, 48,46%; H, 4,07%; N, 11,30%. Encontrado: C,
48,71%; H, 3,97%; N, 12,95%.

3.3.2. Sintese do complexo [CuBr2(PLBHZ)] (2)

O complexo (2) foi obtido a partir da reacdo de 0,1 mmol (32 mg) de PLBHZ
solubilizado em 5 mL de metanol e 0,1 mmol (22,34 mg) de CuBr. solubilizado em 5 mL
de metanol. Posteriormente essa mistura foi colocada em refluxo por 2 h a 150 °C. Foi
obtido no final da reacdo um precipitado de coloracéo verde que foi filtrado e o restante
da solucdo permaneceu em repouso a temperatura ambiente e com a evaporagdo obteve-
se cristais adequados para andlise de difracdo de raios X. Rendimento = 51 % e ponto de
fusdo = 194-199 °C. Analise elementar calculada para C15H15Br.CuN3Os: C, 39,11%; H,
2,28%; N, 9,48%. Encontrado: C, 39,36%; H, 2,31%; N, 9,48%.

3.3.3. Sintese do complexo [CuCI(PLBHZ)H,0]-NO3-H.0 (3)

O complexo foi obtido a partir da reacdo de 0,1 mmol (32 mg) de PLBHZ
solubilizado em 5 mL de metanol e 0,1 mmol (24,16 mg) de Cu(NO3)2-3H.0 solubilizado
em 5 mL de metanol. Posteriormente essa mistura foi colocada em refluxo por 2 h a 150
°C. Foi obtido no final da reacdo um precipitado de coloracdo verde que foi filtrado e o
restante da solucdo permaneceu em repouso a temperatura ambiente para evaporacdo do
solvente e formacdo dos cristais. Rendimento = 53 % e ponto de fusdo = 197-203 °C.
Andlise elementar calculada para C15H19CICuN4Og: C, 37,35%; H, 3,97%; N, 11,62%.
Encontrado: C, 37,15%; H, 3,67%; N, 11,75%.

3.3.4. Sintese do complexo [CuSO4(PLBHZ)H.0]-3H20 (4)

O complexo foi obtido a partir da reacdo de 0,1 mmol (32 mg) de PLBHZ
solubilizado em 5 mL de metanol e 0,1 mmol (24,97 mg) de CuSO4-5H,0 solubilizado
em 5 mL de metanol. Posteriormente essa mistura foi colocada em refluxo por 2 ha 150
°C. Foi obtido no final da reagédo um precipitado de coloracéo verde que foi filtrado e o

restante da solugdo permaneceu em repouso a temperatura ambiente para evaporagao do
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solvente e obtenc&o dos cristais verdes escuros. Rendimento = 53% e ponto de fusdo =
199-203 °C. Anélise elementar calculada para C15H23CuN3z011S: C, 37,15%; H, 4,78%;
N, 8,67%. Encontrado: C, 37,05%; H, 4,42%; N, 8,65%.
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4. RESULTADOS E
DISCUSSAO
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados que foram obtidos da sintese com o
ligante piridoxal-benzoilhidrazona (PLBHZ) e diferentes sais de cobre(ll). Quatro
complexos inéditos foram obtidos, sendo eles: [CuCl(PLBHZ)] (1), [CuBr2(PLBHZ)]
(2), [CuCI(PLBHZ)H20]-NO3-H20 (3) e [CuSO4(PLBHZ)H20]-3H.0 (4). As estruturas
dos complexos foram elucidadas pela técnica de difracdo de raios X de monocristal e a
analise quimica e estrutural foram feitas por espectroscopia na regido do ultravioleta-
visivel e do infravermelho por transformada de Fourier, espectrometria de massa,
superficie de Hirshfeld e mapas de interacdes total (Full interaction Maps, FIMs). O

esquema geral das sinteses de obtencdo dos complexos esta representado na Figura 13.

[CuCI(PLBHZ)H,0|NO3H,0 (3) HN=— [CuCl(PLBHZ)] (1)
\ ¢ OH
7/
N
\
NH
[CuSO4(PLBHZ)H,0]3H,0 (4) [CuBr,(PLBHZ)] (2)
(PLBHZ)

Figura 13. Esquema geral das reacdes entre o agente complexante PLBHZ e diferentes sais de cobre(ll) na
formacdo dos complexos (1-4).

4.1. Caracterizacdo quimica e estrutural dos complexos [CuCl(PLBHZ)] (1) e
[CuBr(PLBHZ)] (2)

Os complexos [CuClz(PLBHZ)] (1) e [CuBr(PLBHZ)] (2) sdo mondmeros que
cristalizam no sistema cristalino monoclinico e grupo espacial P2:/c, com simetria Laue
2/m (nimero 14 da International Tables for Crystallography)®. A projecdo ORTEP
desses complexos estdo ilustradas nas Figura 14 e 15 respectivamente, com a numeracao

de todos os atomos ndo-hidrogendides.
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Figura 14. Projecdo ORTEP do complexo (1) com elipsoides térmicos representados em um nivel de
probabilidade de 50%.

Figura 15. Projecdo ORTEP do complexo (2) com elipsoides térmicos representados em um nivel de
probabilidade de 50%.

E possivel observar a partir da representacio das estruturas dos complexos (1) e
(2) que os atomos de cobre(ll) se coordenam ao ligante PLBHZ de forma tridentada e
neutra através do sistema doador ONO, sendo os atomos de oxigénio do grupo fendlico,
de nitrogénio do grupo azometinico e o oxigénio do agrupamento amida conjugado ao
anel benzénico. Dois ions cloreto ou brometo completam a esfera de coordenacdo do
centro metalico que possui numero de coordenacdo igual a 5. A neutralidade do ligante é
justificada devido a carga positiva que o anel piridina apresenta e a carga negativa
presente no oxigénio fendlico apds a sua desprotonagao. 64’

As geometrias foram previstas de acordo com o pardmetro de Addison*3, sendo
calculado como |(B - a)|/60 (Equagao 1), onde  é o maior valor de angulo de ligag&o na
estrutura de coordenagdo e o ¢ o segundo maior angulo de ligagdo da estrutura de

coordenacdo. Quanto mais préximo o valor de zero, sua geometria se apresenta como
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pirdmide de base quadrada e quanto mais proximo o valor de 1 sua geometria sera na
forma de uma geometria bipiramide trigonal.

Para 0 complexo (1) o maior angulo encontrado B foi para 02-Cul-O3 igual a
167,46(10)° e o segundo maior angulo a para N2-Cul-Cl1 igual a 161,75(9)°, resultando
em um valor para o parametro de Addison de 0,095, o que indica uma geometria piramide
de base quadrada distorcida.“® Para o complexo (2) o maior angulo B encontrado foi para
02-Cul-03 igual a 167,3(3)° e o segundo maior angulo o para N2-Cul-Brl igual a
161,64(18)°, e dessa forma, o valor do parametro de Addison*® calculado para o complexo
(2) foi de 0,094, o que também indica uma geometria pirdmide de base quadrada
distorcida.

Para o complexo (1) o poliedro de coordenacdo na forma de pirdmide de base
quadrada distorcida apresenta o atomo de CI2 na posicdo axial. Essa distor¢do na
geometria de coordenacdo pode ser observada através dos comprimentos de angulos das
ligagbes N2-Cul-03, O2-Cul-Cl1, 03-Cul-Cl1, CI1-Cul-Cl2, N2-Cul-CI1 e O2-Cul-
03 que variam de 79,88(10)° a 167,46(10)°, valores diferentes do esperado de 90° para
uma geometria perfeita. O mesmo ocorre no complexo (2) em que o atomo Br2 encontra-
se na posicdo axial e os angulos de ligacdo para O2-Cul-N2, N2-Cul-03, O2-Cul-Brl,
03-Cul-Brl, Br1-Cul-Br2, N2-Cul-Brl e O2-Cul-03 variam de 79,3(2)° a 167,3(3)° de
90°. Na Figura 16 encontram-se representados os poliedros de coordenacdo dos
complexos (1) e (2).

cl2 Br2

cn;.

Br1g g
(

Figura 16. Representacdo dos poliedros de coordenacdo dos complexos (1) e (2).

) 2)

A neutralidade do ligante € justificada devido a carga positiva que o anel piridina
apresenta e a carga negativa presente no oxigénio fendlico ap6s a sua desprotonacéo. E
interessante notar que os complexos (1) e (2) sdo isoeletrdnicos, com uma mudanca
apenas no halogénio presente no sal de partida e consequentemente na estrutura do
complexo, portanto eles irdo apresentar verossimilhangca em suas propriedades e

caracteristicas.
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No complexo (1) é possivel observar uma diferenca quanto aos comprimentos de
ligagdo do Cul-Cl1 de 2,238(2) A e Cul-CI2 de 2,585(2) A gerando uma distorcéo na
geometria do complexo causada devido a essa diferenca nas ligacGes entre cobre-
halogénio.*® Essa distorgdo também se faz presente no complexo (2) como é possivel
observar nos diferentes valores de comprimento de ligagdo de Cul-Brl de 2,332(2) A e
Cul-Br2 de 2,669(2) A, o que era de se esperar devido a semelhanca de suas estruturas.

Outro fato interessante é que nos complexos (1) e (2) o agente complexante
encontra-se no seu isdbmero E com relagdo aos grupos de maior prioridade ligados de
forma alternada e encontra-se na sua forma tautomérica cetdnica. Os comprimentos de
ligagdo C9-03 e C9-N3 de 1,259(4) A e 1,340(4) A no complexo (1) e de 1,235(9) A e
1,351(9) A no complexo (2), caracterizam uma ligacdo dupla e uma ligacdo simples
respectivamente, indicando que ndo hd uma deslocalizacdo eletronica da estrutura do
ligante livre em relacdo a do ligante coordenado ao centro metalico, como observado em
outros complexos relatados na literatura.?”*? Os principais comprimentos e angulos de
ligacdo dos complexos (1) e (2) encontram-se listados na Tabela 2.

Tabela 2. Comprimentos e angulos de ligacéo selecionados para os complexos (1) e (2), sendo X

= Cl no complexo (1) e X = Br no complexo (2). Os valores entre parénteses referem-se ao desvio

padréo.
Comprimentos de Ligacdo (A) Angulos de Ligacéo (°)
@ 2 @ )

Cul-02 1,909(2) 1,912(5) | O2-Cul-N2 _ 90,39(11) 90,6(2)
Cu1-N2 1,959(3) 1,955(6) N2-Cul-03  79,88(10) 79,3(2)
Cu1-03 2,002(2) 2,0105) | 02-Cul-X1  94,61(8) 95,01(16)
Cul-X1 2,238(2) 2,332(2) 03-Cul-X1 92,36(7) 92,34(15)
Cul-X2 2,585(2) 2,699(2) X1-Cul-X2 102,23(4) 102,19(5)
C8-N2 1,278(4) 1,301(9) N2-Cul-X1  161,75(9) 161,64(18)
N2-N3 1,382(4) 1,370(8) 02-Cul-03 167,46(10) 167,3(3)
C9-N3 1,340(4) 1,351(9)

C9-03 1,259(4) 1,235(9)

A cela unitaria do composto (1) e (2) contendo quatro unidades assimétricas, estdo
representadas na Figura 17, juntamente com o seu referencial nimero 14 da International

Tables for Crystallography.*® Observa-se que estdo presentes os operadores de simetria
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eixo helicoidal 21 que se estende ao longo do eixo cristalogréafico b, centro de inversao e

um plano de deslizamento paralelo ao eixo cristalografico ac na direcéo de c.

2)

Figura 17. Representacdo das celas unitéarias dos complexos (1) e (2) no plano cristalogréfico ac e diagrama

para o grupo espacial P2;/c extraido da International Tables for Crystallography.

4.2. Caracterizacao guimica e estrutural dos complexos
[CuCI(PLBHZ)H20]-NO3-H:0 (3) e [CuSO4(PLBHZ)H,0]-3H20 (4)

O complexo [CuCI(PLBHZ)H20]-NOs-H20 (3) cristaliza no sistema cristalino
monoclinico, grupo espacial P2i/n e simetria Laue 2/m (nimero 14 da International
Tables for Crystallography).*® A projecdo ORTEP desse complexo esta ilustrada na

Figura 18 com a numeracao de todos os atomos ndo-hidrogenoides.

Figura 18. Projecdo ORTEP da estrutura cristalina do complexo (3). Elipsoides térmicas representadas a

um nivel de 50% de probabilidade.
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O complexo [CuSO4(PLBHZ)H20]-3H20 (4) cristaliza no sistema cristalino
monoclinico, grupo espacial P2:/c e simetria Laue 2/m (nimero 14 da International
Tables for Crystallography).*® A projecdo ORTEP do complexo se encontra na Figura 19

abaixo, com a numerag&o de todos os &tomos ndo-hidrogendides.

Figura 19. Projecdo ORTEP da estrutura cristalina do complexo (4). Elips6ides térmicas representadas a
um nivel de 50% de probabilidade. Uma molécula de agua de cristalizacdo foi omitida por motivos de
clareza da figura.

Pode ser observado nos complexos (3) e (4) que o atomo de cobre(ll) também se
coordena ao ligante na forma neutra e tridentada pelo sistema doador ONO com a
coordenacdo feita pelo atomo de oxigénio do grupo fendlico da piridina, o atomo de
nitrogénio do grupo azometinico e o atomo de oxigénio do agrupamento amida conjugado
ao anel benzénico. A esfera de coordenacdo com nimero de coordenacéo igual a cinco é
completada no complexo (3) com um ion cloreto e uma molécula de agua, ja no complexo
(4) com um jon sulfato e uma molécula de agua. Observa-se ainda na unidade assimétrica
do complexo (3) uma molécula de agua e um ion nitrato proveniente do sal de partida de
cobre(l1) utilizado para a reacdo de complexacdo e no complexo (4) a presenca de trés
moléculas de agua de cristalizacdo.

Devido ao numero de coordenacdo nos dois complexos ser igual a cinco, o
parametro de Addison(t)*® encontrado foi de 0,2623 para o complexo (3), sendo 0 maior
angulo B 02-Cul-0O3 igual a 170,26(7)° e o segundo maior angulo a igual a N2-Cul-Brl
igual a 154,52(6)°. O valor encontrado para o complexo (4) foi de 0,045 através dos
maiores angulos de ligacdo de O2-Cul-O3 igual a 165,35(8)° e 03-Cul-O4 igual a
94,22(8)°. Como os valores do pardmetro de Addison(t)*® nos dois complexos é mais
proximo de um, indica uma geometria piramide de base quadrada distorcida, como

observado na Figura 20.
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Figura 20. Representacdo dos poliedros de coordenagéo dos complexos (3) e (4).

De acordo com a andlise de difracdo de raios X de monocristal encontram-se
valores de angulos de ligacdo para o poliedro de coordenagédo na forma de uma pirdmide
de bases quadrada distorcida para O2-Cul-N2, N2-Cul-03, 03-Cul-04, O4-Cul-O5 e
02-Cul-O3 entre 80,16(8)° a 168,35(8)° no complexo (3) e no complexo (4) valores entre
80,16(8)° e entre 168,35(8)° para 0s angulos N2-Cul-03, 02-Cul-N2, 03-Cul-04, O2-Cul-
03, 02-Cul-N2 e 0O3-Cul-O4. Essa distorcdo presente em todos os quatro complexos
demonstra a rigidez da estrutura do agente complexante na sua forma tridentada no
momento da coordenacio aos atomos de cobre(11).%°

Diferente dos complexos (1) e (2), a estrutura do complexo (3) ndo apresenta uma
diferenca significativa de tamanho das ligagdes dos atomos coligantes ao centro metalico,
sendo elas Cul-04 igual a 2,254 A e Cul-ClI1 igual a 2,234 A. O mesmo comportamento
é observado na formacdo do complexo (4) que se observa comprimentos de ligacdo Cul-
03 de 2,020(2) A e Cul-05 de 2,240(2) A, como uma justificativa para diminuicdo da
energia do sistema.® Os principais comprimentos e angulos de ligagdo dos complexos (3)
e (4) encontram-se listados na Tabela 3.

Outra informacéo relevante a ser ressaltada que com a utilizacéo do sal de partida
nitrato de cobre(11) na formacao do complexo (3), o ion nitrato ndo fica diretamente ligado
ao atomo de cobre(ll), mas sim como contra-ion. Este comportamento ocorre de maneira
diferente na formacao do complexo (4), onde observa-se o ion sulfato diretamente ligado
ao atomo de cobre(ll). Devido ao atomo de cobre(ll) ser um metal de classificacdo de
dureza intermediaria de acordo com a teoria de Pearson e 0s grupos presentes na esfera
de coordenacdo serem bases duras, ndo ha como prever qual grupo preferencialmente

ficara ligado ao metal com a complexag&o, como ja foi relatado na literatura.®>>*
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Tabela 3. Comprimentos e angulos de ligacdo selecionados para os complexos (3) e (4). Os

valores entre parénteses referem-se ao desvio padréo.

Comprimentos de Ligag&o (A) Angulos de Ligagéo (°)

3) 4) 3 (4)
Cul-02 1,906(2) 1,904(2) 02-Cul-N2 90,40(7) 90,50(8)
Cul-N2 1,961(2) 1,934(2) N2-Cu1-03 79,86(7) 80,16(8)
Cul-03 2,000(2) 2,020(2) | O2-Cul-ClL  96,05(6)
Cul-CllL  2,234(7) 03-Cul-Cll  92,69(5)
Cul-04 2,254(2) 1,063(2) 03-Cul-04 85,66(7) 94,22(8)
Cul-05 2,240(2) N2-Cul-Cll  154,52(6)
C8-N2 1,289(3) 1,285(4) 02-Cul-03  170,26(7) 168,35(8)
N2-N3 1,387(3) 1,383(3) 02-Cul-N2 90,40(7) 90,45(9)
C9-N3 1,342(3) 1,340(4) 03-Cul-04 82,10(7)
C9-03 1,253(3) 1,257(3)

A Figura 21 apresenta a cela unitaria do complexo (3) com as quatro unidades
assimétricas, e seu referencial de acordo com a International Tables for
Crystallography*®, nimero 14 contendo os respectivos operadores de simetria. E possivel
observar que estdo presentes os operadores de simetria eixo helicoidal 21, centro de

inversdo e um plano deslizante paralelo ao plano cristalografico ac.

.
E=1
\.\_,__L

-
0=
".‘\-._.0___‘_

Figura 21. Representacgdo da cela unitaria do complexo (3) no plano cristalogréafico ac e diagrama para o
grupo espacial P21/n extraido da International Tables for Crystallography.

A célula unitéria do complexo (4), contendo quatro unidades assimétricas, esta
representada na Figura 22, juntamente com o seu referencial da International Tables for
Crystallography* niimero 14. Quando ha a comparagéo entre as duas figuras é possivel

observar as diferentes operacOes de simetria presentes, que séo eixo helicoidal 2; que se
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estende ao longo do eixo cristalogréfico b, centro de inversdo e um plano de deslizamento

paralelo ao eixo cristalogréfico ac na dire¢do de c.

-
T -___Im

Y
O -

Figura 22. Representacgdo da cela unitaria do complexo (4) no plano cristalografico ac e diagrama para o

grupo espacial P2:/c extraido da International Tables for Crystallography.

4.3. Analise das interacdes n®©®Pn stacking

As interagOes do tipo n®®®n stacking sdo empilhamentos de interagdes nao-
covalentes entre anéis que possuem aromaticidade e ligacdes m. Sdo interagdes mais
fracas do que as usuais, portanto é dificil a identificacao dela sem que seja por uma técnica
de caracterizacdo avancada, para este trabalho foi utilizado a técnica de difracdo de raios
X de monocristal para tal anélise. Dependendo de como se organiza tridimensionalmente
a estrutura do composto que esta sendo analisado essas interacdes podem ser divididas
em trés formas: empilhamento de borda a borda em forma de T, o empilhamento com
angulacGes diferentes de 90° com forma deslocada, e por fim face a face com ambos os
grupos perfeitamente um acima do outro.®® A Figura 23 representa cada um desses tipos

de empilhamentos.

Empilhamento borda a borda  Empilhamento de forma alternada  Empilhamento face a face

Figura 23. Tipos de empilhamentos que podem ocorrer nas interagdes do tipo t®@®@n stacking.%®
Alguns estudos reportam que os empilhamentos em forma de T e os
empilhamentos deslocados possuem uma energia maior que o empilhamento face a face,

isso ocorre devido as distancias entre o centro de uma estrutura com relagdo ao outro
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serem maiores que aqueles que estdo empilhados face a face, o que faz com que dificulte
a sobreposicdo das moléculas, fragilizando ainda mais essas interacoes.

Nos complexos (1-4) foi possivel observar a formacdo de intera¢cdes do tipo
1®@Dr stacking, sendo elas do tipo empilhamento deslocalizado. Essas interagdes séo
observadas nos anéis benzénicos com os aneis piridina. Os seus valores diferentes de
comprimento sdo devido ao seu empilhamento alternado das estruturas dos complexos,
variando de 3704 A a 3825 A.5° Na Figura 24 ¢ possivel observar o empilhamento das

estruturas dos complexos e as suas respectivas interagdes n®®@Dn stacking formadas.

Figura 24. InteracOes n®®®n stacking presentes nos complexos (1-4) (linha tracejada).

4.4. Espectroscopia de absor¢ao na regido do ultravioleta-visivel

Como forma de observar e analisar as transicdes eletrdnicas que ocorrem no
ligante e nos quatro complexos sintetizados foi utilizado os espectros de absorcéo
molecular na regido do ultravioleta visivel, determinados a partir de solucdes de
concentragdes iguais a 2.10° mol.L? no solvente MeOH.

Os espectros dos quatro complexos (1-4) e do ligante livre no solvente MeOH e
estdo representados nas Figuras 25 e 26, respectivamente. Os resultados obtidos para 0s
complexos estdo representados na Tabela 4, no qual é possivel observar as transi¢des m
—1* e as transicdes n —n*. A Tabela 5 apresenta as transi¢des de transferéncia de carga
ligante-metal que ocorrem apds a complexagdo. A absortividade molar ¢ foi calculada em

fungdo de logaritmo, como log &, a partir da equagio:®’
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No qual A é a absorbéncia, ¢ é a concentracdo da amostra e | € o caminho Optico
que foi percorrido pela amostra (1 cm).
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Figura 25. Espectro de absor¢do molecular no ultravioleta-visivel do ligante livre no solvente MeOH
(2x10° mol.L1).
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Figura 26. Espectros de absor¢do molecular no ultravioleta-visivel dos complexos (1-4) no solvente MeOH
(2x10° mol.LY).

E possivel observar que para o espectro do ligante livre h4 a aparicdo de uma
banda de absor¢ao em torno de 280 nm referente a transi¢ao de m —n* relacionada com
0 grupo azometinico.>® As bandas em torno de 300 nm sio referentes as transi¢des © —7*
dos grupos aromaticos.>® Nos dois espectros de absor¢do do complexo é possivel observar
que ha um deslocamento batocrdmico (maiores comprimentos de onda), da banda © —n*,
e 0 aparecimento de uma banda de absor¢do em torno de 400 nm, relacionado a banda de

transferéncia de carga ligante-metal (TCLM), indicando que houve a complexacdo do
ligante com o atomo de cobre(ll).

32



Tabela 4. Resultados obtidos das analises de espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta-
visivel com os valores de comprimentos de onda em nm.

Transicoes 1 — n* | Transicoes n— 7*
Composto
MeOH loge MeOH loge
1 326 3,95 341 3,98
2 326 3,81 341 3,78
3 327 3,98 342 3,98
4 327 3,9 342 3,95

Tabela 5. Resultados obtidos das analises de espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta
visivel com os valores de comprimentos de onda em nm.

Transicdo TCLM
Composto
DMF loge MeOH loge
Q) 415 4,13 411 4,04
2 415 3,90 410 3,90
3) 413 4,27 405 4,10
(@) 415 4,08 406 4,10

Com o objetivo de observar as transi¢cdes do tipo d-d dos quatro complexos de
cobre(l1) foi obtido o espectro eletronico em uma concentragdo maior (2x10°3 mol.L™Y)
devido a essas transicGes serem proibidas por Laporte e possuir uma menor intensidade,

as faixas de absorcédo apresentadas para as transi¢oes d-d estdo na faixa de 685 — 695 nm.

Absorbincia (%)

T T
600 700 800 : 900 1000
Comprimento de onda (cm™)

Figura 27. Espectro de absor¢ao molecular no ultravioleta-visivel dos complexos (1-4) no solvente MeOH
(2x10° mol.L%).

33



4.5. Espectroscopia vibracional no infravermelho

Foi realizada a analise de infravermelho médio com transformada de Fourier (FT-
IR) na regido de (4000 - 400 cm™) para o ligante PLBHZ e os quatro complexos. O
objetivo da utilizacdo do FT-IR foi de realizar uma comparacéo entre o ligante livre os
seus complexos sintetizados, a fim de comprovar a complexacéo, bem como, auxiliar na
elucidagéo da estrutura dos compostos. O espectro de FT-IR do ligante e seus complexos
(1-4) se encontram nas Figuras 29 a 33 e os dados das principais bandas de absorc¢éo estdo
listados na Tabela 6.

Tabela 6. Comprimentos de onda observados a partir do estiramento e deformacGes angular dos

modos normais de vibragdo (cm™) para o ligante PLBHZ e os complexos (1-4).

PLBHZ (1) ) 3) (4)

{(N-H) 2936 2830 2825 2762 2830
{(C-0) * 1305 1308 1311 1308
{(C=N) 1589 1560 1546 1554 1554
{(N-N) 1053 996 1036 1022 1045
{(C=0) 1669 1594 1594 1589 1591
{(O-H) 3349 3131 3360 3254 3248

1 (Py) 713 690 701 707 704

Foi possivel observar no espectro do ligante PLBHZ livre as bandas caracteristicas
referente aos { (C=0), { (C=N), { (O-H), { (N-N), { (N-H) e a deformacéo da piridina, como
era esperado e de acordo com a literatura.?” As principais bandas observadas para o ligante
s80, 0 estiramento § (C=N) em 1589 cmcaracteristico das bases de Schiff.5 Além deste
é possivel identificar o estiramento {(N-H) em 2936 cm™ do agrupamento amida, 0
1(C=0) em 1669 cm da carbonila conjugada ao anel benzénico, o 1 (N-N) em 1053 cm’
1e019(0-H) em 3349 cm?, e que estdo de acordo com compostos semelhantes ja descritos

na literatura.>%1%* A Figura 28 apresenta o espectro de FT-IR para o ligante PLBHZ

livre.
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Figura 28. Espectro FT-IR para o ligante PLBHZ.
Apbs a complexacdo do agente complexante ao centro metélico foi possivel

observar a ocorréncia do deslocamento para menor comprimento de onda referente ao
1(C=0) observado em 1669 cm™ no ligante livre, deslocado para valores entre 1600 —
1590 cm™, que apesar de ser um valor muito abaixo para estiramentos de carbonilas,
alguns compostos de ligantes hidrazonas relatam semelhantes.*’*%®* Para{ (O-H), embora
0 atomo de oxigénio seja desprotonado com a complexacéo, ainda é possivel identificar
seu estiramento pois ha nos complexos a presenca de moléculas de agua e/ou hidroxila, o
que faz com que seja observado uma banda larga em torno de 3200-3500 cm™. Ao
comparar a intensidade das bandas dos espectros dos complexos com relagédo ao espectro
do ligante, é possivel notar que ha uma diminuicdo dessa banda por volta de 3200-3500
cm?, pois no momento da complexacdo a Unica banda de O-H presente é a do
agrupamento alcoolico. Além disso € constatado que ha uma mudanca o valor da banda
em torno de 1300 cm?, para valores maiores do que foi observado no espectro do
ligante, caracteristico de ligac6es C-O e indicando que houve a complexacdo com a perda
do hidrogénio da hidroxila fenolica.®® Também foi possivel de ser observado uma
diminuicédo do valor referente a banda do grupo azo, isso pois, quando ha a complexacéo
h& um aumento de energia do estiramento das ligacGes, provocando uma diminui¢do em
seu comprimento de onda e dessa forma demostrando que a coordenacdo do ligante
PLBHZ ocorre de forma tridentada pelo sistema doador ONO. Os espectros dos de

infravermelho dos complexos (1-4) se encontra nas Figuras 30 a 33.
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Figura 30. Espectro FT-IR para o complexo (2).
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Figura 31. Espectro FT-IR para o complexo (3).
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Figura 32. Espectro FT-IR para o complexo (4).
E possivel observar uma similaridade entre os valores de comprimento de onda

dos complexos (1) e (2) devido a sua correlacdo dos sais utilizados como reagentes de
partida. Em ambos € utilizado sais com atomos de halogénio, o que gera coordenagdes
semelhantes com o metal, e, por isso, valores de comprimentos de onda proximos nos
espectros de infravermelho.

Para o complexo (3) é possivel observar uma forte absorcéo na regido de 1380-
1370 cm™ relacionada ao ion nitrato presente na estrutura cristalina deste complexo.5?
Para o complexo (4) as bandas na regido de 1100 cm estdo associadas ao estiramento da
ligagdo v(SO4%) confirmando a sua coordenagdo monodentada com o ligante PLBHZ.®

Devido ao espectro de infravermelho ter sido realizado na regido de 4000-400 cm
! ndo foi possivel constatar as absor¢des em v(N1-Cu—-O1), v(Cu-N1) e v(Cu—02), porém
esses valores ja foram relatados na literatura em complexos muito similares aos
apresentados deste trabalho, abordando os valores na faixa entre 150 e 380 cm™.273566
Além disso, como forma de trazer dados complementares para o ligante e seus quatro
complexos, foi possivel observar os estiramentos C-H de carbonos aromaticos em torno

de 2800 cm e os desdobramentos fora do plano da piridina em torno de 700 cm™, 356167

4.6. Espectrometria de massa - ESI(+)-MS(/MS)

Com objetivo de realizar as analises sobre as fragmentacGes reais presentes no
ligante e nos complexos foi feito a analise de espectrometria de massas com ionizagdo
por eletrospray no modo positivo ESI(+)- MS(/MS) com concentragdo de 50 pM.

Para o ligante PLBHZ obteve-se na distribuicdo isotopica do espectro de massas
ESI(+)- MS(/MS) um pico do ion molecular em m/z= 286,1192 referente a espécie do
ligante protonado [M+H]". O pico base em m/z=150,0551 é referente ao agrupamento

piridina tetra substituido do ligante, que pode ser explicado ap6s um rearranjo de
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McLafferty (mecanismo através do rearranjo de hidrogénios) das hidroxilas seguido de
uma clivagem alfa do agrupamento azometinico. Nas fragmentacdes do ligante PLBHZ
pode ser observado os picos em m/z=165,0663 referente a quebra da ligagédo do grupo
azo por rearranjo de McLafferty, o pico em m/z=119,0612 referente a quebra do grupo
azometinico via mecanismo concertado (mudanga em diferentes &tomos e/ou grupos
funcionais simultaneamente) e o pico em m/z=150,0551, pico base, referente a perda da
estrutura da hidrazona (Figura 34).

~C —‘+

Figura 33. Espectros de ESI-MS e de ESI-MSMS para o ligante PLBHZ.

Os espectros de massa ESI(+)- MS(/MS) para os complexos (1-4) apresentam
verossimilhanca quanto aos picos de ion molecular [M+H]" presentes, isso ocorre pois
ao se realizar a analise de ESI(+) - MS(/MS) foi possivel notar uma mesma estrutura nos
espectros, visto que os coligantes derivados do sal de partida ndo se fazem presente nas
estruturas do pico do ion molecular [M+H]*. Os espectros de massa com a distribuicdo
isotopica estdo representados nos anexos, a Figura 35 traz o exemplo de um dos
complexos e sua distribuicdo monoisotdpica. Sendo, portanto, observado os picos m/z=
347,0323 para o complexo (1), m/z=347,0330 para o (2), m/z=347,0326 para 0 (3) e
m/z=347,0334 referente ao complexo (4).
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Figura 34. Espectros de ESI-MS para os complexos (1).
E possivel observar também que o pico de ion molecular [M+H]* é também o pico

base das estruturas dos complexos (1-4) diferente do observado no ligante, no qual ha
uma diferenca entre o pico que aparece em maior abundancia e aquele que faz parte do

ion molecular. As fragmentac6es dos complexos estédo representadas nas Figuras 36 a 39.
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Figura 35. Espectro de ESI-MSMS para o complexo (1).
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Outros picos caracteristicos que podem ser observados para os complexos (1-4)
sdo de m/z=269,9929 para o complexo (1), m/z=269,9930 para o complexo (2) e
m/z=269,9935 para os complexos (3) e (4), referentes a perda do grupo benzénico via
clivagem alfa. Os picos m/z=251,9928 para o complexo (1), m/z=251,9825 para 0
complexo (2), m/z=251,9829 para o complexo (3) e m/z=251,9929 para o complexo (4)
sdo referentes a perda de uma molécula de gua por rearranjo de McLafferty da hidroxila
alcodlica e do &omo de hidrogénio ligado ao grupo azometinico. Esse mesmo tipo de
fragmentacdo € caracteristico para ligantes do tipo hidrazona como ja reportado em

compostos semelhantes.®’

4.7. Anélise da Superficie de Hirshfeld

A analise da superficie de Hirshfeld foi realizada com o objetivo de estudar as
interacOes intermoleculares que ocorrem entre as moléculas nas estruturas cristalinas,
utilizando de um padréo de codigos de cores e graficos de impressao digital (fingerprint).
Essa analise permite estudar a molécula de forma tridimensional e fornece informagdes
sobre as caracteristicas presentes na superficie da molécula e as interagdes existentes, de
forma a auxiliar no estudo e compreensdo do empacotamento da rede cristalina.%® Para
isso é utilizado uma fungdo chamada dnorm que avalia esses contatos de forma qualitativa
e quantitativa de acordo com a seguinte equacao

vdw vdw
di — 1} d, — 1,

dnorm - vdw rvdw
e

No qual as variaveis 77*" e 1% representam o tamanho dos raios de van der
Waals para os 4&tomos internos e externos da superficie, respectivamente. Dessa forma
essa funcéo ao apresentar seus valores de dnorm € possivel observar trés cores presentes,
uma coloracao azul que informa as interaces que sdo maiores que a soma dos raios de
van der Waals, apresentando um valor positivo de dnorm, @ COr branca indica as interagdes
que sdo iguais a soma dos raios de van der Waals com um valor de dnorm igual a zero e a
cor vermelha as interacdes que sdo menores que a soma dos raios de van der Waals,
apresentando um valor negativo de dnorm.”2%®"® A Figura 40 apresenta a analise da

superficie de Hirshfeld dos complexos (1-4) com suas principais interacfes existentes.
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Figura 39. Superficie de Hirshfeld dos complexos (1-4) na funcéo dnorm.

Outra analise foi feita a partir da funcdo shape index para avaliar a topologia da
superficie a partir das interacdes intermoleculares. E utilizada para verificar a ocorréncia
de interacfes do tipo n®@®n stacking, onde um conjunto de um vale vermelho e uma
crista azul, ambos com formato de tridngulos, indicam que ocorre um empacotamento T
entre anéis de duas moléculas. A Figura 41 representa a analise da superficie de Hirshfeld
na funcdo shape index para os quatro complexos sintetizados demostrando a existéncia
das interacdes do tipo 1PD@r stacking e corroborando com os dados encontrados na

andlise de difracdo de raios X de monocristal.

-1t interactions

(O]

Figura 40. Superficie de Hirshfeld dos complexos (1-4) na fungéo shape index.
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Para uma analise de forma quantitativa, um gréafico bidimensional de impressdo
digital (fingerprint) pode ser adquirido utilizando as fungdes di e de, no qual de é a
distancia do ponto da superficie até o &tomo mais préximo fora da superficie e d; é a
distancia do ponto da superficie até um &tomo mais proximo da superficie.>®’* Essas duas
variaveis formam essa impressdo digital levando em consideracdo todas as interacdes
presentes na estrutura cristalina, incluindo até as interagdes mais fracas, conforme
representado nas Figuras 42 a 45.

Para 0 complexo (1) as interacdes que apresentam uma maior contribuicdo séo
representadas por HO®®H e CI®®®H, sendo elas de 36.8% e 31.1%, respectivamente.
Para o complexo (2) as maiores contribuicbes sdo dos contatos HO®®H e Bro®®H
sendo de 34.6% e 33.1%, respectivamente. Para o complexo (3) as maiores contribuicoes
séo atribuidas aos atomos de H®@®®H e HE®®DO, sendo elas de 32,3% e 27,8%. Por
fim, para o complexo (4) as maiores contribui¢cdes encontradas sdo entre os 4tomos
H®®®H e HO®®O, de 38% e 39.1%, respectivamente.

E possivel observar uma certa similaridade entre as interacbes de maior
contribuicdo nos complexos, todas elas séo realizadas entre os &tomos de hidrogénio e os
atomos de maiores valores de eletronegatividade. Nesses graficos de impresséo digital
2D uma coloracdo verde aparece no centro e isso € um outro indicativo da presenca de
interacdes do tipo n®®@n stacking em todos os complexos, como ja foi analisado
anteriormente. Por fim hd uma certa diferenca quanto as imagens de fingerprint que
aparecem para analise, essa diferenca em seu formato é devido as diferenca nos valores
de contribuicdo das interagdes HO®PH e HO®DDO. Observa-se também uma certa
similaridade no formato das impressées digitais devido as interacbes serem comuns no
ligante e em todos os quatro complexos, entretanto algumas apresentaram uma area maior
no grafico e outras uma area menor, e isso € devido a diferenca de valores de porcentagens

de contribuicdes que cada composto apresenta.
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Figura 41. Gréaficos de impresséo digital total e das principais interacGes do complexo (1).
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Figura 44. Gréficos de impresséo digital total e das principais interaces do complexo (4).

4.8. Mapas de interacdes total
Os mapas de interacOes total permitem que seja feita uma analise de todas as
forcas covalentes e ndo covalente intermoleculares existentes no complexo. E possivel
observar quais posicdes sdo preferenciais para as interacdes dos grupos funcionais em
relagdo a acepcéo e doacéo de ligagdo de hidrogénio, além dos grupos hidrofébicos.®"°
Nestes mapas as coloragdes em vermelho indicam as espécies que sao aceptoras
de ligagdes de hidrogénio, em azul as espécies que sdo doadoras, e em tom de cinza mais

claro estdo as espécies que sdo hidrofobicas, as demais cores que aparecem estdo
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relacionadas com as interagcbes dos diferentes grupos funcionais de cada composto
analisado.”

Para os complexos (1-4), € possivel observar as nuvens de grupos doadores em
azul e as nuvens de grupos aceptores em vermelho e se concentram em maior parte ao
redor dos atomos doadores que fazem a coordenagdo com o atomo de cobre(ll), Figura
46. 1sso ocorre devido a maior eletronegatividade que esses a&tomos apresentam, a exce¢ao
do grupamento alcodlico presente em todos os complexos, que neste caso também ira
apresentar nuvens de doacao e recepcdo de ligac6es de hidrogénio.

A diferenca de cores apresentada no mapa de interagOes total em cada um dos
complexos se da de acordo com os grupos coligantes dos sais de partida utilizados na
complexaco. E possivel observar para o complexo (1) que ha uma coloragdo verde
presente e se refere as interacdes dos ions cloreto coordenados ao metal. Para o complexo
(2) hé a presenga de uma coloragdo marrom referente aos ions brometo. Para o complexo
(3) ha uma coloracdo esverdeada no qual se referem a interagdo do ion cloreto nao
coordenado e em vermelho referente as moleculas de agua e ao ion nitrato nao
coordenado. No complexo (4) observa-se grandes regides intensas em azul e vermelho
devido as regides doadoras e aceptoras de ligacdes de hidrogénio devido as moléculas de

agua e ion sulfato coordenado ao metal.

S

Figura 45. Representacdo dos mapas de interacbes totais dos complexos (1-4).

4.9. Analise bioldgica
A atividade antibacteriana do ligante livre e dos complexos de cobre(l1) de foram

testados em cepas de bactérias Gram-positiva (S. aureus) e Gram-negativa (E. coli). As
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concentra¢des minimas inibitérias (CIMs) de todas as substancias foram determinadas,
elas correspondem a menor concentracdo de cada composto para que haja uma inibi¢ao
do crescimento de um microorganismo, representadas na Figura 47.
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Figura 46. Porcentagem CMI ([g/mL) dos compostos sintetizados.

Diferentes concentracfes foram testadas para a atividade microbiana dos
compostos, resultando em diferentes CIMs para o ligante PLBHZ e os complexos de
cobre(ll) (1-4), a Tabela 7 apresenta todos os resultados obtidos. De modo geral os
compostos tiveram uma maior eficiéncia contra as bactérias Gram-positiva ao invés das
Gram-negativa. E possivel observar que o ligante livre e os complexos (1-3) apresentaram
um valor mais satisfatério de CIMs do que o complexo (4) para bactérias S. aureus. O
complexo (3) foi 0 Unico que apresentou um valor de CIM menor para bactérias E. coli.
O ligante livre e os complexos (1-3) mostraram um valor de 1Cso menor do que o controle
positivo oxacilina que foi usado para S. aureus com um ICso de concentragdo 0,05.10°
g.mL?. Para o ligante livre e os complexos (2) e (3) o valor de 1Cso foram muito mais
baixos do que o controle positivo ampicilina usado para E. coli com ICso de 1,78.10°
g.mL?. Os resultados quanto a atividade bioldgica dos compostos se mostrou
significativo contra bactérias S. aureus, devido ao valor de CIM < 1.10° g.mL™.).”
Tabela 7. Atividade antibacteriana para PLBHZ e os complexos (1-4), expressos como CIM e
CMB (ug.mL™) para as diferentes concentragdes contra cepas de Staphylococcus aureus e

Escherichia coli.

Staphylacaccus aureus Escherichia coli
IC 99,9 IC 99,9
Composto  MIC IC {ICso} {MBC} MIC IC {ICs0} {MBC}
PLBHZ 1,37x10® 0,001a0,004 1,37 1,73x10°® 0,001a0,032 1,73
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1) 3,48x10° 0,012a0,043 24,95 3,11x10° 2,250a3,251 2997,03

2 5,15x10° 0,02 20,09 49,95 9,83x10"* 0,070a0,156 69,82
3) 6,34x10° 0,002a0,034 12,99 3,86x10™ 0,01a0,04 21,32
4) 3,51x10* 0,21a0,43 350,84 3,51x10" 34a39 3696,83

Comparando os valores que foram obtidos, verifica se que had uma alta atividade
antimicrobiana do ligante hidrazona livre em relagdo aos seus complexos de cobre(l1).
No entanto, as bactérias do tipo Gram-negativas possuem uma membrana externa lipidica
funcional assimétrica que serve como uma forma de protecdo de substancias nocivas que
estejam presentes no ambiente. Essa membrana é composta de fofoslipideos e
lipopolissacarideos (LPS), sendo eles presentes na camada interna e externa,
respectivamente. Por conta do LPS ser uma membrana polar, ocorre uma eletrizagdo que
serve como uma barreira contra moléculas que séo lipofilicas, protegendo essas bactérias
de detergentes, corantes e antibioticos hidrofobicos.” Além disso, essas bactérias contem
lipoproteinas, sua membrana externa apresenta proteinas porinas, com conformacgao f3-
folha conservada que possui um canal aquoso que regula a passagem de moléculas
hidrofilicas. Portanto a depender da polaridade de cada composto é possivel prever quais
deles irdo ter uma maior e menor eficiéncia devido as suas interacfes, portanto, devido
ao ligante livre apresentar uma alta polaridade (maior que a dos complexos) foi possivel
uma maior interacdo com as membranas das bactérias, o que resultou numa maior eficacia

quanto a sua atividade citotoxica em relacdo aos complexos.

4.10. Estudo de Docking Molecular

A simulacéo de docking molecular realizados em colaboracdo com os professores
Erica C. M. Nascimento e Jodo B. L. Martins do Instituto de Quimica da UnB, se mostrou
em concordancia com o que foi obtido na analise biologica quanto a tendéncia do poder
inibitorio e os valores experimentais de ICso para todos os sistemas enzimaticos e 0s
ligantes. Essa tendéncia de inibicdo também foi observada comparando a atividade
antibacteriana do ensaio experimental (Tabela 7) e a energia de ligacdo tedrica (Tabela
8).
Tabela 8. Energia de ligacdo teorica do estudo de acoplamento dos sistemas de complexos

formados entre bactérias gram-positiva e gram-negativa, moléculas de PLBHZ, dos complexos

(1-4) e das moléculas de controle oxacilina e ampicilina.

Staphylococcus aureus Escherichia coli
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(Receptor bioldgico: MecR1 - PDB 2IWD) (Receptor biologico: OmpF/A - PDB 4GCP)

Composto Valor (kcal.mol™) Composto Valor (kcal.mol™)
PLBHZ -8.0 PLBHZ -7.9
Q) 7.5 Q) -6.8
2 -6.9 2 -7.0
©) 7.7 ®) 7.4
(4) 6.7 (4) -6.6

A relagéo entre a inibi¢do de forma quantitativa com a correlagdo e assertividade
entre os valores experimentais de ICso e a energia de ligacao tedricos é mostrada na Figura
48. Para o sistema envolvendo as bactérias S. aureus a ordem de inibicdo é
PLBHZ>(3)>(1)>(2)>oxacilina>(4) e para o sistema envolvendo as bactérias E.coli a
ordem de inibicdo é PLBHZ>(3)>(2)>ampicilina>(1)>(4). E possivel observar a partir
dessas analises que o ligante livre e o complexo (3) apresentam os valores de inibicéo
mais satisfatorios, com valores de 100% de inibicéo, para bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas respectivamente, nos estudos de docking molecular enquanto o
complexo (4) apresenta um valor abaixo do esperado para as bactérias quanto ao seu
poder de inibigdo, 97% para Gram-positivas e 70% para Gram-negativas. De forma geral,
0S compostos apresentaram um poder inibitorio promissor quanto as bactérias S. aureus
e E.coli, embora os estudos apontam uma melhor afinidade quanto as bactérias S. aureus,
devido aos valores de inibi¢do apresentados serem maiores em Gram-positivas do que em
Gram-negativas.

(@ (b)

0.001 0.012 0.02 0.002
100%

0.001 2250 _gg70 -0.010 0.210 1.780

Escherichia coli

100%

99% 90%

MecR1

98% 80%

a7% 70%

60%
96% P
PLBHZ (1) (@ @) (4)  Oxacillin PLBHZ (1) @ (3) ) Ampicillin

= [Scorel/ kcal.mol IG{IC,,/ pg mL"} —o—|Score| / kcal.mot' IC{IC,,/ g ML}

Figura 47. Tendéncia relativa de inibi¢do e correlagdo do 1Cso versus a energia de ligacdo tedrica. (a)
Staphylococcus aureus - MecR1 e (b) E. coli - OmpF/A.

A simulacdo de acoplamento molecular contra as bactérias S. aureus mostra a

estrutura cristalografica do bioreceptor MecR1 (PDB 2IWD), que funciona como um
sensor de antibidtico, com o intuito de aumentar a resisténcia da bactéria frente aos
compostos de inibicdo. Esse receptor é complexado com a oxacilina, um antibiotico da
classe das penicilinas, formando uma ligacdo covalente com o residuo catalitico Ser391,
e formando o aduto oxaciloil, representados na Figura 49(a). Ambos os estudos de
docking para as moléculas de oxaciloil e oxacilina foram realizados e mostraram boa

concordancia na superposicdo com a estrutura cristalogréfica original. Conforme
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apresentado na Figura 49(b), o sitio ativo da enzima MecR1 é composto pelo residuo
catalitico Ser391 e pelos residuos Pro389, Asn390, Thr392, Lys394, Ser439, Phe423,
Trp426, Asnd4l, Thr529, Thr531 e 11e533. Para bloquear a atividade da enzima MecR1
e, consequentemente, interromper 0 mecanismo de resisténcia das bactérias S. aureus, é
necessaria uma interagdo covalente entre o inibidor antibacteriano e o residuo do sitio
ativo Ser391, como representado na Figura 49(c).” Observa-se que para realizar uma
inibicdo eficiente sdo estabelecidas importantes ligagcdes de hidrogénio entre os residuos
da proteina e a oxacilina/oxaciloil, bem como, intera¢do m-alquil e n-enxofre de médio

alcance que estabilizam o aduto no sitio ativo da MecRL1.
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Figura 48. (a) Representacdo da estrutura da enzima MecR1 e superposi¢do do acoplamento da oxacilina

e oxaciloil. (b) Visualizago 3D do sitio ativo e dos principais residuos da MecR1 interagindo com oxaciloil.

(c) Interagdo 2D e mapa de distancia do complexo formado por MecR-1 e o aduto de oxaciloil.

A Tabela 9 mostra as distancias das principais interacdes realizadas para o ligante
PLBHZ, os complexos (1-4), oxaciloil e oxacilina, durante o estudo de docking molecular
com a enzima MecR1.”> O poder inibitrio dos ligantes esta relacionado as interagGes
fortes das ligacGes de hidrogénio entre os compostos e os residuos Thr529, Thr531 e
Asnd41. A interagdo n-alquil estabiliza significativamente o ligante em posicéo de reagir
com o residuo catalitico Ser391. O composto melhor classificado como bom inibidor para
a enzima MecR1 foi o ligante PLBHZ, seguido dos complexos (3) e (1). As distancias
revelam que o PLBHZ é a molécula que interage com todos os residuos do sitio ativo com
distancias curtas e também se comporta de forma semelhante das interacGes encontradas
com a oxacilina.

Tabela 9. Distancias das interacdes (em A) mostradas na Figura 49(c), dos complexos formados

com a enzima MecR1.
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Interacdo Oxaciloil Oxacilina PLBHZ (1) (2) 3) 4)

a 1,45* 2,36 2,85 >6,00 >6,00 3,80 > 6,00
b 2,42 2,96 2,79 2,51 2,63 3,00 2,96
c 2,64 2,42 2,35 3,50 4,00 2,11 2,47
d 6,00 5,47 5,37 4,13 4,30 4,41 4,58
e 5,14 5,59 4,60 >6,00 >6,00 >6,00 >6,00
f 2,75 2,96 2,96 >6,00 >6,00 3,80 > 6,00

*Ligacao covalente entre os 4&tomos de Ser391 e C1 do aduto.

A simulacdo de docking molecular contra a bactéria E. coli e com a estrutura
cristalografica do bioreceptor OmpF (PDB 4GCP) complexada com a ampicilina é

mostrada na Figura 50(a).

Ampicilin-Active site residues main interactions
2D representation

©) == —

s chwrge B rparogen Bons Cormen e

Figura 49. (a) Representacdo da estrutura da enzima OmpF/A complexada com a ampicilina. (b)
Visualizacdo 3D das interagdes do sitio ativo e dos principais residuos. (c) Interagdo 2D e mapa de distancia
do complexo formado entre a enzima OmpF/A e ampicilina.

A estrutura cristalografica 3D da enzima OmpF/A revela que a ampicilina esta
orientada perpendicularmente ao eixo do canal, Figura 50(b). Esta orientacdo promove
interacdes eletrostaticas adequadas entre o grupo carboxilico carregado negativamente da
ampicilina e os grupos NHs" dos residuos Arg167(b) e Arg168(c) fazendo com que essas
interacdes estabilizem o complexo, Figura 50(c). Outras interacdes importantes
observadas sdo do tipo ligacdo de hidrogénio e n®®®n, que sdo responsaveis por
estabilizar a ampicilina no sitio ativo da enzima OmpF/A sem induzir uma grande
mudanca conformacional no sitio ativo da proteina.’®

O ligante PLBHZ apresentou ligacdo de hidrogénio mais forte com o residuo
Ser125 (a: 2,80 A) do que outros ligantes, incluindo a ampicilina. A interacdo ndo

convencional da ligagdo de hidrogénio entre o residuo Aspl21(d) e os ligantes
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desempenha importante funcdo no processo inibitério, comparando o tamanho da
distancia para esta interacdo e a tendéncia inibitdria obtida através do ensaio experimental
e abordagem tedrica PLBHZ>(3)>(2)>ampicilina>(1)>(4) e correlacionando a duragédo
desta interacdo e a energia de ligacdo dos compostos.

A interagdo t®ODn com o residuo Phel18(e) também se mostrou diretamente
relacionada ao poder de inibicdo apresentado pelas moléculas estudadas. Para esta
interacdo, as distancias do ligantes PLBHZ e do complexo (3) sugere que valores menores
de 5,00 A estabilizam o ligante em uma posic&o melhor aumentando a energia de ligago,
conforme mostrado na Tabela 10.

Tabela 10. Distancias das interagdes (A) mostradas na Figura 50(c), dos complexos formados

com a enzima OmpF/A.

Interagdo ~ Ampicilina PLBHZ (1) @) 3) 4)

a 2,92 2,80 3,74 >6,00 3,04 3,77
b 4,33 5,12 >6,00 >6,00 421 4,97

C 5,44 5,34 4,21 4,83 3,64 > 6,00
d 3,64 3,75 4,60 3,15 3,10 4,85

e 5,64 4,24 5,10 4,92 3,60 5,97

De acordo com os dados experimentais e teoricos, o ligante PLBHZ e os
complexos de cobre(l1) apresentaram boa atividade inibitoria contra as bactérias testadas.
Os mapas de interacdo total e analise das superficies de Hirshfeld sdo parametros que
podem ser utilizados para prever como o ligante livre e os complexos irdo interagir com
as proteinas alvos e as bactérias, devido aos grupos de doacéo e acepcao de hidrogénios,
bem como os grupos hidrofobicos. Um melhor desempenho de acordo com os valores de
ICso € energia de ligagdo foi observado para as bactérias S. aureus. Entretanto, o complexo
(4) apresentou menor atividade na formacdo de um complexo com ambos 0s sistemas
bioreceptores devido ao tamanho do fon SO4* coordenado ao metal, 0 que indica um
impedimento espacial, bloqueando assim a entrada do composto no sitio ativo das

enzimas para interagir de maneira adequada.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os objetivos propostos e os resultados alcangados acerca do estudo
de uma hidrazona derivada do piridoxal (vitamina B6) e seus quatro complexos de
cobre(ll) obtidos, é possivel concluir que foram sintetizados quatro complexos inéditos
de cobre(ll) com o ligante piridoxalbenzoilhidrazona e que tiveram suas estruturas
cristalinas e moleculares elucidadas através da técnica de difracdo de raios X de
monocristal onde foi possivel observar nos complexos sintetizados que as trocas de ions
dos sais de cobre(11) interferem na formag&o do arranjo tridimensional de suas estruturas
cristalinas e na formagéo de diferentes interacdes intermoleculares.

A estrutura rigida apresentada pelo agente complexante utilizado ocasionou
distorcGes nos poliedros de coordenacéo na forma de uma piramide de base quadrada para
0s quatro complexos obtidos, sendo verificados pelos valores de angulos e comprimentos
de ligacdo obtidos na andlise por difracdo de raios X de monocristal.

Todas as tecnicas espectroscopicas utilizadas para a caracterizagdo dos complexos
se mostraram eficazes e corroboram com os dados da analise de difracdo de raios X de
monocristal.

O ligante livre e todos os complexos sintetizados obtiveram resultados
satisfatorios quanto a atividade antibacteriana em bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas e os resultados da analise bioldgica se mostrou em concordancia com o0s
resultados que foram obtidos na analise de docking molecular.

Com os resultados deste presente trabalho foi possivel a publicacdo de um artigo
cientifico na revista Frontiers in Chemistry intitulado “Effects of changing ions on the
crystal design, non-covalent interactions, antimicrobial activity, and molecular docking

of Cu(ll) complexes with a pyridoxal-Aydrazone ligand .
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ANEXO I. Distribuicao isotopica do ligante PBLHZ e dos complexos (1-4).
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The present work reports the influence of the presence of different ions (CL7, Br~,
NOz~, or SO4%) on the formation and proprieties of Culll) complexes with
pyridoxal-benzoylhydrazone (PLBHZ). Four new complexes were successfully
synthesized, [CuCl(PLBHZ)] (1), [CuBr,(PLBHZ)] (2), [CUuCI(PLBHZ)H,Ol-NO3-H,O
(3), and [CuSO4(PLBHZ)H,Ol-3H,0 (4), and characterized by spectroscopic and
physicochemical methods. A single-crystal X-ray study reveals the Schiff base
coordinated to the metal center tridentate by the ONS-donor system, resulting in
distorted square pyramidal coordination geometries. Noncovalent interactions
were investigated by 3D Hirshfeld surface analysis by the dnom function, 2D
fingerprint plots, and full interaction maps. The ion exchange is important in
forming three-dimensional networks with m.m stacking interactions and
intermolecular hydrogen bonds. The in vitro biological activity of the free
ligand and metal complexes was evaluated against Gram-positive and Gram-
negative bacterial strains and the free pyridoxal-hydrazone ligand showed higher
activity than their Cu(ll) complexes. Molecular docking was used to predict the
inhibitory activity of the ligand and complexes against Gram-positive
Staphylococcus aureus and Gram-negative Escherichia coli bacteria.

KEYWORDS

crystal structure, pyridoxal, Cul(ll) complex, Hirshfeld surface, molecular docking,
antibacterial activity

1 Introduction

B vitamins are essential for human metabolism and their lack can result in a wide range
of health problems. Pyridoxal is among the six water-soluble vitamins of vitamin B that can
be used for cell or bioimaging and anticancer applications (Gupta, 2022; Karthick et al.,
2023). Pyridoxal and their metal complexes have been found useful in catalytic reactions
and biological activities (Askarian et al., 2021; Ma et al., 2022; Dherbassy et al., 2023). The
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