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TENTE OUTRA VEZ

Veja, ndo diga que a cangao esta perdida
tenha fé em Deus tenha fé na vida.
Tente outra vez.

Beba, pois a 4gua viva ainda esta na fonte
(tente outra vez), vocé tem dois pés para cruzar a ponte,
nada acabou, ndo, ndo, nao.

Tente, levante sua mao sedenta e recomece a andar
ndo pense que a cabega aglienta se vocé parar,

nao, ndo, ndo, nao, nao, nao.

Hé uma voz que canta, uma voz que danga,
uma voz que gira bailando no ar.

Queira (queira), ndo basta ser sincero e desejar
profundo, vocé sera capaz de sacudir o mundo.

Vai, tente outra vez (tente), ¢ nao diga
que a vitoria esta perdida,

se ¢ de batalhas que se vive a vida.

Tente outra vez.

(Raul Seixas / Paulo Coelho / Marcelo Motta)
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RESUMO
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SINTESE, ESTRUTURAS DE TRIAZENO 1-OXIDO E
COMPLEXO DE K", E AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA DE 1-
METILTRIAZENOS 1-OXIDO E 1,3-BIS(ARIL)TRIAZENOS

AUTORA: ALINE JOANA ROLINA WOHLMUTH ALVES DOS SANTOS
ORIENTADOR: PROF. DR. MANFREDO HORNER

Santa Maria, 19 de dezembro de 2005.

Este trabalho apresenta a determinagdo da estrutura cristalina/molecular de dois compostos triazenos
livres e um complexo de K* com ligante triazeno 1-6xido protonado.

O composto 1-metil-3-(p-carboxifenil)triazeno 1-6xido (1) cristaliza no sistema monoclinico, grupo
espacial C2/c , com pardmetros de cela a = 27,2046(8)A, b = 5,0218(1)A, ¢ = 14,4503(5)A, p=113,13(1)°,
V = 1815,47(9)A°, Z = 8, R, = 0,0325, wR, = 0,0977. A estrutura cristalina do pré-ligante (1) revela que a
molécula é praticamente plana (r.m.s. 0,0192A) e que, o conjunto de moléculas unidas por ligagdes de
hidrogénio, na cela elementar, formam cadeias independentes na diregdo cristalografica [100], sendo que estas
cadeias independentes unem-se, também, por ligacdes de hidrogénio na dire¢do cristalografica [001]. Estas
ligagdes sdo do tipo classicas N-H----O e O—-H----O, e se relacionam por operagdes de simetria formando um
arranjo bidimensional.

O composto 1,3-bis(4-carboxifenil)triazeno (2) cristaliza no sistema monoclinico, grupo espacial P2/c,
com parametros de cela a = 23,168(2)A, b = 3,7398(4)A, ¢ = 19,751(2)A, p= 100,912(6)°, V = 1680,3(3)A%,
Z=4, R =0,0764, wR, = 0,2425. A estrutura cristalina do pré-ligante (2) revela que a molécula nio ¢é planar
(r.m.s. 0,2071A) e que, as moléculas unem-se por ligagdes de hidrogénio na direcfio cristalografica [010] e com
as moléculas de agua na diregdo cristalografica [001]. As ligagdes de hidrogénio sdo do tipo classicas
N-H-----O, O-H-----O, O-H-----N, que se relacionam por operagdes de simetria formando uma arranjo
bidimensional.

O complexo 3-(4-carboxilatofenil)-1-metiltriazeno 1-6xido de potassio tetraidratado (4) cristaliza no
sistema monoclinico, grupo espacial P2,/c, com pardmetros de cela a = 12,695A, b = 8,123A, ¢ = 13,5204,
L=106,71°,V = 1335,3A%, Z=4, R, =0,0554, wR, = 0,1705. Na estrutura cristalina do complexo (4), a esfera
de coordenacio do fon K' ¢ formada por oito 4tomos de oxigénio, um do ligante triazeno 1-6xido protonado, um
da molécula de agua terminal e seis das moléculas de agua em ponte. O polimero originado, com numero de
coordenagdo oito, apresenta uma distor¢do da estrutura semelhante ao enxofre elementar Sg na conformagao de
barco com a simetria ideal C,,.

Além das andlises estruturais em monocristal, o pro-ligante (1) foi caracterizado adicionalmente por
ponto de fusdo, espectrometria no infravermelho, ressonancia magnética nuclear de "H e "*C e também na regido
do ultravioleta, o pro-ligante (2) ponto de fusio, e o complexo (4) por ponto de fusdo e espectrometria na regifo
do infravermelho e ultravioleta.

Em relagéo a atividade biologica, o pro-ligante (1) revela capacidade bacteriostatica na concentragdo de
l6pg/mL e bactericida em 32pg/mL frente a bactéria S. agalactiae, e o pro-ligante 1-(4-etoxifenil)-3-
(4-carboxifenil)triazeno (3) ¢ capaz de clivar o DNA plasmidial pUC18, na propor¢do de 17,03%, com a
concentragdo de 1,25mM.

Palavras-chaves: triazeno 1-6xido, complexo de K, atividade bioldgica.
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This work is associated with the crystal and molecular structure analysis of two free triazene 1-oxide
molecules and a complex with K* involving a p-carboxyfenil-substituted single protonated triazene 1-oxide
ligand.

1-metil-3-(p-carboxyphenyl)triazene 1-oxide (1) crystallizes in the monoclinic system, space group
C2/c, with cell parameters a = 27.2046(8) A, b = 5.0218(1) A, ¢ = 14.4503(5) A, p= 113.13(1)°,
V= 1815.47(9)A3, Z=38,R;=0.0325, wR,=0.0977. The crystal structure demonstrate that the molecule deviate
slightly from planarity (r.m.s. 0.0192 A). The molecules are associated in form of a bidimensional
supramolecular array in the [100] and [001] crystallographic directions via classic hydrogen bonds, N-H:-O e
O-H-O.

1,3-bis(4-carboxyphenyl)triazene (2) crystallizes in the monoclinic system, space group P2,/c, with cell
parameters a = 23.168(2) A, b = 3.7398(4) A, ¢ = 19.751(2) A, f=100.912(6)°, V = 1680.3(3)A°, Z = 4,
R, =0.0764, wR, = 0.2425. The crystal structure show that the molecule deviates significantly from planarity
(r.m.s. 0.2071 A). Also in this case, the molecules (2) are associated in form of a bidimensional supramolecular
array constituted by helix chains including classic hydrogen bonds with water molecules, operated by a 2, axial
screw-axis along the [010] crystallographic direction, and a C axial glide-plane in the [001] crystallographic
direction.

The complex 3-(4-carboxyphenyl)-1-metiltriazene 1-oxide of potassium tetrahydratade (4) crystallizes
in the monoclinic system, space group P2,/c, with cell parameters a = 12.695 A, b = 8.123 A, ¢ = 13.520 A,
p=106.71°, V= 1335.3A%, Z=4, R, = 0.0554, wR, = 0.1705. The single crystal structure analysis demonstrate
that the coordination sphere of the K' ion include eight oxygen atoms belonging to the carboxyphenyl
deprotonated triazene ligand, and seven water molecules. The coordination geometry identified correspond an Sg
molecule with a distorted boat conformation.

Additionally, molecule (1) were characterized by melting point and spectroscopic methods
(IR, UV/VIS and multinuclear NMR), molecule (2) by melting point and complex (4) by melting point and
spectroscopic methods (IR and UV/VIS).

In connection with biological activity, molecule (1) demonstrate bacteriostatic activity (concentration of
16pg/mL), and acts as bactericide (concentration of 32pg/mL) in relation to the bacterium S. agalactiae.
1-(4-etoxyphenyl)-3-(4-carboxyphenyl)triazene (3) (concentration of 1,25mM) demonstrate 17,03% cleavage
ability in relation to the plasmidial DNA pUC18.

Keywords: triazene 1-oxide, complex of K, biological activity.
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1. INTRODUCAO

Desde quando os compostos inorganicos comecaram a serem estudados, e a partir do
momento em que os métodos de andlise propiciaram a realizagcdo de estudos mais detalhados,
uma preocupagdo com relagdo as agdes e fungdes destes compostos nos organismos vivos foi
gerada. Assim, a partir de 1960, surgiu a Quimica Bioinorganica, uma area independente e de
alta disciplinaridade’.

Essa disciplinaridade envolve a fisica através de técnicas de deteccdo e caracterizagdo,
varias areas da biologia pelo fornecimento dos materiais e detecgdo das reagdes mutagénicas
celulares, agricultura e ciéncias nutricionais através do estudo dos efeitos dos elementos
inorganicos na interdependéncia mutua, farmacologia no estudo da interagao entre as drogas e
as substancias inorganicas enddgenas ou exdgenas, medicina através do diagndstico de
doencas e quimioterapia, toxicologia pelo potencial toxico de compostos inorganicos,
microbiologia através de experimentos in vitro, bioquimica pelo estudo da fungdo biologica e
especificidade, e fisiologia pela determinagio do mecanismo de acdo in vivo'.

Neste trabalho, a interdisciplinaridade sera evidenciada através da quimica do
nitrogénio, isto ¢é, através dos grupos aminos formadores de cadeias triazenidicas, e através de
metais estratégicos complexados a estes grupos.

Aminas primarias, secundarias e terciarias sao grupos fisioldgicos de extrema
importancia, sendo constituintes de aminoacidos que sdo unidades estruturais das proteinas,
de bases nucleotideas que em conjunto com grupos fosfatos e aclcares formam os
nucleotideos, de enzimas e também de neurotransmissores.

Os grupos aminos sao amplamente utilizados em sinteses experimentais de novos
compostos, aproveitando-se do fato de possuirem sitios especificos de agdo nas membranas
celulares e capacidade de formarem liga¢des de hidrogénio.

Devido a isso, as aminas estdo presentes, por exemplo, em medicamentos
antineoplésicos, podendo-se citar os agentes alquilantes, dos quais fazem parte os triazenos’,
que sdo o foco principal deste trabalho. Esta classe de medicamentos transfere, sob condi¢des
fisiologicas, grupos alquil aos sitios eletrofilicos no DNA.

Os antineoplasicos sdo medicamentos utilizados no tratamento contra o cancer, sendo
esse, um termo genérico utilizado para descrever uma colecdo de cerca de 150 doengas
diferentes, caracterizadas por uma rdpida e anormal divisdo celular do tecido e pela migragao

de células cancerigenas (metéstase) para partes do corpo distantes da origem. Com a rapida e
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desnecessaria divisao celular, logo forma-se um excesso de tecido, conhecido como tumor,
podendo este, ser benigno ou maligno”.

Compostos triazenos apresentam ampla aplicagdo terapéutica, com propriedades
antitumorais, antimetastaticas, imunossupressoras4, antitripanossémicass’(’ e antilinfomas’. S3o
bastante agressivos as células, sendo também relatados pela literatura, como citotoxicos®,
mutagénicos’, teratogénicos'® e carcinogénicos' "% .

Triazenos também sdo alvo de estudos quimicos e cristalograficos envolvendo
diversos metais estratégicos, principalmente com papel bioinorganico importante, assim, neste

momento serdo abordados alguns aspectos de importincia dos triazenos, que mais se

aproximam dos resultados a serem discutidos neste trabalho.
1.1. Triazenos

Os triazenos sdo espécies quimicas que envolvem cadeias abertas contendo trés
, . A e . . A .1 . .
atomos de nitrogénio interligados em seqiiéncia'”, como observado na Figura 1. Estas cadeias
de nitrogénio podem ser facilmente estabilizadas através da derivacdo com substituintes

organicos nos nitrogénios terminais, levando a formacao de diversos analogos.

R, _N R
\N/ 2

\N/

|
H
Figura 1. Composto triazeno genérico, sendo R = alquil, fenil, aril; Ry =R, ; R # R,".

O primeiro triazeno descrito pela literatura foi o 1,3-bis(feniltriazeno), em 185914,

sendo a formula estrutural visualizada pela Figura 2.

Figura 2. Composto 1,3-bis(feniltriazeno)'.
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Substituintes aromaticos contribuem para a estabilizagdo da cadeia nitrogenada através
dos efeitos indutivos e mesoméricos, porém, na literatura também sdo descritos compostos
triazenos com substituintes alifaticos'* e heteroatomos '°.

Triazenos sdo geralmente sintetizados por diazotagdo de uma amina primadria
aromatica, seguido do acoplamento do sal de diazonio correspondente com uma amina
secundaria, formando o produto desejado com rendimento  consideravel:
AN, + Ar'NH, — ArN=N-N(H)Ar’ '°.

A quimica contemporanea dos triazenos tem sido revisada, e a importancia dos
triazenos tem se destacado devido a versatilidade das sinteses organicas que dao origem a

16
estes compostos .

1.1.1. Triazenos 1-6xido

Triazenos 1-6xido s3o moléculas que apresentam um atomo de oxigénio vinculado ao
atomo N, da cadeia diazoaminica através de uma ligagcdo covalente dativa. Sao uma classe de
pro-ligantes bidentados que formam “anéis quelatos inorganicos” (sem carbono), de cinco
membros e estaveis, quando coordenados a centros metalicos'’, como evidenciado pela
Figura 3.

A obtenc¢do dos triazenos 1-6xido ocorre por rotas sintéticas relativamente simples,
envolvendo o acoplamento de hidroxilaminas N-substituidas e sais de diazonio'®. Assim,
torna-se possivel a alteracdo dos grupamentos R e X, no sistema ligante, por substituintes com

diferentes tamanhos e efeitos polares.

X
/Nj
@ / \\N/R
N3 71
M—4

Figura 3. Formula estrutural evidenciando um anel quelato inorganico formado entre triazeno

1-6xido e centro metalico M™, sendo R = alquil, fenil, aril'’.
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O efeito polar dos substituintes R e X dos pro-ligantes pode influenciar suas
propriedades eletronicas. Ja o tamanho do grupamento R e a presenca de grupamento
o-metilicos controlam convenientemente a possibilidade de interagdes intermoleculares ' e
intramoleculares.

Os triazenos 1-6xido sofrem efeitos de tautomeria. Pela Figura 4 observam-se estes
efeitos, sendo que no estado sélido adquirem preferencialmente a forma tautémera (I) de

triazenos 1-0xido e em solu¢do podem adquir a forma tautdomera (II) de 3-hidroxitriazenos.

HOOC
HOOC

_CH; <«—

—2Z

C=Z
Z
A\
/
Z

(D) (IT)

Figura 4. Representacdo estrutural da tautomeria existente entre triazeno 1-6xido (I) e

3-hidroxitriazeno (II).

A obten¢do do primeiro complexo metélico envolvendo um ligante do tipo triazeno
1-6xido foi relatado em 1938 . Desde entdo, o interesse em torno da formacdo e
propriedades destes compostos t€ém aumentado, o que se evidencia pela sintese de novos

pro-ligantes®'.

1.2. Quimica de Coordenac¢ao

Os triazenos permitem diversos modos de coordenagao devido a geometria molecular
e presenca de sitios doadores de elétrons (basicidade de Lewis), que viabilizam a obtencao de
um grande nimero de complexos com diferentes cations metalicos.

Pela Figura 5, constata-se que as moléculas de triazeno podem coordenar-se aos
centros metélicos de diferentes maneiras.

Os ligantes triazenos atuam mais frequentemente como ponte 1'(N1), 1n'(N3),

conforme Figura 5(d), entre dois centros metalicos. A coordenacdo em ponte favorece a
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formagdo de complexos com ligacdo intermetalica, sendo estudada em espécies homo e

heterometalicas, que resultam na formagao de complexos multinucleados.

R. _N R _N_ R
\}ll/ \Nlr/ R\N/ Il\I/
H M M

(a) (b)
AN R
\M/N
(©)

KN’//N\‘N/R RS ,/N\x R
| | N N
M M >

M M
(d) (e

Figura 5. Principais modos de coordenagdao dos compostos triazenos. (a)Coordenacgio
monodentada e protonada, (b)Coordenacdo monodentada e desprotonada, (c)Quelante
bidentado, (d)Coordenacio em ponte®, (e) Coordenagdo simultdnea como quelante bidentado

e em ponte™.

1.3. Ligacdes de Hidrogénio

As estruturas cristalinas obtidas neste trabalho apresentam ligacdes de hidrogénio
classicas formando arranjos supramoleculares. Por isso faz-se necessario uma breve
explanagao sobre este tipo de ligacao.

Liga¢des de hidrogénio sdo consideradas atracdes eletrostaticas fracas entre um par
isolado de elétrons de um elemento quimico eletronegativo e um atomo de hidrogénio ligado
covalentemente e que tenha uma carga parcial positiva®*. Sdo de grande importancia para os
organismos, pois através delas ocorrem as interagdes entre as moléculas necessarias a

sobrevivéncia celular. Dentre essas, pode-se citar as ligacdes entre as bases nucleotideas nos
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acidos nucléicos e também, as ligacdes dos grupos ativos dos medicamentos nos sitios de
acao celulares, manifestando a agdo terapéutica.

A evidéncia destas ligagdes se da, preferencialmente, através de estudos de difracdo de
raios—X, difragdo de néutrons, espectros de ressondncia magnética nuclear e também, de
espectros de absor¢do no infravermelho®.

Sao constituidas, em geral, por um grupo doador (X-H) e por um grupo receptor (A),

sendo referida pela forma (X-H"A). Podem ser classificadas, de acordo com parametros
geométricos, em ligacdes de hidrogénio com doador bifurcado e com aceptor bifurcado, como
observado na Figura 6(a) e (b), respectivamente.

A distancia da interagdo H"A ¢ dependente da natureza de R; (4tomo ligado ao
doador X), de X e de Y2 2% Estas interagdes sdo mais intensas quando X e Y forem N, O ou
F, sendo as ligacdes de hidrogénio mais comuns aquelas, que acontecem da seguinte maneira
O-H" 0O e N-H"0. Quando ligados ao H, atomos de P, S, Cl, Br ¢ C, também podem

atuar como doadores de protons, desde que a ligagio seja relativamente polar®’.

A //H—Xl
/// ///
R, —X—H Y—AL
\\ \\\
Ay H—X,
(a) (b)

Figura 6. Ligacdes de hidrogénio.(a)Doador bifurcado e (b)Aceptor bifurcado®®.

As ligagdes de hidrogénio podem ocorrer na forma de ligagdes intramoleculares e
intermoleculares, sendo essas ultimas, responsaveis por propriedades fisicas como: altos
pontos de fusdo, ebuli¢do, entalpias de vaporizagdo e sublimacao, 24 contribuindo também, na
formagdo de compostos supramoleculares™.

Assim, a quimica supramolecular pode ser considerada como a quimica dos arranjos
moleculares e das ligacdes intermoleculares, sendo portanto, uma generalizacdo da quimica de
coordenacdo, passivel de diferenciagdo em trés niveis de organizacdo estrutural: a estrutura

primdria a nivel molecular, a estrutura secundaria que consiste na associacao de moléculas e a

estrutura terciaria que se relaciona ao empacotamento das entidades supramoleculares.
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2. OBJETIVOS

O interesse desta pesquisa nos compostos triazenos, mais precisamente nos triazenos
1-6xido, justifica-se pela sua aplicagcdo nos estudos de quimica de coordenagdo, isto ¢, no
planejamento e desenvolvimento de novos triazenos que estabilizem complexos, € no
potencial bioldgico, seja pelo estudo da sua capacidade bacteriostatica e bactericida ou pelo
estudo da sua capacidade em clivar o Acido Desoxirribonucléico (DNA), com o intuito de

revelar novas drogas que apresentem potencial antibidtico e/ou antineoplésico.

Portanto este trabalho possui como objetivos:

1) sintese e caracterizagdo do pro-ligante 1-metil-3- (p-carboxifenil)triazeno 1-6xido;

2) avaliagdo do modo de coordenacdo do ligante 1-metiltriazeno 1-6xido com o ion

potassio;

3) andlise por difragdo de raios-X em monocristal do 1-metil-3-(p-carboxifenil)triazeno

1-6xido e do 1,3-bis(4-carboxifenil)triazeno;

4) avaliagdo dos pro-ligantes em relagdo a atividade bacteriostatica e bactericida, e a

capacidade de clivagem do DNA plasmidial dupla fita.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Triazenos com Importiancia Farmacolégica

Na década de 60, Shealy, Krauth ¢ Montgomery’ sintetizaram e caracterizaram o
primeiro triazeno com comprovada atividade bioldgica, a Dacarbazina® observada na

Figura 7.
COOH

N CH;
l I,N\N<

3
H

Figura 7. Formula estrutural da Dacarbazina® [5-(3,3-dimetil-1-triazeno)imidazol-4-

carboxamida]®.

Existem varios mecanismos propostos para elucidar o potencial bioldgico dos
triazenos. Sabe-se que o mecanismo de agdo depende necessariamente da estrutura do
triazeno, sendo que, derivagdes nos grupamentos diretamente ligados a cadeia de nitrogénios
proporcionam alteragdes no comportamento destas espécies quimicas. E importante lembrar
que o meio reacional onde o composto deve atuar, a presenga de determinados metabolitos e
outras condi¢des fisiologicas, também influenciam na sua atividade®'.

Diversos estudos foram realizados na tentativa de elucidar o mecanismo de acao da
Dacarbazina®, bem como minimizar os efeitos colaterais e aumentar sua
biodisponibilidade®®. Estes fatores levaram a busca de analogos estruturais da Dacarbazina®,
os 1-aril-3,3-dimetiltriazenos .

Dacarbazina® ¢ prescrita como quimioterdpico para melanoma maligno metastatico e
também para doenca de Hodgkin’s>. Sua acdo bioldgica e, em geral dos antineoplasicos
1-aril-3,3-dimetiltriazenos (1), visualizados pela Figura 8, ¢ decorrente da sua capacidade em
alquilar o DNA. E uma pré-droga, pois somente apos a oxidagdo metabélica pelas enzimas do
citocromo P450 ¢ que se origina o hidroximetiltriazeno (2), o qual, com a perda do
formaldeido, forma o monometiltriazeno (3), que ¢ justamente, a droga ativa’. O
inconveniente da necessidade de oxidacdo metabdlica esta no fato de que ela diminui o nivel

da droga no plasma, diminuindo a atividade. A Dacarbazina® ¢ capaz de atacar o DNA e
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alquilar suas bases, prevenindo a multiplica¢dao e o crescimento das células tumorais, além de

dificultar a sintese de proteinas necessarias a sobrevivéncia destas células™.

X
X
P4so H;C <

H3C\N/N\\N 3 \N/ \N

/ CHzOH 2
H;C 1
X — HCHO X
HsC_ _N
N °N H;C N.
Il_I 3 \ITI/ \N

H 3

X
N DNA
H;C—N" =N + —> H;C—DNA + N,
H,N

Figura 8. Desmetilagdo oxidativa para 1-aril-3,3-dimetiltriazenos, considerando

X=-CN, -COOEt, -CHj, -Br**.

Experimentos envolvendo a administracdo oral de 1,3-bis(feniltriazeno) em ratos e
camundongos, ¢ a analise de amostras de sangue, fezes e urina, evidenciaram que a
degradacao leva a formagao de anilina e benzeno''. Este fato reforca a idéia de que derivados
de triazenos com substituintes alquila, como o 1-aril-3,3-dimetiltriazeno, degradam-se
formando agentes alquilantes do DNA, como j& demonstrado na Figura 8.

Algumas bases alquiladas causam mutagdes que podem levar a indugdo de tumores,
assim, para diferenciar os efeitos terapéuticos dos efeitos mutagénicos, Sanada et al.*
investigaram a ac¢do da Dacarbazina® sobre células humanas e de ratos com genes Mgmt e
Mih1 defeituosos. Estes genes sdo responsaveis pela codificagdo da enzima de reparacdo do
DNA chamada de metiltransferase, portanto erros na codificagdo desta enzima induzem a
apoptose celular. Células Mgmt defeituosas sdo hipersensiveis a acdo antineoplasica da
Dacarbazina®, ja as células defeituosas para ambos os genes, Mgmt e Mlhl, sofrem agdes
mutagénicas pelo uso da Dacarbazina®. Assim, comprovou-se que a manifestagdo dos efeitos
terapéuticos da Dacarbazina® ¢ controlada pelo gene Mgmt, enquanto que a manifestagao dos

efeitos mutagénicos é controlada por ambos os genes Mgmt ¢ MIh1%.
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De acordo com o estudo dos mecanismos de agdo dos agentes alquilantes, pode-se
afirmar que a obtengdo de novas pro-drogas potencialmente ativas como antineoplésicos® =,
genericamente [(ArN;N,N3(R;)(R,)], esta intimamente relacionada com a estrutura destes
compostos. Moléculas deste tipo devem ser quimicamente estaveis, capazes de hidrolisarem-
se sob condicdes fisiologicas e apresentarem, ligado ao Ni, dois substituintes alquila
(R;=R;o0u R; #R;), sendo um deles metabolicamente removivel’ %,

Partindo disto, durante a década de 80, na busca por drogas com melhor atividade, o
estudo de monometiltriazenos derivados da Dacarbazina® levou ao desenvolvimento da
Temozolamida® (TEM)™, que se revelou um efetivo antineoplasico. A Temozolamida® ¢
comercializada na Unido Européia para pacientes com tumores cerebrais.

Temozolomida® (TEM) (1), ¢ um triazeno ciclico capaz de gerar a espécie

monometiltriazeno (2), por hidrélise em condi¢des levemente alcalinas, sem necessidade de

. ~ yqe . . . 17.34.4
oxidagdo metabolica, como se visualiza pela Figura 9'7°*%.

CONH,

0 CH;
l —HCOH
CONH, N CONH, . CONH,
CH; N
N=y~
/(’X N-N — /A’&N/ N /A + H3C—N"=N
N~ N \ N \ N~ NH;
\ \ H |
H 2 H H l

H;C —DNA + N,
Figura 9. Hidrélise da TEM®'”.

ZRCMS5 (1), observado na Figura 10, ¢ um hidroximetiltriazeno que também nao
requer oxidacdo metabodlica para gerar a espécie ativa, a perda do formaldeido ja4 forma o

monometiltriazeno (2)"".
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OH

N N. _N
X = SN7 \CH3

N ~ H
Ny N. _N
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N N
H \©/ “H 2

|

N NH,

H/N\©/N\H f HC—N'=N

H;C —DNA + N,

Figura 10. Hidrolise de ZRCM5'".

Um outro mecanismo de atuacdo biologica dos triazenos tem como base de estudo o
reconhecimento de pequenas seqiiéncias de nucleotideos, cuja seletividade de interagao,
muitas vezes, ¢ atribuida a combinacdo de fatores estéreos, eletrostaticos e de ligagdes de
hidrogénio®'.

Um tipico exemplo de composto que atua por interacao, ou melhor, intercalagdo no
DNA, observado pela Figura 11, ¢ o 4,4’-(1-triazeno-1,3-diil)dibenzamina-bis(N-
acetilglicinato), conhecido como Berenil®. As interacdes ocorrem entre os grupos amidinicos
terminais do Berenil® e sitios especificos do DNA, sem que haja a degradagdo da cadeia
triazenidica’. Esta droga tem sido empregada com sucesso no tratamento, de casos na fase

inicial, da doenca do sono na Africa causada pelo Trypanossoma rhodesiense®.



30

H,0C COH;

) NCH,COO"
OOCCH,N

H

Figura 11. Formula estrutural do Berenil® [4,4’-(1-triazeno-1,3-diil)dibenzamina-bis(N-

acetilglicinato)]’ .

O Berenil® atua ligando, preferencialmente, através de ligagcdes de hidrogénio, o seu
grupo amidinico aos sitios Adenina-Timina (AT), no sulco menor da dupla fita de DNA*.
Esta interacdo interfere com a abertura das fitas de DNA, num processo necessario e
fundamental para a transcri¢io e replicagio do material genético”, podendo, também,
mascarar os sitios de acao de enzimas, o que inibe as fungdes do DNA e causa a morte celular
(apoptose)’.

Além dos sitios AT, de acordo com a Figura 12, o Berenil® também pode apresentar-
se como intercalador parcial ou pseudointercalador nos sitios Citosina-Guanina (CG)*, o que
pode ser observado pela comparagdo com a intercalagao proporcionada por um intercalador

classico, que ¢ o caso do Brometo de Etidio** na Figura 13.

Sulco maior
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Figura 12. Interacdo do complexo Berenil-(CGATCGATCG), no DNA.
(a) e (b)Intercalacao parcial da droga entre os sitios GC, (¢) e (d) Pseudointercalacdo do

Berenil no maior sulco da dupla fita de DNA*.

Cadeia agucar-fosfato

v

, Brometo de
Nucleotideo Etidio

Figura 13. Intercalagio no DNA proporcionada pelo intercalador classico Brometo de

Etidio™*.

Apesar da acdo do Berenil® em diferentes sitios no DNA, o Trypanossoma evansi ja
apresenta resisténcia a este medicamento. O mecanismo de resisténcia ainda ndo esta
totalmente esclarecido, no entanto acredita-se que esteja associado a incapacidade do seu gene
TevATl1 em codificar o P2-transportador-nucleosideo, que € o responsavel pelo transporte do
Berenil® para o interior do seu corpo®.

Assim, uma série de novos compostos triazenos vem sendo desenvolvidos como
protétipos para intercalagio no DNA,* objetivando-se uma alternativa aos atuais tratamentos,
seja como quimioterapicos, antitripanossdmicos ou antimicrobianos, bem como a atual
resisténcia enfrentada por muitas drogas comercializadas hoje.

Complexos envolvendo precursores com atividade comprovada também estdo sendo
testados, ¢ o caso do complexo formado entre a Cisplatina®, cis-diaminodicloroplatina II

(antineoplasico) ¢ o Berenil®  (antitripanossomal)*” *.

Este complexo Pt-Berenil
[Pt,Cls(berenil),]C1 4 da Figura 14, apresenta, in vitro, elevada atividade antitumoral e

menores efeitos colaterais quando comparado a Cisplatina®.
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NH NH

Figura 14. Formula estrutural do complexo Pt-Berenil, [Pt,Cly(berenil),]Cl 4 *'.

Hoérner” e em seu trabalho de doutorado realizou experimentos que avaliaram a
capacidade de clivagem de varios compostos inorginicos e organicos frente ao DNA
plasmidial.  Concluiu que os compostos, 1,3-bis(4-carboxioxifenil)triazeno e
3-(4-carboxifenil)-1-(4-amidinofenil)triazeno, Figura 15 (a) e (b) respectivamente, foram
aptos a clivar o DNA plasmidial dupla fita.

O triazeno 1,3-bis(4-carboxifenil)triazeno da Figura 14(a) foi sintetizado por
Bresolin® e Casagrandeso, e sua estrutura cristalina inédita, determinada por difragdo de

raios — X, sera detalhada como parte dos estudos envolvendo minha dissertacao.

HOOC

HOO COOH CONH,

(a) (b)

Figura 15. Formula estrutural dos compostos (a)l,3-bis(4-carboxifenil)triazeno e

(b)3-(4-carboxifenil)-1-(4-amidinofenil)triazeno .

Atualmente, ndo ¢ raro o isolamento de microrganismos resistentes a todos os
antibioticos existentes no comércio, decorrente, em grande parte, do uso indevido destes
medicamentos,'? o que justifica a sintese constante de novos compostos triazenos, que através

da avaliagdo da atividade biologica, podem apresentar resultados satisfatérios no campo da
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medicina, como antimicrobianos, quimioterapicos, ou até mesmo como nucleases com a¢ao

especifica para que possam ser utilizadas como ferramenta nas técnicas Biologia Molecular.

3.2. Triazenos 1-6xido

Como triazenos 1-6xido sdo os triazenos alvos deste trabalho, serdo relatados, a seguir,
dois estudos envolvendo atividade bioldgica, além de diversas sinteses de representantes desta
classe de triazenos.

151

Sarkar et al.”” em 1983, relataram a sintese do 3-(o-carboxifenil)-1-feniltriazeno

1-6xido observado pela Figura 16.

/N\\
N N

|y

HOOC H O

Figura 16. Formula estrutural do composto 3-(o-carboxifenil)-1-feniltriazeno 1-6xido’".

Samanta, Saha e Mukherjee5 2em 1997 ¢ Garcia, Romeno e Panneerselvam™ em 1996,
relataram a sintese do 3-(o-carboxifenil)-1-metiltriazeno 1-6xido da Figura 17, que apresenta

grande semelhanga estrutural com o triazeno 1-6xido sintetizado neste trabalho.

N. CH;
N

N
I
HOOC H 0]

Figura 17. Formula estrutural do composto 3-(o-carboxifenil)-1-metiltriazeno 1-6xido’>™>.

J4 em 1998, Samanta, Mukherjee e¢ Mukherjee™ relataram a sintese do

3-(o-carboxifenil)-1-etiltriazeno 1-6xido visualizado pela Figura 18.



34

CH,CH,

Figura 18. Formula estrutural do composto 3-(o-carboxifenil)-1-etiltriazeno 1-6xido™*.

Em 2001, Goswami e Purohit” apresentaram hidroxitriazenos com atividade
antimicrobiana, caracterizando uma nova classe de compostos biologicamente ativos. Relatam
que os hidroxitriazenos testados possuem eficiente atividade antimicrobiana frente a bactérias
Gram-positivas. O mecanismo de agdo estaria relacionado com a influéncia do triazeno sobre
a parede celular destas bactérias.

Dentre os compostos analisados por Goswami e Purohit™ destacam-se os dois

triazenos da Figura 19(a) e (b).

CH, H;C
Ns _Ns
Y o
OH COOH OH COOH
(a) (b)

Figura 19. Foérmula  estrutural dos  compostos  (a)3-hidroxi-3-o-toluil-1-(o-

carboxifenil)triazeno e (b)3-hidroxi-3-p-toluil-1-(o-carboxifenil triazeno™.

A concentragdo inibitéria minima (CIM), para os compostos da Figura 19 (a) e (b) , foi
relatada como sendo 25pg/mL para a bactéria Enterococcus faecalis e menor que 12,5pg/mL
para a bactéria Staphylococcus aureus™.

Em 2002, Oliveira® sintetizou o 3-(p-nitrofenil)-1-metiltriazeno 1-6xido, demonstrado

pela Figura 20.
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O,N

N ~N

CH
N3
Y
H o0

7

Figura 20. Férmula estrutural do composto 3-(p-nitrofenil)-1-metiltriazeno 1-6xido™ .

Ainda, no mesmo ano, Dahmer’’ sintetizou o 3-(p-etilcarboxifenil)-3-feniltriazeno

1-6xido representado na Figura 21.

_CH,CH;

Figura 21. Férmula estrutural do composto 3-(p-etilcarboxifenil)- 1-feniltriazeno 1-6xido’’.

E, para finalizar, em 2003 Horner" relatou que o composto 3-(p-carboxifenil)-1-
feniltriazeno 1-6xido da Figura 22, sintetizado por Bresolin®, apresenta capacidade de clivar

o DNA plasmidial dupla fita.

HOOC

O, O

H

C=7Z

Figura 22. Formula estrutural do composto 3-(p-carboxifenil)- 1-feniltriazeno 1-6xido™.

3.3. Complexos de Coordenaciao com Triazenos 1-6xido
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Triazenos sdo capazes de complexar diversos ions metalicos, principalmente os
pertencentes ao grupo d. Neste trabalho serdo enfatizados alguns complexos envolvendo
triazenos 1-6xido e o metal cobre(Il), a fim de demonstrar o principal modo de coordenagao
deste tipo de triazeno, que ¢ a formagdo de “anéis quelatos inorganicos” com cinco membros.

Em 1983, Hodgson™ sintetizou o 3,3’-dimetoxi-4,4’-bis(3-metiltriazeno-3-6xido)-
difenil-di-cobre(Il). Pela Figura 23 observa-se que este complexo ¢ binuclear, sendo que os
ions de Cu(Il) apresentam geometria quadrada planar distorcida. Para uma maior clareza os

atomos de hidrogénio foram omitidos.

Do

(ON
(Dc

Figura 23. Proje¢do da estrutura cristalina do complexo 3,3’-dimetoxi-4,4’-bis(3-
metiltriazeno-3-6xido)-difenil-di-cobre(II)*.

Pattanayak et al.”’

em 1996, obtiveram um complexo de cobre(Il), com ligantes tioéter
e triazeno 1-6xido, além da presenca de uma molécula de diclorometano como solvato de
cristalizagdo. A geometria de coordenacdo do ion metalico ¢ pseudo-octaédrica distorcida.

Para uma maior clareza os atomos de hidrogénio foram omitidos.
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Figura 24. Projecdo da estrutura cristalina do complexo envolvendo ion cobre(Il), tioéter,

triazeno 1-6xido e uma molécula de cristalizacdo de diclorometano™.

3.4. Complexo de Coordenacio entre Triazeno e Potassio

O complexo obtido e que sera apresentado nesta dissertagdo, envolve triazeno e
potassio.

Partindo disto, através da literatura apenas o exemplo da Figura 25 foi encontrado. E
uma estrutura polimérica com subunidade [M(N3)]», publicada por Gantzel ¢ Walsh®, na qual
moléculas de dimetoxietano (DME) fazem parte da esfera de coordenacao formando pontes
que ligam as unidades estruturais. Para uma maior clareza os 4tomos de hidrogénio foram

omitidos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Aparelhagem e Materiais Utilizados

Determinacao dos Pontos de Fusao: realizada em um aparelho do tipo MEL-TEMP 11,

pertencente ao Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Espectrometria no  Infravermelho: realizada em um  espectrofotometro
NICOLET — MAGNA IR 760, em colaboragdao com o Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Espectrometria_de Ressonincia Magnética Nuclear de *H e C: realizada em um

aparelho multinuclear BRUKER 400 MHz, em colaboragdao com a Universidade Federal de

Juiz de Fora.

Espectrometria no Ultravioleta-Visivel: realizada em espectrofotometro UV-1650

PC — SHIMADZU, pertencente ao Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM).

Analise Estrutural por Difracdo de Raios-X: realizada em um difratometro BRUKER

APEX II — CCD, pertencente ao Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa
Maria (UFSM).

Determinacdo da Atividade Bioldgica: autoclave, estufa de esterilizagdo FANEN,
estufa para incubagdo FANEN, centrifugas FANEN e HSIANGTAI CCB-200,
transiluminador HOEFER MACROVUE UV-20, cuba de eletroforese AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH, fonte AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH - EPS 301 e

micropipetadores, em colaboracdo com o Setor de Microbiologia Clinica do Departamento de

Analises Clinicas da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

Reagentes e Solventes: foram utilizados sem purificagdo prévia e adquiridos das
empresas: VETEC, SYNTH, ISOFAR, DINAMICA, ALDRICH e AMERSHAM
PHARMACIA BIOTECH.
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4.2. Sintese e Caracterizacio dos Pro-ligantes Triazenos

4.2.1. Pré-ligante 1-metil-3-(p-carboxifenil)triazeno 1-6xido (1)

A sintese deste pro-ligante serd descrita pela primeira vez neste trabalho. Foi obtido a
partir da diazotagdo do 4cido p-aminobenzdico com nitrito de so6dio na proporgdo

estequiométrica de 1:1.

Sintese

H+
o
0C
— =
NaN02
+
NH, N =N
COOH HOOC
/CH3 Na,CO; \@\
+ HN e
N CH
H ~CO, N7 OSNTTP
\ ~H0 |y
N =N ~2Na' ¢}

Prepara-se uma solucdo contendo 1,0g (7,3mmol) de acido p-aminobenzobico,
dissolvido em 30mL de acido cloridrico e 20mL de 4gua desionizada. Esta solugdo ¢ mantida
a uma temperatura entre 0-5°C, sobre ela adiciona-se lentamente uma solugdo contendo 0,6g
(7,3mmol) de nitrito de s6dio e 2mL de dgua desionizada gelada. O meio reacional ¢ agitado
por 50 minutos na temperatura indicada anteriormente. Apds tratou-se o sal de diazonio
formado com uma solugdo aquosa de 0,6g (7,3mmol) de n-metil-hidroxilamina-hidrocloreto.
Mantendo-se a temperatura, apds 40 minutos, a solugdo ¢ neutralizada até pH 6,0 com uma
solugdo saturada de Acetato de Sodio. Decorridos 15 minutos, o precipitado formado de
coloracdo amarelo-réseo ¢ filtrado e lavado com 200mL de agua deionizada gelada e
posteriormente seco em dessecador sob vacuo contendo cloreto de célcio anidro. O produto

foi isolado sem purificagdo adicional.
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Rendimento: Foram obtidas 0,642g, o que corresponde a 45% do valor tedrico

esperado.

Caracterizacoes

Ponto de Fusio do Cristal: 205-206°C, seguido de decomposigio.

Infravermelho: Em  KBr, as principais bandas encontradas  foram:
3207cm’(F), 1693cm™ (MF), 1606cm™ (MF), 1529 cm™ (F), 1425cm™ (F) e 1296cm™ (MF),
1219 cm™ (MF) e 1163 cm™ (MF).

RMN'H: Em DMSO-ds, os principais sinais encontrados foram: & 11,50, & 7,84,
07,29, 0 3,95,¢ 6 1,90.

RMN"C: Em DMSO-ds, os principais sinais encontrados foram: 6 167,71, 6 144,08,
0125,17,6 130,81,6 113,25, ¢ 6 50,63.

Ultravioleta-visivel: Em etanol, as principais absor¢des encontradas foram: em 318nm,

em 226,50nm ¢ em 202nm.

Analise Estrutural por Difracdo de Raios-X: monocristais de coloragdo amarela foram
obtidos pela evaporacdo lenta, durante nove meses, de uma solugdo contendo 0,05g
(0,2548mmol) do pro-ligante (1) em 10mL de dimetilsulféxido e 10ml de tolueno. Dentre
estes monocristais obtidos, o monocristal escolhido e adequado para a difracdo de raios-X,
com dimensoes 0,45 x 0,21 x 0,08mm, foi fixado em fio de vidro e os dados de intensidade
foram coletados com difratdmetro com detector de area APEX II — CCD®'. A estrutura foi
resolvida com a utilizagdo de programas intrinsecos do equipamento e pacotes de programas

de dominio publico.

4.2.2. Pro-ligante 1,3-bis(4-carboxifenil)triazeno (2)

Este pro-ligante foi sintetizado conforme a metodologia descrita por Casagrande™ .
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HOOC

~ : : .COOH
N” °N

|
H

Caracterizacoes

Ponto de Fusio do Cristal: 196°C, seguido de decomposi¢do. Este valor ndo confere
com a literatura, pelo fato do ponto de fusdo obtido neste trabalho ter sido feito com o cristal e
ndo com o pd que devia conter impurezas. As demais caracterizagdes ja foram descritas na

literatura por Bresolin™ ¢ Casagrande™.

Andlise Estrutural por Difracdo de Raios-X: monocristais de coloracdo vermelha
foram obtidos pela evaporagdo lenta, durante dois meses, de uma solu¢do contendo 0,10g
(0,3144mmol) do pro-ligante em uma mistura de solventes, sendo SmL de dimetilsulfoxido
(DMSO), SmL de tolueno, 4mL de acetonitrila, 4ml de tetrahidrofurano (THF) e ImL de
piridina (Py). Dentre estes monocristais obtidos, o monocristal escolhido e adequado para a

difracdo de raios-X apresentava dimensdes de 0,34 x 0,07 x 0,05mm.
4.2.3. Pro-ligante 1-(4-etoxifenil)-3-(4-carboxifenil)triazeno (3)

A sintese e caracterizacdes deste pro-ligante (3) serdo descritas por Bilibio® na sua

Dissertacao de Mestrado.

: N” N :

|
H

CH;CH,0
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4.3. Sintese e Caracterizacio do Complexo

4.3.1. Complexo 3-(4-carboxilatofenil)-1-metiltriazeno 1-6xido de potassio tetraidratado (4)

Este complexo foi obtido pela reagcdo do pro-ligante 1-metil-3-(p-carboxifenil)triazeno

1-6xido (1) com hidréxido de potéassio na propor¢do estequiométrica de 1:1.

Sintese

MeOH
CsHoN3O; + KOH + 3H,O —  [CsHgN;05]K' * 4H,0

Prepara-se uma solu¢do contendo 0,098g (0,5mmol) do pro-ligante 1-metil-3-
(p-carboxifenil)triazeno 1-6xido (1) e 0,03g (0,5mmol) de hidréxido de potdssio em 10ml de
metanol hidratado e ImL de piridina, agita-se, com o auxilio de um agitador magnético,
durante oito horas. Apos decorrido este tempo, a solucdo ¢ filtrada e deixada em repouso em
recipiente parcialmente fechado e protegido da luz durante trés semanas. Pela evaporagao
lenta da solucdo, houve a formac¢ao de monocristais de coloragdo levemente amarelada que

foram isolados sem purifica¢do adicional.
Caracterizacoes

Ponto de Fusio do Cristal: decomposigdo a partir de 200°C.

Infravermelho: Em KBr, as principais bandas encontradas foram: 3384cm™ (F),
1693cm™ (f), 1606cm™ (MF), 1523cm™ (F), 1373cm™ (F), 1296cm™ (MF), 1219cm™ (MF) ¢

1163cm™ (F).

Ultravioleta-Visivel: Em metanol, as principais absor¢cdes encontradas foram: em

316nm, em 250,5nm e em 243,5nm.

Andlise Estrutural por Difracdo de Raios-X: dentre estes monocristais obtidos, o
monocristal escolhido e adequado para a difracdo de raios-X apresentava dimensdes de

0,52x 0,13 x 0,13mm.
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4.4. Avaliacao da Atividade Biologica

Convém lembrar que os reagentes, os meios de cultura e os materiais necessarios para
os experimentos bioldgicos foram anteriormente esterilizados, em autoclave (121°C, 1 atm

por 15 minutos) ou em estufa de esterilizagdo (180°C por 2 horas).

4.4.1. Pro-ligante 1-metil-3-(p-carboxifenil)triazeno 1-6xido (1)

A amostra utilizada para o estudo da atividade biologica apresenta pureza comprovada
através de espectros UV-VIS comparativos entre o pro-ligante (1) e amostras de pro-ligante

(1) contaminadas com cada um dos precursores.

4.4.1.1. Atividade Bacteriostatica e Bactericida

Para este estudo foram utilizadas cepas provenientes do Hospital Universitario de
Santa Maria (HUSM) e cepas American Type Culture Collections (ATCC).

A partir de uma solugdo estoque etandlica 65%, contendo 12800ug/mL do pro-ligante
(1), foram realizadas diluigdes seriadas em etanol para o emprego da técnica de diluigdo em
caldo Miieller Hinton preconizada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)®,
antigo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)**.

Os precursores (acido p-amonibenzodico e n-metil-hidroxilamina hidrocloreto) do

pro-ligante (1) também foram testados nas mesmas concentragdes e condigdes que o produto.

4.4.1.2. Capacidade de Clivagem de DNA Plasmidial Dupla Fita

E uma técnica minuciosa, com diversas etapas. A primeira etapa ¢ a preparagdo das
bactérias competentes através do método do cloreto de célcio gelado, assim as membranas
bacterianas passam a ser mais permeaveis para que na proxima etapa o plasmideo seja
inserido. A segunda etapa ¢ justamente, a transformacao das bactérias, isto €, a insercao do

plasmideo de interesse através do choque térmico. E por tultimo, apds o repique € o
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crescimento da bactéria transformada, procede-se a extragcdo do DNA plasmidial dupla fita
empregando-se a técnica da lise alcalina.

Para a andlise de clivagem foram utilizados os plasmideos pUCI8
(com 2690pb - pares de bases, ou melhor, nucleotideos) e pBSKII (com 2960pb) extraidos da
cepa Escherichia coli XLBlue. Para o preparo das amostras, além dos plasmideos, também
foram utilizados alguns reagentes com pH controlado e diluigdes crescentes do
pro-ligante (1). Apds, as aliquotas foram incubadas. Decorrido o tempo de incubacgdo, as
amostras ja coradas, foram inseridas no gel de agarose que, por sua vez, continha um corante
intercalante e fluorescente so, entdo, procedeu-se a separagdo das fragdes de DNA plasmidial
por eletroforese, sendo a Forma I (circular superenovelado) mais rédpida que a Forma III
(linear) e a Forma III mais rdpida que a Forma II (circular aberto)".

O pro-ligante (1) foi testado nas concentragdes 0,375; 0,75; 1,25; 1,88 e 3,75mM com
0 DNA plasmidial dupla fita pUC18 e pBSKII.

4.4.2. Pré-ligante 1,3-bis(4-carboxifenil)triazeno (2)

A amostra utilizada para a determinacao da atividade bioldgica foi purificada através

de recristalizacdes em tolueno a quente.

4.4.2.1. Atividade Bacteriostatica

Para este estudo também foram utilizadas cepas provenientes do Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM) e cepas ATCC.

Com esta amostra também foi preparada uma solugdo estoque etandlica 65%,
contendo 12800ug/mL do pro-ligante (2) e, a partir desta solu¢do foram realizadas diluigdes
seriadas em etanol para o emprego da técnica de diluicio em caldo Miieller Hinton
preconizada pelo CLSI®* .

O precursor (acido p-aminobenzoico) do pro-ligante (2) ¢ também um dos precursores
do pro-ligante (1).

Em relagdo a capacidade de clivagem de DNA plasmidial dupla fita, experimentos

envolvendo este pro-ligante (2) foram realizados em 2003 por Horner*’, como ja descrito na

parte de Revisdo Bibliogréafica.



46

4.4.3. Pro-ligante 1-(4-etoxifenil)-3-(4-carboxifenil)triazeno (3)

4.4.3.1. Atividade Bacteriostatica

Para este estudo também foram utilizadas cepas provenientes do Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM) e cepas ATCC.

Como para as amostras anteriores, a partir de uma solugdo estoque etandlica 65%,
contendo 12800ug/mL do pré-ligante (3), foram realizadas dilui¢des seriadas em etanol para o

emprego da técnica de dilui¢io em caldo Miieller Hinton preconizada pelo CLSI®**,

4.4.3.2. Capacidade de Clivagem de DNA Plasmidial Dupla Fita

O proé-ligante (3) foi testado nas concentragdes 0,375; 0,75 ¢ 1,25mM com o DNA
plasmidial dupla fita pUCI18.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estdo descritas as caracterizacdes do pro-ligante 1-metil-3-
(p-carboxifenil)triazeno 1-6xido (1) e do complexo 3-(4-carboxilatofenil)-1-metiltriazeno
1-6xido de potassio tetraidratado (1), que foram identificadas no capitulo de Materiais e
Métodos, e também as discussdes sobre os dados obtidos pela difracdo de raios-X em
monocristal.

Além disso, este capitulo ainda contém a avaliagdo da atividade bioldgica dos pro-
ligantes 1-metil-3-(p-carboxifenil)triazeno 1-6xido (1), 1,3-bis(4-carboxifenil)triazeno (2) e
1-(4-etoxifenil)-3-(carboxifenil)triazeno (3), ¢ a discussdo da estrutura cristalina do pro-

ligante 1,3-bis(4-carboxifenil)triazeno (2) obtida através da difragao de raios-X.
5.1. Pré-ligante 1-metil-3-(p-carboxifenil)triazeno 1-6xido (1)

5.1.1. Espectrometria no Infravermelho

HOOC
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Figura 26. Espectro no Infravermelho do pro-ligante (1), em KBr, na regido de 400 a

4000cm™.
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As vibragdes determinadas para o pro-ligante (1) conferem com a literatura e estdo

descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Principais bandas para o pro-ligante (1) observadas no espectro de infravermelho

da Figura 26.

Atribuigao Intensidade Relativa Numero de Ondas (cm™)
Vas (N-H) F 3207
v (C=0) MF 1693
v (C=C) MF 1606
o (N-H) F 1529
Vas (N:N) MF 1425
vs (N—O) MF 1296
v (N-N) MF 1219
Vas (N_’O) MF 1163
0 (C-H) no plano, F 1300-900
correspondentes ao anel
aromatico
d (C-H) fora do plano, F 900-500
correspondentes ao anel
aromatico

O v.(N-H) na freqiiéncia de 3209cm’, observada pela Figura 26, sugere que o
pro-ligante (1), em condigdes solidas, existe preferencialmente na forma tautdmera (1),
demonstrada anteriormente pela Figura 4.

Além disso, a presenca ligagdes de hidrogénio envolvendo a funcdo carboxilica é

evidenciada pela banda larga de absorgio entre 3452 e 2551cm™.

5.1.2. Espectrometria de Ressonancia Magnética Nuclear

Através do espectro de RMN'H da Figura 27, observa-se um sinal em & 11,50
referente a um hidrogénio podendo ser proveniente do grupo -COOH. Em & 7,84
(2H, H3, HS5, Js5= Js.= 8,79Hz), bem como em o 7,29 (2H, H2, H6, J,3= J¢.s= 8,79Hz)
observa-se dois dupletos referentes aos hidrogénios do anel aromatico. Em & 3,95 destaca-se

um simpleto que corresponde aos trés hidrogénios do grupo -CH; sendo esta freqiiéncia



49

bastante alta pelo fato do grupo estar diretamente ligado ao nitrogénio da cadeia triazenidica
ja em d 1,90 destaca-se o simpleto do hidrogénio do grupo -OH indicando que o pré-ligante
(1), nesta solugdo, existe preferencialmente, na forma tautomera (II) demonstrada

anteriormente pela Figura 4. O sinal em 6 2,50 corresponde ao solvente DMSO-d.
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H (300 MHz) do pro-ligante (1) em DMSO-d.

Analisando-se o espectro de RMN'C da Figura 28, observam-se cinco sinais de
ressonancia entre & 100 e 180. O sinal em & 167,61 corresponde ao carbono do grupo -COOH,
j4 os sinais em O 144,08 e & 125,17 correspondem aos carbonos quaternarios Cl1 e C4,
respectivamente. Em adicdo, os sinais mais intensos em 6 130,81 e 6 113,25 referem-se aos
carbonos (C3, C5) e (C2, C6), respectivamente. Em & 50,63 destaca-se o sinal referente ao
carbono do grupo -CHj , este sinal estd em freqiiéncia alta pois a metila estd diretamente

ligada ao nitrogénio da cadeia triazenidica. O hepteto centrado em & 39,50 corresponde ao

solvente DMSO-d.
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Figura 28. Espectro de RMN de 13C (75,53 MHz) do pro-ligante (1), em DMSO-dg.

5.1.3. Espectrometria no Ultravioleta-Visivel

No espectro ultravioleta-visivel da Figura 29, a banda larga entre 350 e¢ 270nm ¢
decorrente da sobreposicdo de picos absortivos de grupos cromoéforos (-N=N- e -C=0) e
auxocromo (-OH). O pico desta banda larga localiza-se em 318nm, sendo portanto, decorrente
das absor¢des do grupo -N=N- (7—n*); do grupo -COOH (n—*) ligado ao anel aromatico, e
quando este pico € comparado ao espectro do acido p-aminobenzdico na Figura 30 e da
anilina na Figura 32 evidencia-se um deslocamento batocromico que ¢, justamente, devido a
sua ligacdo a um anel aromatico (m—n*) substituido com um grupo -N=N-N- (n—n*); e do
grupo -OH, e quando este pico ¢ comparado ao espectro da n-metil-hidroxilamina-
hidrocloreto da Figura 31, observa-se também um deslocamento batocromico que ¢ devido a
sua ligacdo com o grupo -N=N- (n—n*) formando a cadeia triazenidica. O pico em
226,50nm, e o pico em 202nm, sdo considerados, por comparacdo ao espectro do acido
p-aminobenzdico na Figura 30 e da anilina na Figura 32, como absor¢des do anel aromatico

(m—1*).



Pico Absorbancia Comprimento de Onda (L) | Absortividade Molar (gmax)*
1 2,799 318,00 7424
2 0,826 226,50 2191
3 1,292 202,00 3427

51

*A=¢.c.b (A=absorbancia, e= absotividade molar, c=concentra¢do do soluto em moles por litro, b=comprimento

do caminho 6tico em centimetros).

Figura 29. Espectro no UV-VIS do pré-ligante (1), em etanol, na regido de 200 a 500nm.

200 250 300 350 400 450 500
-
nm
Picos Absorbancia Comprimento de Onda (A) | Absortividade Molar (gmax)™
1 1,825 290,00 6759
2 0,910 220,00 3370
3 1,443 202,50 5344

*A=¢.c.b (A=absorbancia, e= absotividade molar, c=concentracdo do soluto em moles por litro, b=comprimento
do caminho 6tico em centimetros).

Figura 30. Espectro no UV-VIS do 4cido p-aminobenzdico, em etanol, na regido de 200 a

500nm.
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350 400 450 5?0
nm
Picos Absorbancia Comprimento de Onda (L) | Absortividade Molar (&max)*
1 1,787 230,50 450

*A=¢.c.b (A=absorbancia, e= absotividade molar, c=concentra¢do do soluto em moles por litro, b=comprimento

do caminho 6tico em centimetros).

Figura 31. Espectro no UV-VIS da n-metil-hidroxilamina-hidrocloreto, em etanol, na regido

de 200 a 500nm.

Picos Absorbancia Comprimento de Onda (A) | Absortividade Molar (gmayx)*
1 0,379 286,00 2297
2 2,128 234,50 12897
3 2,422 205,00 14679

*A=¢.c.b (A=absorbancia, e= absotividade molar, c=concentracdo do soluto em moles por litro, b=comprimento
do caminho 6tico em centimetros).

Figura 32. Espectro no UV-VIS da anilina, em etanol, na regido de 200 a 500nm.
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5.1.3.1. Determinagdo da Pureza da Amostra

A amostra do pro-ligante (1) utilizada para a atividade biologica estava pura. Ao
comparar o espectro do pro-ligante (1) da Figura 33 com os espectros das amostras deste pro-
ligante (1) contaminadas com seus precursores, acido p-aminobenzodico na Figura 34 e
n-metil-hidroxilamina-hidrocloreto na Figura 35, observa-se que qualquer resquicio de
contaminagdo pelos precursores seria detectada pelo espectrofotometro na regido do
ultravioleta-visivel. Esta analise fez-se necessaria, pois a pureza ¢ muito importante para as
amostras testadas quanto a atividade bioldgica, uma vez que, contaminantes podem induzir a

resultados erroneos.

Abh=
[} —

Figura 33. Espectro no UV-VIS do pré-ligante (1), em etanol, na regido de 200 a 500nm.

L s 20 250 400 4450 00
i

Figura 34. Espectro no UV-VIS do pro-ligante (1) da Figura 33 contaminado com minima

quantidade de acido p-aminobenzdico, na regido de 200 a 500nm.
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Figura 35. Espectro no UV-VIS do proé-ligante (1) da Figura 33 contaminado com minima

quantidade de n-metil-hidroxilamina-hidrocloreto, na regido de 200 a 500nm.

5.1.4. Atividade Bacteriostatica e Bactericida

Com amostras puras, conforme verificado, a concentragdo inibitéria minima (CIM) e

concentracdo bactericida minima (CBM) foram determinadas. O resultado encontra-se na

Tabela 2.

Tabela 2. Determinagao do CIM e CBM do proé-ligante (1) frente a diversas bactérias.

N° Bactéria CIM (pg/mL)** CBM (pg/mL)**
1. S aureus p-hemolitico >128ug/mL. -
2. S aureus ATCC 25923 >128ug/mL -
3. Staphylococcus saprophyticus >128ug/ml -
4.  Enterococcus faecalis >128ug/ml. -
5. Micrococcus spp. >128ug/mL -
6.  Streptococcus agalactiae 16pg/mL 32pg/mL
7.  Streptococcus pyogenes >128ug/mL. -
8.  Enterobacter aerogenes >128ug/mlL -
9.  Enterobacter cloacae >128ug/mL. -
10 Enterobacter spp. >128ug/mL -
11. E. coli ATCC 25922 >128ug/ml -
12.  Salmonella spp. >128ug/mL. -
13.  Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 >128ug/mL -
14.  Ralstonia pickettii >128ug/ml -
15.  Acinetobacter baumannii >128ug/mL -
16.  Bacillus cereus >128ug/mlL -
17.  Klebsiella pneumoniae ESBL 18* >128ug/mL. -
18. K. pneumoniae ESBL 22* >128ug/mL -
19 K. pneumoniae ESBL 23* >128ug/mL. -
20. K. pneumoniae ESBL 24* >128ug/mL. -




55

Continuagao da Tabela 2

21. K. pneumoniae ESBL 25* >128ug/ml -
22. K. pneumoniae ESBL 27* >128ug/mL -
23. K. pneumoniae ESBL 31* >128ug/mL. -
24. K. pneumoniae ESBL 33* >128ug/mL. -
25. K. pneumoniae ESBL 34* >128ug/mL -
26. Klebsiella oxitoca ESBL 14* >128ug/mL. -
27. E.coli ESBL 26* >128ug/mL -
28. E. coli ESBL 32* >128ug/mL. -

* Cepas produtora de betalactamase de espectro ampliado (ESBL) com teste screenning e
confirmatorio realizados conforme CLSI®.

** O pro-ligante (1) foi testado em concentragdes crescentes de 2 — 128ug/mL em ectanol PA e
incubado a 37°C por 24 horas. CIM= concentragdo inibitéria minima ¢ CBM= concentragdo
bactericida minima.

A concentracdo mais alta empregada nas dilui¢des de pro-ligante (1) foi 128ug/mL,
pois concentragdes maiores poderiam ser toxicas aos organismos hospedeiros e ndo apenas
ao0s microorganismos parasitas em questao.

As bactérias produtoras de betalactamase de espectro ampliado (ESBL) representam
um dos mais importantes problemas de resisténcia bacteriana nos hospitais brasileiros®.

As enzimas betalactamases sdo enzimas mediadas por genes plasmidiais, capazes de
hidrolizar a cadeia oximina-beta-lactimica presente na estrutura quimica da droga®, o que faz
com que seu espectro de agdo se estenda aos antimicrobianos B-lactamicos de amplo espectro,
como as cefalosporinas de 3* geragdo (ceftazidima, cefotaxima, etc) e monobactamicos
(aztreonam). Apesar disso, as enzimas ESBL ndo conferem resisténcia as cefamicinas
(cefoxetina e cefaletan) e aos carbapenens (imipenem e meropenem).

As ESBL foram descobertas na Alemanha, em 1983, mas o primeiro problema clinico
foi relatado na Franga em 1985, envolvendo cepas que produziam ‘“‘surtos”. Posteriormente,
foram descritos surtos em toda Europa e Américas.

Atualmente, a producdo destas enzimas ocorrem predominantemente no género
Klebsiella, sendo este tipo de resisténcia considerada uma emergéncia, acompanhando os
casos de imunodeficiéncia. Assim, a deteccdo laboratorial de cepas ESBL, atualmente, ¢
imprescindivel, uma vez que, este tipo de resisténcia ndo ¢ detectada através de antibiogramas
de rotina.

Neste trabalho, as bactérias produtoras de ESBL utilizadas sdo cepas hospitalares
isoladas no ano de 2005 no Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), sendo a grande
maioria proveniente de amostras de urina; as demais foram isoladas de culturas de escaras,
secrecao de fistula e lavado broncoalveolar. Estas bactérias sdo resistentes a inumeros

antibiodticos, sendo a K. pneumoniae um dos bacilos Gram-negativos mais frequentemente
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isolados como causa de infec¢des hospitalares. Dentre as bactérias testadas, as cepas
representadas pela K. pneumoniae ESBL 33, K. pneumoniae ESBL 34, E. coli ESBL 32, por
exemplo, apresentam resisténcia a ampicilina com CIM >128ug/mL e ao sulfametoxazol com
CIM >256ug/mL.

Ja a bactéria S. agalactiae, que apresentou sensibilidade ao pro-ligante (1) na
concentragdo de 16pg/mL, € um coco Gram-positivo presente como comensal, principalmente
no trato genital feminino. Nas criangas as principais infec¢des causadas por esta bactéria sdo:
pneumonia, meningite, septicemia neonatal, otite e adenite®®. Nos adultos as infec¢des mais
freqlientes sdo: pneumonia, faringite e meningite, sendo que o0s pacientes
imunocomprometidos sdo as principais vitimas®.

Portanto, partindo do fato de que a atividade antimicrobiana deu-se apenas sobre
bactéria Gram-positiva, acredita-se que a acdo esteja ligada as diferencas entre as bactérias
Gram-positivas ¢ Gram-negativas principalmente em relacdo as membranas e a parede
celular.

Os precursores (acido p-amonibenzodico e n-metil-hidroxilamina hidrocloreto) do pro-
ligante (1) também foram testados nas mesmas concentracdes e condi¢des que o produto
frente as seguintes bactérias: S. aureus ATCC 25923, S. saprophiticus, Staphylococcus
epidermidis, Enterococcus spp., Micrococcus spp., S. agalactiae, P. aeruginosa ATCC 27853,
E. coli ATCC 25922 e B. cereus. Para todas as bactérias a CIM foi >128ug/mL.

5.1.5. Capacidade de Clivagem de DNA Plasmidial Dupla Fita

J& em relacdo ao estudo da clivagem do DNA plasmidial pBSKII, pode-se observar
através da eletroforese em gel, que o pré-ligante (1) ndo apresentou capacidade de clivagem,
pelo fato de ndo terem ocorrido alteracdes nas Formas I (circular superenovelado) e II
(circular aberto) quando as diferentes diluigdes do composto sdo comparadas ao padrao
(OmM) como observa-se na Figura 36.

Bem como para o DNA plasmidial pBSKII, o composto em questao ainda foi testado

com o DNA plasmidial pUCI18, sendo que também ndo apresentou capacidade de clivagem.
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Forma I1

Forma I

Figura 36. Eletroforese em gel de agarose, do pro-ligante (1), utilizando DNA plasmidial
pBSKII. Da esquerda para a direita, conforme os numeros 1 a 6, tem-se as concentragoes:

0; 3,15; 1,88; 1,25; 0,75; 0,375mM.

5.1.6. Anadlise Estrutural por Difracdo de Raios-X em Monocristal

Apo6s a redugdo dos dados coletados a partir do monocristal, através do programa
SAINT® com o difratdmetro de raios-X APEX II - CCD®, correspondentes a uma rede
cristalina reciproca monoclinica, um arquivo contendo 8515 reflexdes indexadas e corrigidas
quanto aos efeitos de Lorentz e polarizacdo foi gerado. Deste niimero total de reflexdes
coletadas, foram separadas as simetricamente dependentes, resultando em 1688 reflexdes
simetricamente independentes, com indice de discordancia interno R;,, = 0,0172.

As reflexdes simetricamente independentes foram submetidas a uma andlise em
funcdo das condi¢des de reflexdo e/ou extingdo, através do uso do programa WinGX?, para
confirmar o tipo de Bravais e os elementos de simetria componentes do grupo espacial. O
grupo espacial confirmou-se como C2/c (n° 15 — International Tables for Crystallography®®).

Na Tabela 3 retinem-se: a condi¢do de reflexdo observada e relacionada ao tipo de
Bravais; a condicdo de reflexdo observada para a classe zonal; e as condi¢des de reflexao
observadas para as classes seriais, sendo as duas ultimas correspondentes aos operadores de

simetria cristalograficos 2; e €
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O grupo espacial C2/c é centrossimétrico em fungdo da simetria de Laue 2/m, que é
equivalente a operacao ~1. Esta operagdo de inversao ¢ apresentada como um dos elementos

de simetria que descreve o contetido da cela elementar.

Tabela 3. Condigdes de reflexdo observadas para a rede com simetria monoclinica do

pro-ligante (1), pertencente ao grupo espacial C2/c.

Classe Reflexao Condi¢ao Informacao Direcio
geral Rede/operador Cristalografica
observada
hkl (integral) h+k 2n Tipo de Bravais C
hO0l (zonal) / 2n c [010]
h00 (serial) h 2n 2 [100]
0k0 (serial) k 2n 2 [010]
00! (serial) / 2n 2 [001]

Soluc¢io da estrutura molecular

Da formula geral e empirica

N AM:VCE/ 7.18

previu-se o numero de atomos nao-hidrogendides (Nay) que compdem a estrutura molecular.
Considerando-se que, para efeito da solugdo da estrutura, todos os atomos situem-se

em posi¢des cristalograficas gerais no grupo espacial C2/c com um numero de férmulas

elementares (Z) igual a oito, a previsao do nimero de atomos nao-hidrogenoides constituintes

da parte assimétrica da estrutura molecular do pré-ligante (1) resulta em:

Nav=1815,5A%/8.18
Nanv=12,61 ~ 13 atomos

Incluindo-se um erro experimental permitido proximo a + 10%, este valor levou a uma
previsdo da parte assimétrica da formula elementar empirica muito proxima a Cg N3 Os.
A solucdo primaria da estrutura foi obtida via Métodos Diretos. A solucdo e o

refinamento via SIR2004%
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Os atomos nao-hidrogendides da molécula de pro-ligante (1) foram localizados a
partir de Sinteses de Fourier diferengas e refinados em cada etapa com parametros térmicos
isotropicos, sendo que os dados sdo observados na Tabela 4. Apds o ciclo final do
refinamento isotropico de todos os dtomos ndo-hidrogendides do esqueleto da molécula do
pré-ligante (1), incluindo 57 parametros, os indices de discordiancia nao-ponderado
R e ponderado wR alcancados foram de 13,4% para 1477 reflexdes observadas com [/>20(1)]

e 14,28% para 1688 reflexdes simetricamente independentes, respectivamente.

Tabela 4. Coordenadas atomicas e parametros de deslocamentos térmicos isotropicos
equivalentes dos atomos nao-hidrogendides, (Ueq) (A x 10°) do pro-ligante (1) (CsN3O3Ho).

Desvio-padrao ente parénteses.

Atomos X y z Uleq)
C(1) 725(1) 12884(3) 2642(1) 44(1)
C(2) 2074(1) 211(2) 258(1) 38(1)
C(11) 1081(1) 6035(2) 799(1) 33(1)
C(12) 1602(1) 5696(3) 1496(1) 42(1)
C(13) 1923(1) 3805(3) 1321(1) 43(1)
C(14) 1734(1) 2244(2) 458(1) 36(1)
C(15) 1210(1) 2582(2) -226(1) 38(1)
C(16) 883(1) 4444(2) -58(1) 36(1)
N(11) 571(1) 11113(2) 1773(1) 36(1)
N(12) 922(1) 9472(2) 1749(1) 36(1)
N(13) 735(1) 7892(2) 939(1) 37(1)
o(1) 95(1) 11245(2) 1103(1) 53(1)
0(21) 1901(1) -1135(2) -522(1) 52(1)
0(22) 2553(1) -60(2) 938(1) 54(1)

Como parte final do refinamento isotropico dos atomos nao-hidrogendides do
esqueleto molecular do pro-ligante (1), foram localizados os atomos de hidrogénio ligados ao
anel aromatico e ao grupo metila. A localizagdo geométrica dos hidrogénios envolveu o

calculo das coordenadas fraciondrias dos atomos de hidrogénio a partir das coordenadas
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fraciondrias dos atomos ndo-hidrogenoides localizados e refinados com parametros térmicos
1sotropicos.

Os atomos de hidrogénio vinculados ao anel aromdtico foram refinados com
parametros térmicos isotropicos correspondentes a 1,2 vezes o valor do parametro térmico do
atomo nao-hidrogenoide (carbono) associado a ele, considerando-se uma distancia de ligagao
constante C(sp”)-H=0,93A. J4 os atomos de hidrogénio vinculados ao grupo metila foram
refinados com pardmetros térmicos isotropicos correspondentes a 1,5 vezes o valor do
parametro térmico do atomo ndo-hidrogendide (carbono) associado a ele, considerando-se
uma distdncia de ligaco constante C(sp®)-H=0,96A.

E importante salientar que a ligagdo N(13)-H(1) entre o hidrogénio e o nitrogénio da
cadeia triazenidica apresenta 0,880(17)A e a ligacdo O(22)-H(2) entre o oxigénio € o
hidrogénio do grupo carboxilico apresenta 0,98(3)A, evidenciando-se que estes valores foram
encontrados experimentalmente pelo refinamento dos atomos com parametros térmicos
i1sotropicos através de Fourier diferengas, e que a molécula do pro-ligante (1) apresenta-se na
forma tautomera ().

A inclusdo dos 4tomos de hidrogénio no refinamento, considerando-se os pardmetros
térmicos isotropicos para todos os a&tomos do esqueleto molecular do pro-ligante (1), reunindo
65 parametros, conduziram aos indices de discordancia nao-ponderado R e ponderado wR de
12,5% para 1477 reflexdes observadas com [/>2c(1)] e 13,52% para 1688 reflexdes
simetricamente independentes, respectivamente.

Para finalizar a estrutura molecular do pro-ligante (1), incluindo parametros térmicos
isotropicos para os atomos de hidrogénio e anisotropicos para todos os atomos
nao-hidrogendides, as correcdes de intensidade dos dados de reflexdo em fun¢ado de processos
de absorgdo pelo método semi-empirico SADABS’ (corregdo feita apesar do pequeno
coeficiente de absor¢do linear observado de 0,1 12mm'1), ¢ a inclusdo do fator de extingdo,
reunindo 136 parametros, levaram aos indices de discordancia nao-ponderado R e ponderado
wR de 3,25% para 1447 reflexdes observadas com [/>2c6(1)] e 3,74% considerando-se 1688
reflexdes simetricamente independentes, respectivamente, observados pela Tabela 5. Nesta
etapa  final do refinamento, foi observada a equacdo de ponderacio,
w = 1/[s*(Fo®) + (0,0600P)* + 0,4298P] onde P = (Fo’ + 2Fc?)/3, e a razio maxima
deslocamento/desvio padrao estimado (maximal shift/e.s.d.) que ficou em 0,000.

Os parametros de cela foram determinados a partir de 3963 reflexdes obtidas em

quadrantes aleatorios da Esfera de Ewald, incluindo a regido de varredura angular de
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2,85 a 29,21° e refinadas pelo método dos minimos quadrados’’. A coleta de intensidades

envolveu técnicas de varredura ¢ € .

Tabela 5. Dados da coleta de intensidades e do refinamento da estrutura cristalina/molecular

do pro-ligante (1) (CsN3;O3Hy). Desvio-padrao entre parénteses.

Formula Empirica CsHoN30O3

Peso molecular (g) 195,18
Temperatura (K) 293(2)
Radiagio empregada (A) 0,71073 Mo-Ka
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial C2/c

Parametros de cela (A)

Volume (A3)

Numero de férmulas elementares (2)
Densidade calculada (Mg/m")
Coeficiente linear de absor¢do (mm'™)
F(000)

Tamanho do cristal (mm”)

Regido de varredura 20(°)

Regido de indices

Numero de reflexdes coletadas
Numero de reflexdes independentes
Regido de varredura alcangada 26(°)
Transmissao max. e min.

Método de refinamento

Dados/Restri¢des/Parametros refinados

Goodness-of-fit on F2

indices de discordancia finais [I>26(1)]

indices de discordancia (todos os dados)

Densidade eletronica residual (e.A™)

a=27,2046(8)
b=5,02180(10)
c = 14,4503(5)
1815,47(9)
8
1,428
0,112
816
0,45x 0,21 x 0,08
1,63 a 25,49
-32<h<30,-6<k<6,-17<1<17
8515
1688 [R(int) = 0,0172]
25,49, 99,9 %
0,9911 ¢ 0,9510
Matriz completa, minimos quadrados sobre F2
1688 /0/136
1,126
R;=0,0325, wR,=0,0977
R;=0,0374, wR,=0,1016
0,162 ¢-0,193

B=113,13(1)°

A férmula estrutural do pré-ligante (1) € evidenciada na Figura 37.
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HOOC

N. _CH;

N” N7
o
Figura 37. Formula estrutural do pro-ligante 1-metil-3-(p-carboxifenil)triazeno 1-6xido (1)

no estado sélido.

A estrutura cristalina deste pro-ligante retine oito moléculas discretas na cela
elementar, cuja unidade molecular est4 representada na Figura 38, sendo que nenhum &tomo

encontra-se desordenado.

Figura 38. Projecdo da estrutura molecular do pro-ligante 1-metil-3-(p-carboxifenil)triazeno

1-6xido (1) (ORTEP"?).

A molécula de pro-ligante (1) é praticamente plana (r.m.s. 0,0192A), sendo que esta
planaridade se confirma pela andlise dos angulos interplanares entre os principais fragmentos

da estrutura molecular indicados na Tabela 6.

Tabela 6. Angulos interplanares (°) entre os principais fragmentos da molécula 1-metil-3-(p-

carboxifenil)triazeno 1-6xido (1).
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Fragmento Planaridade (r.m.s. A) Angulo interplanar (°)
022, C3, 021/ C11—Cye 0,0000 / 0,0064 1,6(2)
Ci1 —Ci6/ Nis, Ni2, Nip, 01, G 0,0064 / 0,0093 1,0(1)
Ni3, Ni2, Ny, Oy, C;/ toda a molécula 0,0093/0,0192 0,8(1)

Detalhes adicionais da geometria do pro-ligante (1) podem ser obtidos na Tabela 7.

Tabela 7. Comprimentos de ligacio (A) e angulos de ligagdo (°) selecionados para o

pro-ligante (1) (CsHyoN303). Desvio-padrao entre parénteses.

C(1)-N(11)
C(2)-0(21)
C(2)-0(22)
C(2)-C(14)
C(11)-N(13)
N(11)-N(12)
N(11)-0(1)
N(12)-N(13)
N(13)-H(1)
0(22)-H(2)

0(21)-C(2)-0(22)
0(21)-C(2)-C(14)
0(22)-C(2)-C(14)
C(16)-C(11)-N(13)
C(15)-C(14)-C(2)
C(13)-C(14)-C(2)
N(12)-N(11)-0(1)
N(12)-N(11)-C(1)
O(1)-N(11)-C(1)
N(11)-N(12)-N(13)
N(12)-N(13)-C(11)
N(12)-N(13)-H(1)
C(11)-N(13)-H(1)
C(2)-0(22)-H(2)

1,4598(15)
1,2380(15)
1,2949(14)
1,4795(16)
1,3939(15)
1,2718(13)
1,2769(12)
1,3389(14)
0,880(17)
0,98(3)

122,93(11)
120,67(11)
116,40(10)
117,73(11)
119,39(11)
121,65(11)
124,13(10)
116,93(10)
118,92(9)

112,12(10)
118,52(10)
118,1(10)

122,5(10)

113,0(14)
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As moléculas na cela elementar polimerizam-se unidimensionalmente na dire¢ao
cristalografica [100] através de ligacdes de hidrogénio, formando cadeias independentes.
Estas cadeias independentes também apresentam ligacdes de hidrogénio na dire¢do
cristalografica [001], como se visualiza na Figura 39. Estas liga¢des sdo do tipo cléssicas

Ni3—-H;—---0y’, cédigo de simetria (°) -x, 2-y, -z; On—Hz----0,1"’, codigo de simetria ()

%2 =X, -2 -y, -z, € formam um arranjo bidimensional.

Figura 39. Projecdo de uma cadeia independente de moléculas de pro-ligante (1) na diregcao
cristalografica [010]. As liga¢des intermoleculares N-H------ O e O-H------ O estao
representadas por linha pontilhadas (DIAMOND).

Em relacao aos elementos de simetria, € possivel identificar pela Figura 40, a presenga
de centros de inversdo no centro da cela unitaria e no centro das ligacdes de hidrogénio

formadas entre as moléculas nas direcdes cristalograficas [100] e [001].
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Figura 40. Projecdo na dire¢do cristalografica [010] evidenciando a disposi¢cdao das moléculas
de pro-ligante (1) na cela unitdria na forma de cadeias independentes unidas através de

centros de inversio (DIAMOND™).

5.2. Pro-ligante 1,3-bis(4-carboxifenil)triazeno (2)

5.2.1. Atividade Bacteriostatica

Para a determinacgdo da CIM, o pro-ligante (2) foi testado nas mesmas concentragdes e
condi¢des que as relatadas para o pro-ligante (1) frente as seguintes bactérias: S. aureus
p-hemolitico, S. aureus ATCC 25923, S. saprophyticus, Enterococcus spp., Micrococcus spp.,
S. agalactiae, E. aerogenes, E. cloacae, E. coli ATCC 25922, Salmonella spp., P. aeruginosa
ATCC 27853, A. baumannii, Bordetella bronchiseptica e B. cereus.

Para este pro-ligante (2) a concentracdo mais alta empregada nas diluigdes também foi
128ug/mL, sendo que nas concentragdes testadas o composto ndo foi capaz de inibir o
crescimento bacteriano, portanto CIM foi >128ug/mL

O precursor do pro-ligante (2) € o &cido p-aminobenzoico, cujo resultado da CIM,

frente a diversas bactérias, foi descrito anteriormente para o pro-ligante (1) .
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5.2.2. Analise Estrutural por Difracao de Raios-X em Monocristal

Apos a redugdo dos dados coletados a partir do monocristal, através do programa
SAINT® com o difratometro de raios-X APEX II — CCD®, correspondentes a uma rede
cristalina reciproca monoclinica, um arquivo contendo 28115 reflexdes indexadas e corrigidas
quanto aos efeitos de Lorentz e polarizagdo foi gerado. Deste niimero total de reflexdes
coletadas, foram separadas as simetricamente dependentes, resultando em 3147 reflexdes
simetricamente independentes, com indice de discordancia interno R;,, = 0,0528.

As reflexdes simetricamente independentes foram submetidas a uma andlise em
funcdo das condi¢des de reflexdo e/ou extingdo, através do uso do programa WinGX®’, para
confirmar o tipo de Bravais e os elementos de simetria componentes do grupo espacial. O
grupo espacial confirmou-se como P2,/c (n° 14 — International Tables for Crystallography®™).
Da auséncia de uma regularidade nas condi¢des gerais de reflexdo para a classe integral dos
indices hkl, confirmou-se o tipo de Bravais P para a rede cristalina tridimensional.

Na Tabela 8 reunem-se: a condi¢do de reflexdo observada e relacionada ao tipo de
Bravais; a condicdo de reflexdo observada para a classe zonal; e as condi¢des de reflexao
observadas para as classes seriais, sendo as duas ultimas correspondentes aos operadores de
simetria cristalograficos 2; e C.

O grupo espacial P2,/c é centrossimétrico em fung¢do da simetria de Laue 2/m, que ¢é
equivalente a operacdo ~1. Esta operacdo de inversdo ¢ apresentada como um dos elementos

de simetria que descreve o contetdo da cela elementar.

Tabela 8. Condicdes de reflexdo observadas para a rede com simetria monoclinica do

pro-ligante (2), pertencente ao grupo espacial P2;/c.

Classe Reflexao Condigao Informacao Direcao
geral Rede/operador Cristalografica
observada
hkl (integral) h+k+[ Nenhuma Tipo de Bravais P
h0l (zonal) H 2n C [010]
0k0 (serial) K 2n 2 [010]
00! (serial) L 2n 2, [001]

Solucio da estrutura molecular
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Da formula geral e empirica

N AM:VCE/ 7.18

previu-se o numero de atomos ndo-hidrogenoides (Nap) que compdem a estrutura molecular.
Considerando-se que, para efeito da solu¢dao da estrutura, todos os atomos situem-se
em posigdes cristalograficas gerais no grupo espacial P2i/c com um numero de formulas
elementares (Z) igual a quatro (méaximo neste grupo), a previsdo do niimero de atomos
nao-hidrogendides constituintes da parte assimétrica da estrutura molecular do pro-ligante (2)

resulta em:

Nav=1680,3A%/4.18
Nanv=23,34 ~ 23 atomos

Incluindo-se um erro experimental permitido proximo a + 10%, este valor levou a uma
previsdo da parte assimétrica da formula elementar empirica muito proéxima a Ci4 N3 Os, ou
seja, uma molécula de pré-ligante (2) e uma molécula de 4gua como solvato de cristalizagao.

A solugdo priméria da estrutura foi obtida via Métodos Diretos. A solucdo e o
refinamento via SIR2004%.

Os atomos ndo-hidrogendides da molécula de pro-ligante (2) foram localizados a
partir de Sinteses de Fourier diferencgas e refinados em cada etapa com parametros térmicos
isotropicos, sendo que os dados sdo observados na Tabela 9. Apds o ciclo final do
refinamento isotropico de todos os dtomos ndo-hidrogendides do esqueleto da molécula do
pro-ligante (2), incluindo 92 parametros, os indices de discordancia ndo-ponderado R e
ponderado wR alcancados foram de 16,52% para 1819 reflexdes observadas com [/>2c(1)] e

19,74% para 3147 reflexdes simetricamente independentes, respectivamente.

Tabela 9. Coordenadas atomicas e pardmetros de deslocamentos térmicos isotropicos
equivalentes dos 4atomos ndo-hidrogendides, (Ueq) (A? x 10°) do pro-ligante (2)

(C14H11N304 "H;0) . Desvio-padrdo entre parénteses.
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Atomo X y z Uleq)
C(1) 4265(1) 1951(9) 4517(2) 66(1)
C(2) 1094(1) 14043(8) -521(2) 50(1)
C(11) 2624(1) 5978(8) 3475(2) 48(1)
C(12) 3049(1) 5057(9) 3100(2) 61(1)
C(13) 3590(1) 3746(10) 3447(2) 66(1)
C(14) 3701(1) 3377(8) 4158(2) 59(1)
C(15) 3266(1) 4269(9) 4519(2) 63(1)
C(16) 2732(1) 5574(9) 4182(2) 59(1)
C2l) 1402(1) 10518(7) 1565(1) 44(1)
C(22) 836(1) 10915(9) 1203(1) 52(1)
C(23) 733(1) 12044(8) 527(2) 54(1)
C(24) 1191(1) 12830(7) 198(1) 46(1)
C(25) 1758(1) 12523(9) 569(2) 58(1)
C(26) 1871(1) 11372(9) 1244(2) 59(1)
N(11) 2080(1) 7332(7) 3155(1) 50(1)
N(12) 1990(1) 8214(6) 2495(1) 47(1)
N(13) 1476(1) 9387(6) 2261(1) 48(1)
o(l) 4351(1) 1626(8) 5167(2) 95(1)
0(2) 4645(1) 1059(8) 4166(2) 94(1)
0(3) 545(1) 14181(8) -838(1) 77(1)
04) 1489(1) 14873(8) -810(1) 87(1)
0]8)) 412(1) 5960(9) 7815(1) 89(1)

Como parte final do refinamento isotropico dos atomos nao-hidrogendides do
esqueleto molecular do pro-ligante (2), foram localizados os 4&tomos de hidrogénio ligados aos
anéis aromaticos. A localizagdo geométrica envolveu o calculo das coordenadas fracionarias
dos atomos de hidrogénio a partir das coordenadas fracionarias dos atomos ndo-hidrogenoéides
localizados e refinados com pardmetros térmicos isotropicos. Os atomos de hidrogénio
vinculados aos anéis aromaticos foram refinados com pardmetros térmicos isotropicos,
correspondentes a 1,2 vezes o valor do parametro térmico do 4tomo ndo-hidrogendide
(carbono) associado a ele, considerando-se uma distdncia de ligagdo constante
C(sp’)-H=0,93A.

E importante salientar que a ligagdo N(11)-H(1), entre o hidrogénio e o nitrogénio da

cadeia triazenidica apresenta 0,97(4)A, as ligagdes O(2)-H(2) e O(3)-H(3), nos grupos
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carboxilicos apresentam 1,082(2)A e 1,101(2)A respectivamente, e as ligagdes O(5)-H(51) e
O(5)-H(52), nas moléculas de agua apresentam 1,077(3)A e 0,936(3)A respectivamente,
evidenciando-se que estes valores foram encontrados experimentalmente pelo refinamento
dos 4tomos com parametros térmicos isotropicos através de Fourier diferencas.

A inclusdo dos atomos de hidrogénio no refinamento, considerando-se os parametros
térmicos isotropicos para todos os dtomos do esqueleto molecular do pré-ligante (2), reunindo
96 parametros, conduziram aos indices de discordancia ndo-ponderado R e ponderado wR de
14,90% para 1819 reflexdes observadas com [/>25(1)] e 18,16% para 3147 reflexdes
simetricamente independentes, respectivamente.

Para finalizar a estrutura molecular do pro-ligante (2), incluindo parametros térmicos
isotropicos para os atomos de hidrogénio e anisotrdpicos para todos os atomos
ndo-hidrogendides, as correcdes de intensidade dos dados de reflexdo em fungdo de processos
de absor¢do pelo método semi-empirico SADABS™ (corregio feita apesar do pequeno
coeficiente de absor¢ao linear observado de 0,093mm'1), e a inclusao do fator de extingao,
reunindo 206 pardmetros, levaram aos indices de discordancia ndo-ponderado R e ponderado
wR de 7,64% para 1819 reflexdes observadas com [/>26(1)] e 10,50% considerando-se 3147
reflexdes simetricamente independentes, respectivamente, observados pela Tabela 10. Nesta
etapa final do refinamento, foi observada a equacdo de ponderagao,
w = 1/[s*(Fo®) + (0,1923P)* + 0,0000P] onde P = (Fo’ + 2Fc?)/3, e a razio maxima
deslocamento/desvio padrao estimado (maximal shift/e.s.d.) que ficou em 0,000.

Os parametros de cela foram determinados a partir do refinamento de 4080 reflexdes
obtidas em quadrantes aleatérios da Esfera de Ewald, incluindo a regido de varredura angular
de 2,96 a 28,02° ¢ refinadas pelo método dos minimos quadrados’'. A coleta de intensidades

envolveu técnicas de varredura ¢ e .

Tabela 10. Dados da coleta de intensidades e do refinamento da estrutura cristalina/molecular

do pro-ligante (2) (C14H;1N304 H,0). Desvio-padrao entre parénteses.

Formula Empirica Ci14H11N304 "H,O
Peso molecular (g) 303,27
Temperatura (K) 293(2)
Radiacdo empregada (A) 0,71073/ Mo-Ka

Sistema cristalino Monoclinico




Continuacao da Tabela 10
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Grupo espacial

Parametros de cela (A)

Volume (A%)

Numero de férmulas elementares(Z)
Densidade calculada (Mg/m3)
Coeficiente linear de absor¢do (mm'™)
F(000)

Tamanho do cristal (mm3)

Regido de varredura 20(°)

Regido de indices

Numero de reflexdes coletadas
Numero de reflexdes independentes
Regido de varredura alcangada 26(°)
Transmissao max. e min.

Método de refinamento

Dados/Restri¢des/Parametros refinados

Goodness-of-fit on F2

indices de discordancia finais [I>26(1)]

Indices de discordancia (todos os dados)

Coeficiente de extingdo

3
Densidade eletronica residual (e.A-)

P2/c
a=23,168(2)
b=3,7398(4)
c¢=19,751(2)
1680,3(3)

4

1,199

0,093

632

0,34 x 0,07 x 0,05

0,90 a 25,49
-28<h<27,-4<k<4,-23<1<23

28115

3147 [R(int) = 0,0528]

25,49, 100,0 %

0,9954 ¢ 0,9691

Matriz completa, minimos quadrados sobre F’
3147/0/206

0,969

R =0,0764, wR, = 0,2425

R, =0,1050, wR, = 0,2651

0,011(4)

0,505 ¢ -0,351

B=100,912(6)°

A férmula estrutural do pré-ligante (2) € evidenciada na Figura 41.
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Figura 41. Férmula estrutural do pro-ligante 1,3-bis(4-carboxifenil)triazeno (2).
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A estrutura cristalina deste pro-ligante retine quatro moléculas discretas na cela
elementar, cuja unidade molecular esta representada na Figura 42, sendo que nenhum atomo

encontra-se desordenado.

Figura 42. Proje¢do da estrutura molecular do 1,3-bis(4-carboxifenil)triazeno (2), incluindo

uma molécula de dgua de cristalizacao (ORTEP72).

A molécula de pro-ligante (2) ndo é planar (r.m.s. 0,2071A), sendo que isto se
confirma pela andlise comparativa dos angulos interplanares, na Tabela 11, entre os principais
fragmentos da estrutura molecular, apesar dos atomos destes fragmentos serem praticamente
planares entre si. E importante evidenciar que a quebra da planaridade da molécula de pro-
ligante (2) ocorre devido a uma considerada distor¢do no anel C;—Cy6 em relagdo a cadeia

diazoaminica.

Tabela 11. Angulos interplanares (°) entre os principais fragmentos da molécula 1,3-bis

(4-carboxifenil)triazeno (2).

Fragmento Planaridade (r.m.s. A) Angulo interplanar (°)
Cz, O3, 04, H3/ Cy1— Cys 0,0192/0,0078 4,8(1)
Ca1 — Ca6/ Hi, Ny, Ny, Ny 0,0078 / 0,0264 24,3(6)
Hi, Ni1, Ni2, Ni3/ Ci1 = Cie 0,0264 / 0,0044 5,6(8)
Ci1—Ci6/ Cy, 04, 0,2, Hy 0,0044 /0,0014 1,9(2)

C,, O3, O4, H3 / toda a molécula 0,0192/0,2071 23,5(1)




Detalhes adicionais da geometria do pro-ligante (2) podem ser obtidos na Tabela 12.
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Tabela 12. Comprimentos de ligagdo (A) e angulos de ligagdo (°) selecionados para o

pro-ligante (2) (C14H11N304 "H,0). Desvio-padrao entre parénteses.

C(D)-0(2)
C(D)-0(1)
C(1)-C(14)
C(2)-0(4)
C(2)-0(3)
C(2)-C(24)
C(11)-N(11)
C(21)-N(13)
N(11)-N(12)
N(11)-H(1)
N(12)-N(13)
0(2)-HQ)
O0B)-HB)
O(5)-H(51)
O(5)-H(52)

0(2)-C(1)-0(1)
0(2)-C(1)-C(14)
O(1)-C(1)-C(14)
0(4)-C(2)-0(3)
0(4)-C(2)-C(24)
0(3)-C(2)-C(24)
C(16)-C(11)-N(11)
C(12)-C(11)-N(11)
C(15)-C(14)-C(1)
C(13)-C(14)-C(1)
C(22)-C(21)-N(13)
C(26)-C(21)-N(13)
C(23)-C(24)-C(2)
C(25)-C(24)-C(2)
N(12)-N(11)-C(11)
N(12)-N(11)-H(1)

1,265(4)
1,267(4)
1,463(4)
1,206(4)
1,309(3)
1,467(4)
1,395(3)
1,417(4)
1,322(3)
0,97(4)

1,271(3)
1,082(2)
1,101(2)
1,077(3)
0,936(3)

122,5(3)
118,7(3)
118,8(3)
121,3(3)
123,2(3)
115,6(3)
118,3(3)
121,3(3)
120,6(3)
120,3(3)
117,7(2)
123,2(2)
122,2(3)
119,5(3)
119,9(3)
125(2)
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C(11)-N(11)-H(1) 115(2)

N(13)-N(12)-N(11) 113,9(2)
N(12)-N(13)-C(21) 112,8(2)
C(1)-0(2)-H(2) 114,4(3)
C(2)-0(3)-H(3) 109,2(2)
H(51)-0(5)-H(52) 108,2(2)

Na estrutura cristalina, ligagdes de hidrogénio estao presentes, sendo do tipo classicas

() I-x, -y, 1-z;  O3—Hz--—--—-- 05>’ codigo de simetria () x, 1+y, -1+z; Os5””’—Hsp-—--- Ni3,
codigo de simetria x, */>- y, /> +z, como observa-se na Figura 43.

Além disso, pela Figura 44 na direcao cristalografica [010], observa-se que, através
justamente, das ligacdes de hidrogénio ¢ que as moléculas de 1,3-bis(4-carboxifenil)triazeno
(2) e de 4agua, na cela elementar, polimerizam-se bidimensionalmente, destacando-se os
operadores de simetria 2¢ (eixo axial de rotagdo-translacdo) e -1 (inversdo). Ja pela proje¢ao
na direcdo cristalografica [100], na Figura 45, destacam-se os elementos de simetria 24

(eixo axial de rotagao-translacao) e C (plano axial de reflexdo-translacao).

5.3. Pro-ligante 1-(4-etoxifenil)-3-(4-carboxifenil)triazeno (3)

5.3.1. Atividade Bacteriostatica

Para a determinacao da CIM o pro-ligante (3) foi testado nas mesmas concentragdes e
condigdes que as relatadas para os pro-ligantes (1) e (2) frente as seguintes bactérias:
S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae, Serratia marcescens,
A. baumannii, Burkholderia cepacia, E. coli entero-invasora, P. aeruginosa ESBL e
Enterobacter spp..

Para o pro-ligante (3) a concentracdo mais alta empregada nas dilui¢cdes também foi
128ug/mL, sendo que nestas concentragdes testadas, o composto ndo foi capaz de inibir o

crescimento bacteriano, portanto CIM foi >128ug/mL.



74



75



76



77

5.3.2. Capacidade de Clivagem de DNA Plasmidial Dupla Fita

Ja em relacdo ao estudo da clivagem de DNA plasmidial, pode-se observar, através da
eletroforese em gel, que o pro-ligante 1-(4-etoxifenil)-3-(4-carboxifenil)triazeno (3)
apresentou capacidade de clivagem, pelo fato de ter aumentado a quantidade de DNA
plasmidial na Forma II (circular aberto) e diminuido a quantidade na Forma I (circular
superenovelado), quando as diferentes diluicdes do composto sdo comparadas ao padrao
(OmM), de acordo com a Figura 46.

A capacidade do pro-ligante (3) em clivar o DNA plasmidial pUC18 foi de 3,17% para
a concentracdo 0,375mM, 15,33% para a concentracdo 0,75mM e 17,03% a concentragdao

1,25mM.

Forma II

Forma |

Figura 46. Eletroforese em gel de agarose do pro-ligante (3) utilizando DNA plasmidial
pUCI18. Da esquerda para a direita, conforme os niimeros 1 a 4, tem-se as concentragoes:

0; 0,375; 0,75; 1,25mM.

5.4. Complexo  3-(4-carboxilatofenil)-1-metiltriazeno  1-6xido de  potassio

tetraidratado (4)

5.4.1. Espectrometria no Infravermelho
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Figura 47. Espectro no Infravermelho do complexo (4), em KBr, na regido de 400 a

4000cm™.

As vibragdes observadas para o complexo (4), descritas na Tabela 13, conferem com a

literatura e com as bandas caracteristicas obtidas para o pro-ligante (1).

Tabela 13. Principais bandas para o complexo (4), observadas no espectro de infravermelho

da Figura 47.

Atribuigao Intensidade Relativa Numero de Ondas (cm™)

Vas (N-H) MF 3384

v(C=0) F 1693

v(C=C) MF 1606

d (N-H) F 1523

Vas (N=N) MF 1373

Vs (N—O) F 1296

v(N-N) F 1219

Vas (N—O) F 1163

0 (C-H) no plano, F 1300-900

correspondentes ao anel
aromatico
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0 (C-H) fora do plano, F 900-500
correspondentes ao anel
aromatico

A presenca de ligacdes de hidrogénio envolvendo a funcdo carboxilica e as quatro
moléculas de dgua de hidratagao no complexo (4) ¢ evidenciada pela banda larga de absorcao

entre 3600 e 3000cm™.

5.4.2. Espectrometria no Ultravioleta-Visivel

Pelo espectro no ultravioleta-visivel, na Figura 48, observa-se que a desprotonagdo do
pro-ligante (1), isto é, a perda de H', é evidente em 215nm, com a adigdo de hidréxido de
potassio, através de um efeito hipercromico. E ainda perceptivel um efeito hipocrémico e um
leve deslocamento hipsocrdmico nas absor¢des dos grupos -OH, -N=N- ¢ -COOH formadores
da banda larga, cujo pico localiza-se em 315nm, evidenciada pela comparacdo com o espectro
do pro-ligante (1) protonado na Figura 49. Ainda pela Figura 48, observa-se que as absor¢des
referentes ao anel aromatico, na regido entre 230 e 200nm, ficam encobertas pelo pico que
indica a desprotonagdo. Pelo espectro da Figura 50, que evidencia a complexa¢do com
potassio, observa-se um efeito hipercromico da absor¢do na regido em 200nm em relagao ao
pro-ligante (1) protonado na Figura 49 que, por comparagdao com o espectro do hidroxido de

potéssio na Figura 51, indica ser a presenga do metal na esfera de coordenacgao.

200 250 300 350 400 450 200
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Picos Absorbancia Comprimento de Onda (A)
1 1,254 315,00
2 2,167 215,50

Figura 48. Espectro no UV-VIS do pro-ligante (1) desprotonado, em metanol, na regido de

200 a 500nm.

12 250 300 350 400 450 500
i nm
Picos Absorbancia Comprimento de Onda (L)
1 1,278 317,00
2 0,220 227,00
3 0,186 218,00

Figura 49. Espectro no UV-VIS do pro-ligante (1) protonado, em metanol, na regido de 200 a

500nm.
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Picos Absorbancia Comprimento de Onda (A)
1 1,312 316,00
2 0,185 261,50
3 0,213 250,50
4 0,208 243,50

Figura 50. Espectro no UV-VIS do complexo (4), em metanol, na regiao de 200 a 500nm.

1200 250 300 350 400 450 o200

nm
Picos Absorbancia Comprimento de Onda (L)
1 3,135 212,00

Figura 51. Espectro no UV-VIS do hidroxido de potassio, em metanol, na regido de 200 a
500nm.

5.4.3. Andlise Estrutural por Difracao de Raios-X em Monocristal

Apo6s a redugdo dos dados coletados a partir do monocristal, através do programa
SAINT® com o difratdmetro de raios-X APEX II — CCD®, correspondentes a uma rede
cristalina reciproca monoclinica, um arquivo contendo 9772 reflexdes indexadas e corrigidas
quanto aos efeitos de Lorentz e polarizagdo foi gerado. Deste numero total de reflexdes
coletadas, foram separadas as simetricamente dependentes, resultando em 2473 reflexdes
simetricamente independentes, com indice de discordancia interno R;,, = 0,0186.

As reflexdes simetricamente independentes foram submetidas a uma analise em

fungio das condigdes de reflexdo e/ou extingdo, através do uso do programa WinGX®’, para
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confirmar o tipo de Bravais e os elementos de simetria componentes do grupo espacial. O
grupo espacial confirmou-se como P2,/c (n° 14 — International Tables for Crystallography®®).
Da auséncia de uma regularidade nas condicdes gerais de reflexdo para a classe integral dos
indices hkl, confirmou-se o tipo de Bravais P para a rede cristalina tridimensional.

Na Tabela 14 reunem-se: a condi¢ao de reflexdo observada e relacionada ao tipo de
Bravais; a condi¢dao de reflexdo observada para a classe zonal; e as condi¢des de reflexdes
observadas para as classes seriais, sendo as duas ultimas correspondentes aos operadores de
simetria cristalograficos 2; e C.

O grupo espacial P2,/c é centrossimétrico em fun¢do da simetria de Laue 2/m, que é
equivalente a operacao ~1. Esta operagdo de inversao ¢ apresentada como um dos elementos

de simetria que descreve o conteido da cela elementar.

Tabela 14. Condi¢des de reflexdo observadas para a rede com simetria monoclinica do

complexo (4), pertencente ao grupo espacial P2,/c.

Classe Reflexao Condi¢ao Informacao Direcio
geral Rede/operador Cristalografica
observada
hkl (integral) h+k+[ Nenhuma Tipo de Bravais P
HO0 (zonal) h 2n c [010]
0k0 (serial) k 2n 2 [010]
00! (serial) / 2n 2; [001]

Soluc¢io da estrutura molecular

Da formula geral e empirica

N AM:VCE/ 7.18

previu-se o numero de atomos ndo-hidrogenoides (Nap) que compdem a estrutura molecular.
Considerando-se que, para efeito da solu¢dao da estrutura, todos os atomos situem-se
em posigdes cristalograficas gerais no grupo espacial P2i/c com um nimero de féormulas
elementares (Z) igual a quatro (méaximo neste grupo), a previsdo do niimero de atomos
nao-hidrogendides constituintes da parte assimétrica da estrutura molecular do complexo (4)

resulta em:
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Nav=1335,3A°/4.18
Nam=18,54 ~ 18 atomos

Considerando-se um erro experimental permitido proximo a + 10%, este valor levou a
uma previsdo da parte assimétrica da formula elementar empirica muito proxima a
Cs K N3 O, incluindo 4 moléculas de agua de hidratagao.

A solu¢do primaria da estrutura foi obtida via Métodos Diretos. A solugdo e o
refinamento via SIR2004%°,

Os atomos nao-hidrogendides do complexo (4) foram localizados a partir de Sinteses
de Fourier diferencas e refinados em cada etapa com parametros térmicos isotropicos , sendo
que os dados sdo observados na Tabela 15. Apos o ciclo final do refinamento isotropico de
todos os atomos ndo-hidrogenoides do esqueleto do complexo (4), incluindo 77 pardmetros,
os indices de discordancia ndo-ponderado R e¢ ponderado wR alcangados foram de 11,82%
para 2132 reflexdes observadas com [/>20(1)] e 13,40% para 2473 reflexdes simetricamente

independentes, respectivamente.

Tabela 15. Coordenadas atomicas e parametros de deslocamentos térmicos isotropicos
equivalentes dos 4tomos ndo-hidrogenodides, (Ueq) (A’ x 10°) do complexo (4)

( [CsHgN3Os] K" 4H,0). Desvio-padrao entre parénteses.

Atomo X y z Uleq)
C(1) 2730(2) 630(3) 929(2) 24(1)
C(2) 7297(3) -5326(4) -1057(3) 40(1)
C(11) 5241(2) -2525(3) 766(2) 26(1)
C(12) 4510(2) -2026(3) -202(2) 27(1)
C(13) 3714(2) -994(3) -143(2) 26(1)
C(14) 3614(2) -448(3) 866(2) 24(1)
C(15) 4349(2) -963(3) 1820(2) 27(1)
C(16) 5152(2) -1990(3) 1778(2) 29(1)
N(11) 7053(2) -4798(3) -60(2) 30(1)
N(12) 6222(2) -3972(3) -194(2) 30(1)
N(13) 6073(2) -3531(3) 768(2) 31(1)
o(1) 7666(2) -5174(3) 879(2) 42(1)

0(2) 11401(2) -6880(3) 2738(2) 45(1)
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0(3) 8925(2) -8260(3) 1122(2) 52(1)
0(4) 10348(3) -7208(4) 69(3) 63(1)
0(5) 11079(3) -1308(4) 1900(3) 74(1)
o(11) 2052(2) 983(3) 41(2) 35(1)
0(12) 2692(2) 1086(3) 1857(2) 35(1)
K(1) 9932(1) -4547(1) 1813(1) 48(1)

Como parte final do refinamento isotrépico dos atomos ndo-hidrogenodides do
esqueleto molecular do complexo (4), foram localizados os 4tomos de hidrogénio ligados ao
anel aromatico e ao grupo metila. A localizagdo geométrica dos hidrogénios envolveu o
calculo das coordenadas fraciondrias dos atomos de hidrogénio a partir das coordenadas
fracionarias dos atomos nao-hidrogendides localizados e refinados com parametros térmicos
1sotropicos.

Os atomos de hidrogénio vinculados ao anel aromdtico foram refinados com
parametros térmicos isotropicos correspondentes a 1,2 vezes o valor do parametro térmico do
atomo nao-hidrogenoide (carbono) associado a ele, considerando-se uma distancia de ligagao
constante C(sp”)-H=0,93A. J4 os atomos de hidrogénio vinculados ao grupo metila foram
refinados com pardmetros térmicos isotropicos correspondentes a 1,5 vezes o valor do
parametro térmico do atomo ndo-hidrogendide (carbono) associado a ele, considerando-se
uma distdncia de ligaco constante C(sp®)-H=0,96A.

E importante salientar que ligagdo N(13)-H(1), entre o hidrogénio e o nitrogénio da
cadeia triazenidica apresenta 0,78(4)A, e as ligagdes O(2)-H(21), O(2)-H(22), O(4)-H(41),
O(4)-H(42), O(5)-H(51), O(5)-H(52), entre as moléculas de 4gua apresentam 0,90(5)A,
0,93(5)A, 0,61(4)A, 0,97(6)A |, 1,12(7)A, 1,0(2)A respectivamente, evidenciando-se que estes
valores foram encontrados experimentalmente pelo refinamento dos dtomos com parametros
térmicos isotropicos através de Fourier diferencgas.

A inclusdo dos atomos de hidrogénio no refinamento, considerando-se os parametros
térmicos isotropicos para todos os dtomos do esqueleto molecular do complexo (4), reunindo
105 parametros, conduziram aos indices de discordancia nao-ponderado R e ponderado wR de
10,81% para 2132 reflexdes observadas com [/>26(1)] e 12,32% para 2473 reflexdes

simetricamente independentes, respectivamente.
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Para finalizar a estrutura molecular do complexo (4), incluindo parametros térmicos
isotropicos para os atomos de hidrogénio e anisotropicos para todos os atomos
nao-hidrogendides, as correcdes de intensidade dos dados de reflexdo em fun¢do de processos
de absorgdo pelo método semi-empirico SADABS’ (corregdo feita apesar do pequeno
coeficiente de absorcdo linear observado de 0,431mm'1), e a inclusdo do fator de extingdo,
reunindo 195 parametros, levaram aos indices de discordancia nao-ponderado R e ponderado
wR de 5,54% para 2132 reflexdes observadas com [/>2c(1)] e 5,61% considerando-se 2473
reflexdes simetricamente independentes, respectivamente, observados pela Tabela 16. Nesta
refinamento, foi observada a

etapa  final do equagdo de

w = 1/[s*(Fo®) + (0,1236P)* + 0,8583P] onde P = (Fo’ + 2Fc?)/3, e a razio maxima

ponderacao,

deslocamento/desvio padrao estimado (maximal shift/e.s.d.) que ficou em 0,000.

Os parametros de cela foram determinados a partir do refinamento de 4080 reflexdes
obtidas em quadrantes aleatorios da Esfera de Ewald, incluindo a regido de varredura angular
de 2,96 a 28,02° ¢ refinadas pelo método dos minimos quadrados’'. A coleta de intensidades

envolveu técnicas de varredura ¢ e ®.

Tabela 16. Dados da coleta de intensidades e do refinamento da estrutura cristalina/molecular

do complexo (4) ([CsHgN303] K" 4H,0). Desvio-padrio entre paréntese.

Formula Empirica

([CsHgN30;] K" 4H,0)

Peso Molecular (g) 305,34

Temperatura (K) 293(2)

Radiagio empregada (A) 0,71073 Mo-Ka

Sistema cristalino Monoclinico

Grupo espacial P2,/c

Paraimetros de cela (A) a=12,695
b=28,123 p=106,71°
¢ =13,520

Volume (A%) 1335,3

Numero de férmulas elementares(Z) 4

Densidade calculada (Mg/m3) 1,519

Coeficiente linear de absor¢do (mm'™) 0,431

F(000) 640

Tamanho do cristal (mm3)

0,52x0,13x0,13
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Regido de varredura 20(°) 1,67 a 25,50

Regido de indices -15<h<15,9<k<9,-16</<15

Numero de reflexdes coletadas 9772

Numero de reflexdes independentes 2473 [R(int) = 0,0186]

Regido de varredura alcangada 26(°) 25,50, 99,6 %

Transmissdo max. e min. 0,9461 ¢ 0,8070

Meétodo de refinamento Matriz completa, minimos quadrados sobre F’
Dados/Restri¢des/Parametros refinados 2473 /0/ 195

Goodness-of-fit on F2 1,141

Indices de discordancia finais [[>20(D)] R, =0,0554, wR, =0,1705
Indices de discordancia (todos os dados)  R; =0,0661, wR, = 0,1892
Densidade eletronica residual (e.A‘3) 0,712 e -1,057

A estrutura molecular do complexo (1) € observada pela Figura 52 e evidencia que a

cadeia diazoaminica 1-6xido se mantém protonada.

\ /
-3 N \  OH
OI \ O\ \ OH2
H \\\‘\\+ ad g
k
sz “OH,

Figura 52. Férmula estrutural do complexo 3-(4-carboxilatofenil)-1-metiltriazeno 1-6xido de

potassio tetraidratado (4) ( [Cs Hs N3 O3] K™ * 4H,0) .

A estrutura cristalina deste complexo (4) retine quatro moléculas discretas na cela
elementar, cuja unidade molecular estd representada na Figura 53, sendo que nenhum atomo

encontra-se desordenado.
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Figura 53. Projecdo da estrutura molecular do par idnico (ligante” ¢ K") do complexo (4)
([CsH16N307] K" 4H,0), incluindo a intera¢do de quatro moléculas de dgua e do 4tomo de
oxigénio do ligante 3-(4-carboxilatofenil)-1-metiltriazeno 1-6xido com o ion potassio

(ORTEP™).

Detalhes adicionais em relacdo a geometria do complexo (4) podem ser obtidos pela

Tabela 17.

Tabela 17. Comprimentos de ligagdo (A) e angulos de ligagdo (°) selecionados para o

complexo (4) ( [CsHsN303] K- 4H,0). Desvio-padrio entre parénteses.

C(1)-0(11) 1,292(3)
C(1)-0(12) 1,323(3)
C(1)-C(14) 1,445(3)
C(2)-N(11) 1,529(4)
C(11)-N(13) 1,336(3)
N(11)-N(12) 1,218(3)
N(11)-0(1) 1,320(3)

N(12)-N(13) 1,413(3)
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N(13)-H(1) 0,78(4)
0(2)-H(21) 0,90(5)
0(2)-H(22) 0,93(5)
0(4)-H(41) 0,61(4)
0(4)-H(42) 0,97(6)
0(5)-H(51) 1,12(7)
0(5)-H(52) 0,99(19)
O(11)-C(1)-0(12) 128,5(2)
O(11)-C(1)-C(14) 113,7(2)
0(12)-C(1)-C(14) 117,8(2)
N(13)-C(11)-C(12) 118,7(2)
N(13)-C(11)-C(16) 116,9(2)
C(15)-C(14)-C(1) 116,4(2)
C(1)-C(14)-C(13) 120,(2)
N(12)-N(11)-0(1) 121,1(2)
N(12)-N(11)-C(2) 114,2(2)
O(1)-N(11)-C(2) 124,7(2)
N(11)-N(12)-N(13) 110,0(2)
C(11)-N(13)-N(12) 118,0(2)
C(11)-N(13)-H(1) 116(3)
N(12)-N(13)-H(1) 126(3)
H(41)-O(4)-H(42) 95(5)
H(51)-0(5)-H(52) 96(10)

Na Figura 54, pela dire¢ao cristalografica [001], observa-se uma seqiiéncia de seis
unidades de complexos (4) [C8H9N303]'K+ " 4H,0, sendo operadas por um eixo de
rotagdo-translagdo 2; paralelo ao eixo cristalografico b.

Ainda pela Figura 54 ¢ possivel identificar os dados da Tabela 18, que retine os
comprimentos de ligacdo (A) e angulos de ligacdo (°) selecionados para o ion K; e seus

vizinhos mais proximos.
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Tabela 18. Dados geométricos que descrevem a interacdo do ion K; com os seus vizinhos
mais proximos K; 1 e K; 2 através das ligagdes em ponte e terminais formadas pelas

moléculas de 4gua no complexo (4). Desvio-padrao entre parénteses.

Fragmento Distancia (A) Angulo (°)
Ki -0y 2836(2) e
Ki—0s 1 28303) e
Ki_1-0s_1 29933 e
Ki—0s 3,3043) e
Ki_1-03 29432y e
Ki -0, 2,7002) e
Ki_1-0; 29193 e
Ki-Os 29933 e
Ki_2-0s 2,8303) e
Ki-052 29432y e
Ki 2-052 33043) 0 e
Ki-0,2 29193 e
Ki 2-0,2 2,7002) e
Ki—043 2,8483) e
Ki-Os 1-Ky 1 e 99,6(9)
Ki-0;-K; 1 e 90,6(1)
Ki-O-Ky 1 e 104,6(1)
Ki-Os-Ki 2 e 99,6(1)
Ki2-0:2-Ky - 90,6(1)

Ki2-0,2-K, e 104,6(1)
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No complexo (4), o ion potassio apresenta numero de coordenacdo oito e sua
geometria de coordenagdo envolve uma distor¢cao semelhante a estrutura do enxofre elementar
Sg na conformagdo de barco com simetria ideal C,,, sendo observada na Figura 55. Para maior
clareza, foram omitidas as linhas tracejadas que representam a interagdo entre as moléculas de

agua e o triazeno 1-6xido com o ion potéssio.
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Figura 55. Geometria de coordenagdo do 1ion potassio no complexo (4)

([CsHoN303]K ™ 4H,0), analoga ao Sg (conformacio tipo barco) (DIAMOND™).
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6. CONCLUSOES

De acordo com os objetivos propostos para este trabalho em relagdo a sintese e
cristaloquimica de triazeno 1-6xido e complexo com o metal alcalino potéssio, difracdo de
raios-X de 1,3-bis(aril)triazeno e atividade bioldgica de pro-ligantes triazenos, pode-se

concluir que:

1- a sintese do pro-ligante 1-metil-3-(p-carboxifenil)triazeno 1-6xido (1) ¢ descrita
pela primeira vez neste trabalho, entretanto a metodologia de sintese para o 1,3-bis

(4-carboxifenil)triazeno (2) ja consta na literatura;

2- a difracdo de raios-X em monocristal, dos pro-ligantes (1) e (2), possibilita a
visualizacdo de ligacdes de hidrogénio intermoleculares que resultam na formagdo de

polimeros;

3- no complexo 3-(4-carboxilatofenil)-1-metiltriazeno 1-6xido de potassio
tetraidratado (4), o ion metilico K', coordenado pelo ligante 1-metil-3-(p-carboxifenil)
triazeno 1-0xido e por moléculas de dgua, apresenta geometria de coordenacdo que envolve
uma distor¢do semelhante a estrutura do enxofre elementar Sg Este ligante esta protonado e
unido ao metal através do oxigénio ligado ao nitrogé€nio da cadeia diazoaminica e que, apesar
do ligante ser um triazeno 1-6xido, ndo ha a formacao de anel quelato inorganico de cinco

membros, que € justamente, o principal modo de coordenacdo desta classe de triazenos;

4- pro-ligantes triazenos estratégicos revelam agdo biologica, seja pela atividade
bacteriostatica e bactericida, como ¢ o caso do 1-metil-3-(p-carboxifenil)triazeno 1-6xido (1),
ou pela capacidade de clivagem de DNA plasmidial dupla fita, como ¢ o caso do

1-(4-etoxifenil)-3-(4-carboxifenil)triazeno (3).
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Figura 43. Projecéo da estrutura molecular do pré-ligante (2), incluindo ligac6es de hidrogénio, representadas por linhas pontilhadas, entre as moléculas de

triazeno e 4gua mais préximas. (DIAMOND™).
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Figura 44. Projecdo do corte do arranjo bidimensional na direcéo cristalografica [010], evidenciando as ligacdes de hidrogénio entre as moleculas de
pré-ligante (2) e os operadores de simetria 2, em: /5,0, s e %,,0,%,,e -1em %, ,0,0; ',,0,%, e ',,0, 1 (DIAMOND®).
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b

Figura 45. Projecdo do corte do arranjo bidimensional na direcdo cristalografica [100], evidenciando as ligacfes de hidrogénio entre as moléculas de

pré-ligante (2) e os operadores de simetria 2, em: 0,0,%,,e ¢ em 0,0, }/, (DIAMOND™).
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Figura 54. Projecdo com seis unidades do complexo [CgHg N3 O3] K™ * 4H,0 (1) na diregdo [001], evidenciando a formagdo de uma cadeia
independente ao longo da direcéo cristalogréfica [010], através de um eixo de rotagdo-translacio 2; paralelo ao eixo cristalografico b (DIAMOND™).
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