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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo principal apresentar a sintese, a caracterizacao e os
estudos da atividade biolégica de complexos metdlicos de prata (I) com os seguintes
ligantes: isoniazida e acido succinico. A caracterizacdo do complexo [Ag(inh)NOg]
sintetizado indica que a isoniazida esta coordenada através de atomos de oxigénio
do grupo C=0 e de nitrogénio do grupo NH,, apresentando em sua estrutura a
presenca do anion NO®J& para o complexo [Agx(succ)], o resultado da
caracterizacao indica a coordenacdo dos ions Ag ao grupo carboxilato do ligante. A
avaliacdo bioldgica dos complexos contra o Mycobacterium tuberculosis H37Rv
indicou que os complexos apresentam atividade biol6gica, sendo o complexo
[Ag(inh)NOg3] o mais ativo(MICgo 0,13ug/ml), apresentando um desempenho superior
guando comparado aos farmacos de referéncia como o etambutol (MICyy =
5,62ug/ml) e o p-aminossalicilico (MICgo= 1,25ug/ml). A avaliagdo de inibicdo do
crescimento bacteriano mostrou que os complexos [Ag(inh)NO3], [Agz(succ)]
apresentaram-se ativos contra as bactérias S. aureus e E. coli quando comparado
aos ligantes na forma livre. A partir desses resultados, o centro metalico Ag
apresentou um papel importante ao composto, conferindo ao complexo atividade

bioldgica antibacteriana e antimicobacteriana.

Palavras-Chave: Complexos metdalicos. Prata. Isoniazida. Aacido succinico.

Antimicobacteriano.



ABSTRACT

This thesis has as main objective to present the synthesis, characterization and
studies of the biological activity of silver (I) metal complexes with the following
ligands: isoniazid and succinic acid. The characterization of the synthesized
[Ag(inh)NO3] complex indicates that the isoniazid is coordinated through oxygen
atoms of the C = O group and nitrogen atoms of the NH2 group, presenting in its
structure the presence of the NO* anion. For the [Aga(succ)] complex, the
characterization result indicates the coordination of the Ag ions to the carboxylate
group of the ligand. The biological evaluation of the complexes against
Mycobacterium tuberculosis H37Rv indicated that the complexes have biological
activity. The complex [Ag(inh)NO3] being the most active (MIC90 0.13ug / ml),
presenting a superior performance when compared to reference drugs such as
ethambutol (MIC90 = 5.62ug / ml) and p-aminosalicylic ( MIC90 = 1.25ug / ml). The
evaluation of bacterial growth inhibition showed that the [Ag (inh)NOg], [Ag2(succ)]
complexes were active against the bacteria S. aureus and E. coli when compared to
the ligands in the free form. From these results, the metallic center Ag played an
important role in the compound, giving the complex biological antibacterial and
antimycobacterial activity.

Keywords: Metal complexes. Silver. Isoniazid. Succinic acid. Antimycobacterial.
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1. INTRODUCAO

A gquimica medicinal é uma ciéncia multidisciplinar que engloba areas como
quimica geral, bioinorganica, farmacologia, bioquimica, quimica organica sintética,
quimica farmacéutica, quimica computacional, biologia celular, biologia estrutural e
biologia molecular (Fundamental et al., 2017); (Lima, 2007). A quimica medicinal é a
ciéncia que estuda o desenvolvimento e o planejamento de novos compostos
bioativos, suas caracteristicas estruturais e moleculares, e suas interacdes com o
sistema biologico (Do Amaral & Montanari, 2002).

O marco histérico da Quimica Medicinal ocorreu com a descoberta do acido
acetilsalicilico (AAS) no final do século XIX pelo quimico alem&o Felix Hoffmann,
tendo sido o primeiro farmaco sintetizado pela indastria. Em 1902, o quimico
Hermann Emil Fischer postulou o modelo dos estudos da interacdo dos farmacos
com os biorreceptores por meio do conceito de “chave-fechadura”, nascendo entao o
principio-base da Quimica Medicinal (BARREIRO, 2011).

A Quimica Bioinorganica € uma subarea da quimica que estuda as funcbes
do metabolismo e as aplicacfes dos ions metalicos e seus complexos em processos
biolégicos (QUE JR; BANCI, 2002), tais como 0s ions metalicos que ocorrem
naturalmente em sistemas biol6gicos ou incorporados em sistemas biolégicos
mediante aplicacdo de metalofarmacos (MONGE et al., 2000; FARRELL, 2002).

A origem da utilizacdo e da aplicacdo da quimica inorganica medicinal &
datada desde 3500 a.C., quando os chineses e os arabes utilizavam ouro na
fabricacdo de medicamentos para tratar algumas doencas (Beraldo, 2005). Por volta
de 3000 a.C., no Egito ja se usava cobre na esterilizacdo da agua (FARIAS, 2009)
do zinco para o tratamento de feridas (STOCHEL et al., 1998) e do ouro para tratar
tuberculose e processos inflamatérios (BERALDO, 2005).

Sabe-se que os ions metalicos, além de serem essenciais para diversas
funcdes vitais do organismo, podem modificar a acdo e a estrutura de compostos
organicos empregados na medicina, podendo ser ativados ou biotransformados por
meio de ions presentes no meio biolégico (SADLER; GUO, 1999). A vista disso, o
estudo e a pesquisa de complexos metalicos e de metalofarmacos que apresentam

algum potencial biolégico sdo de grande importancia.



Os ligantes dos metalofarmacos podem ser organicos ou inorganicos. A
coordenacdo com o ion metalico pode modificar as propriedades fisicas e quimicas,
alterar a toxicidade, modificar a biodistribuicdo, reduzir os efeitos colaterais e
aumentar a atividade biolégica (THOMPSON, 2003). Os ligantes sdo moléculas ou
ions que se encontram ligados a espécie central (ion metalico) por ligacdo
coordenada (COELHO, 2015).

1.1. Contribuicdes da quimica de coordenacéo para a medicina

Sabe-se que diversos ions metéalicos sdo primordiais para 0s seres Vivos e
desempenham papeis cruciais no sistema biolégico nos quais estdo presentes
inUmeros processos bioquimicos e interacbes com diversas moléculas como DNA e
proteinas. Como por exemplo, o grupo heme da hemoglobina contem o ion ferro
Fe**coordenado, se tornando essencial para o transporte de oxigénio e de elétrons.
(Orvig & Abrams, 1999) (Pesantren et al., 2017).

A Quimica Inorganica Medicinal atual originou-se no século XX com o0s
trabalhos de Paul Ehrlich, ganhador do prémio Nobel em Medicina e Fisiologia em
1908 e por Alfred Werner, ganhador do prémio Nobel de Quimica em 1913.
(Pesantren et al., 2017). Paul Ehrlich foi o pioneiro e criador da quimioterapia e do
conceito de indice terapéutico. Ja Alfred Werner € visto como o pai da quimica de
coordenacao, por criar a teoria que explica as ligacbes existentes nos compostos de
coordenacao. (Beraldo, 2005)

Em 1964, Barnett Rosenberg estudava os efeitos do campo elétrico sobre
culturas bacterianas de Escherichia coli quando observou que as bactérias em
guestao passavam a crescer na forma de filamentos devido a impossibilidade de se
multiplicarem. Ele acabou descobrindo acidentalmente que na regido préxima aos
eletrodos de platina houve uma inibi¢cdo a divisdo celular bacteriana. Apés a analise
do material proximo aos eletrodos descobriu que se se tratava da cisplatina.(Fontes
et al., 2005)



1.1.1. Complexos metalicos utilizados na clinica médica

Antitumorais

Na década de 70 a cisplatina foi aprovada pela FDA (Food and Drug
Administration) para o tratamento de alguns tipos de cancer, como o cancer de
ovario e de testiculo (REEDIJK et al., 1987). Atualmente a cisplatina [Pt(NH3 )2CI2],
também conhecida como cis-diaminodicloroplatina (II), é também administrada em
outros tipos de neoplasias, como cancer de pulmao, de cabeca, de esbéfago, de
mama e de cérvix. Novos estudos mostram que também é eficaz em casos de
sarcomas, linfomas, cancer pulmonar, de esoéfago, tiroidemelanoma maligno e
neuroblastoma (Fontes et al., 2005).

ApOs a descoberta da cisplatina varios outros complexos a base de
platina(ll) foram estudados, porém somente mais dois complexos foram aprovados
para a utilizagdo clinica no mundo todo, sendo eles a oxiliplatina e carboplatina
(Figura 1).Outros complexos também aprovados a base de platina ficaram restritos a

paises como a Coreia, Japao e China.(Neves & Vargas, 2011).
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cisplatina oxiliplatina carboplatina

Figura 1: Complexos de platina aprovados na clinica médica

O mecanismo de acéo da cisplatina se inicia com a entrada do complexo no
interior da célula (Figura 2). No meio intracelular o complexo sofre hidrolise,
substituindo um ou dois dos cloridos de sua estrutura por uma ou duas moléculas de
agua. Esse processo de hidrolise possibilita a ligacdo da platina ao DNA por meio do
nitrogénio 7 da guanina. As ligacfes entre a platina e o DNA ocasionam distor¢des
na estrutura do material genético, gerando bloqueio do ciclo celular e ao processo de
apoptose.(Siddik, 2003)
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Figura 2: Mecanismo de acdo da cisplatina

Antibacterianos

Além do rapido aumento da resisténcia bacteriana frente aos antibiéticos ja
existentes, tem ocorrido, na mesma velocidade, uma reducao drastica do arsenal de
farmacos disponiveis para o tratamento de infeccdes bacterianas resistentes.
Consequentemente, a busca por novas drogas farmacéuticas torna-se um fator
indispensavel (Rocha et al., 2011).

O uso da prata como antibacteriano € observado ha muito tempo. Existem
relatos da idade média que mostram o uso do nitrato de prata para o tratamento de
gueimaduras e feridas e a utilizacdo de objetos feitos de prata metalica em cirurgias
da época (Klasen, 2000).

Em 1968, Charles L. Fox estudava a associacao de nitrato de prata com
sulfadiazina. Esse estudo acabou resultando no desenvolvimento da sulfadiazina de
prata (Figura 3) e foi aprovado em 1973 pelo FDA. Desde entdo a substancia €
amplamente usada até hoje no tratamento de queimaduras de segundo e terceiro

graus.(Ragonha et al., 2005).



sulfadiazina de prata

Figura 3: Estrutura molecular da sulfadiazina de prata

A sulfadiazina de prata € um antibacteriano de uso tépico que apresenta
uma estrutura polimérica e € encontrado na forma de creme inodoro, de cor branca e
hidrossolluvel. Sua prescricdo é indicada para o tratamento de infeccdes em
pacientes com quadros de queimaduras, feridas cirargicas, escaras de decubito e
Ulceras varicosas, com atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Ragonha et al., 2005) (Donaduzzi, 2012).

Ja os compostos a base de bismuto sédo utilizados na clinica médica para

tratar doencas do trato gastrointestinal,como a infeccdo por Helicobacter pylori. O

tratamento para a erradicacdo da H pylori consiste na utlizacdo de diversos
complexos metalicos a base de bismuto, como subsalicilato de bismuto e citrato de
bismuto - Figura 4 (Rocha et al., 2011)
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Figura 4: Complexos metélicos a base de bismuto

Antirreumaticos

O ouro também é um metal muito utilizado desde a antiguidade com
finalidade terapéutica. Os primeiros relatos sobre a sua utilizagdo na medicina surgiu
em 2500 a.C. (Higby,1982).



Os compostos a base de ouro também se mostraram eficazes na diminuicédo
das dores articulares, levando em 1929 Jacques Foriester a estudar o uso de
compostos de ouro no tratamento de artrite reumatoide.(Delgado,et al., 2020)

Atualmente, com o desenvolvimento de novos farmacos para AR, houve
uma diminui¢do da prescricdo desses compostos a base de ouro para esse tipo de
tratamento, porém, alguns ainda fazem parte da classe de medicamentos
antirreumaticos (Figura 5), como o aurotiomolato de sédio, a aurotioglicose e a

auranofina.(Delgado, et al,2020)

OH N o OAc
HO R A o%o Et
HS&\,S Au S-Au 220 S-Au-P=gt
OH n o= OAc Et
ONa n
aurotioglicose aurotiomolatode sédio auranofina

Figura 5: Complexos antirreuméticos

1.1.2. Complexos metalicos como agentes de contraste

A técnica de ressonancia magnética (RM) é considerada um método de
excelente qualidade no intuito de realizar o processamento de imagens diagndsticas
para a area médica, sendo classificada como nao invasiva (COURANT et al., 2013),
permitindo a obtencdo de imagens tridimensionais de alta resolugdo (BENNETT et
al., 2014).

No momento atual, cerca de 35% dos exames realizados por ressonancia
magnética fazem uso de agentes de contrastes (ACs) que atuam encurtando o
tempo de relaxacdo dos protons presentes nos tecidos, possibilitando um contraste
nos mesmos (AIME et al.,, 2006; ZHANG et al., 2014). Dentre os compostos
metélicos ou ACs utilizados na clinica estdo os complexos & base de gadolinio Gd**,
complexos de manganés Mn?* e 6xidos de Fe®" . Os complexos metalicos & base de
gadolinio aprovados para a utilizagdo clinica sdo: Magnevist® (Gadopentato),
MultiHance® (gadobenato de dimeglumina), Dotarem® (acido gadotérico),
ProHance® (Gadoteridol), Gadovist® (Gadobutrol), Vasovist® (gadofosveset
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trissodico), Eovist® (gadoxetato dissédico)e Optimark® (Gadoversetamida)
(LAURENT, et al., 2012).

O Gd-DTPA (Gadopentato) (Figura 6) foi o primeiro complexo aprovado para
0 uso clinico e é o mais utilizado devido a sua estabilidade, especialmente sendo

usufruido para exames de lesdes intracranianas (Aime, 2002).

0} (0 O 40
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Gd-DTPA (Gadopentato)

Figura 6: Agente de contraste a base de gadolinio

1.2. Resisténcia bacteriana

Segundo a Organizac¢do Mundial da Saude (OMS), cerca de 25% das mortes
ocorridas no mundo séo resultantes de infec¢des correlacionadas a fatores como a
dificuldade em se relacionar um microrganismo a determinada patologia, a incerteza
no diagndstico e o diagnostico tardio. Esses fatores podem induzir a utilizacao
terapéutica incorreta, desnecessaria e ineficaz (WANMACHER, 2007) e contribuir
para a resisténcia dos microrganismos aos antibidticos (AMR, antimicrobial
resistance), aumentando a pressao seletiva e, também, favorecendo a adaptacéo e
a resisténcia da bactéria exposta aos farmacos e as moléculas bioativas (Santos de
Queiroz, 2004).

Segundo a OMS, a resisténcia antimicrobiana € definida como a capacidade
de um microrganismo impedir a acdo de um antimicrobiano (OMS, 2014). A AMR é
considerada um problema de satde mundial e um obstaculo para a saude publica.
Calcula-se que em média 700 mil mortes por ano sejam decorrentes da AMR
(Estrela, 2018).

De acordo com um estudo de O’Neil (2014), até 2050 a AMR causara a morte
de cerca de 10 milhdes de pessoas ao ano, superando as mortes por cancer,
tornando-se um problema de saude publica ainda maior, além de causar perda
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econdmica relacionada a diminuicdo de produtividade e ocasionando um impacto na
economia global de aproximadamente cem trilhndes de dolares.

As bactérias resistentes ou multirresistentes s&o consideradas um dos
principais agravantes das infec¢cdes hospitalares e sao de facil transmissibilidade
através de contato direto (pessoa a pessoa) ou indireto (pessoa — objeto
contaminado).

As infeccBes hospitalares ou nosocomiais sdo uma das principais causas de
mortes no mundo. Segundo o Ministério da Saude do Brasil, a taxa média nacional
de infeccdo hospitalar é de cerca de 15%, enquanto nos EUA e na Europa é de
10%, ou seja, as infec¢Bes hospitalares sdo um grave problema de saude publica
mundial (MANUAL DE MICROBIOLOGIA CLINICA, 2004). As Infeccbes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) séo descritas como condicdes
localizadas ou sistémicas resultantes da acdo de algum agente infeccioso,
ocorrendo a partir das primeiras 72 horas ap6s a admissédo do paciente ou apés a
sua alta hospitalar. (Hughes; 2008).

Entre as doencas infecciosas mais letais encontram-se a tuberculose e as
infeccbes causadas pelas bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus

(Santos et al,2016), tornando as referidas doencas, entdo, matéria desse estudo.

1.3. Tuberculose

A tuberculose (TB) € uma grave doenca do tipo infectocontagiosa e de carater
cronico que afeta a humanidade ha mais de 5000 anos. Causada pelo agente
etiologico Mycobacterium tuberculosis, € um dos patdgenos que mais causa mortes
no mundo (CAMPOS, 1999).

A infeccéo da TB ocorre por meio da inalagdo do M. tuberculosis presente nos
aerossois ou nas particulas de poeira presentes no ar. As pessoas contaminadas
transmitem o microrganismo expelindo-o no ar, por intermédio da fala, da tosse, de
espirros e de perdigotos (MIMS et al., 2004).

A TB é uma doenca que afeta cerca de 1/3 (um tergo) da populagcdo mundial,
posto que aproximadamente 10 milhdes de pessoas acabam desenvolvendo a
doenca (WHO, 2018). Estima-se que em 2018 cerca de 10 milhdes de pessoas
desenvolveram a TB no mundo e que 1,5 milhdo de pessoas vieram ao Obito em
decorréncia da mesma (BRASIL, 2020).



Segundo o ranking da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o Brasil ocupa
a 202 posicdo quanto a casos da doenca e a 192 posicao referente a coinfeccéo
tuberculose/HIV (REZENDE et al., 2020). No Brasil, a incidéncia da TB no ano de
2019 foi de 73.864 novos casos, ou seja, uma incidéncia média de 35 casos para
cada 100 mil habitantes conforme Figura 7 (BRASIL, 2020).

Casos por 100 mil hab.

[J10-30
8 31 - 50

Em51-75 500 1000 km

Figura 7: Incidéncia da TB no ano de 2019. Fonte : Brasil(2020)

Em 2018, o niumero de ébitos ocorridos no Brasil foi de 4.490 entre homens,
mulheres e criancas (REZENDE et al., 2020), correspondendo a uma taxa de
mortalidade de aproximadamente 2,2 Obitos para cada 100 mil habitantes, sendo
que alguns estados da Federacdo tiveram um indice maior do que o nacional,
conforme Figura 8 (BRASIL, 2020).



Obitos por 100 mil hab.
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Figura 8: Numero de 6bitos para cada 100mil habitantes. Fonte : Brasil(2020)

1.3.1. Principais farmacos no tratamento da TB

O maior marco histérico no tratamento das infeccées bacterianas se deu com
a descoberta da penicilina pelo médico alemao Alexander Fleming em 1928
(GUIMARAES et al., 2010). Entretanto, essa grande descoberta no tratamento de
doencas bacterianas mostrou-se ineficaz para a TB. Somente em 1944, ou seja, 15
anos apos a descoberta da penicilina, é que Waksman descobriu a estreptomicina,
substancia produzida pela bactéria Streptomyces griséus, que foi o primeiro
antibiético eficaz com capacidade de atuar contra o M. tuberculosis (SOUZA,;
VASCONCELOS, 2005).

Em 1945, Ernst Huant relatou uma descoberta feita por acaso ao testar o uso
da nicotinamida em pacientes com cancer na tentativa de diminuir os efeitos e
proteger as mucosas dos pacientes expostos a radiacdo ionizante (VILCHEZE;
JACOBS, 2019). Ele observou que os pacientes contaminados com M. tuberculosis
tiveram as lesbes e os infiltrados pulmonares reduzidos (MURRAY, 2003). Tal
descoberta levou o médico Frances Vital Chorine a testar a nicotinamida em cobaias
infectadas com o bacilo da TB, o que permitiu comprovar sua eficiéncia na
interrupc&o da progresséo da doenca (VILCHEZE; JACOBS, 2019).
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Em 1952, Herbert Fox e Hoffmann estudavam compostos semelhantes a
niacina que apresentavam atividade contra a TB, resultando na descoberta da
isoniazida (INH) (VILCHEZE; JACOBS, 2019). Ap6s a descoberta da isoniazida,
novos farmacos foram descobertos e utilizados com sucesso, como a rifampicina
(RPM) em 1965, o etambutol (EMB) sintetizado em 1960 e a pirazinamida (PZA)
sintetizada em 1936, porém somente empregada em 1970 (SOUZA;
VASCONCELOQOS, 2005).

A isoniazida é um pro-farmaco que possui a capacidade de adentrar no M.
tuberculosis (VILCHEZE, 2020) e também nos macrofagos, sendo, assim, uma
droga utilizada tanto contra a TB ativa quanto contra a TB latente (ILTB)
(MASSABNI; BONINI, 2019). Ela atua inibindo a sintese de lipideos essenciais para
a formacdo da parede celular do microrganismo, além de gerar um estresse
oxidativo que acarreta danos as proteinas e ao DNA da célula bacteriana (TIMMINS;
DERETIC, 2006).

O etambutol, descoberto em 1961, atua inibindo a sintese de alguns
metabdlicos do bacilo (SOUZA; VASCONCELOS, 2005). Ele possui acao
bacteriostatica e seus mecanismos ainda ndo sdo totalmente claros, entretanto,
parece que atuam na sintese de um ou mais metabdlitos, causando danos ao
metabolismo celular, interrupcéo da multiplicacao, morte celular
(TUBERCULOSTATICO, 2006), inibicdo da transferéncia do acido micético para a
parede celular e inibicdo da sintese da arabinogalactana (VILCHEZE, 2020).

A rifampicina € um farmaco semissintético derivado da rifamicina B que
possui atividade bactericida de amplo espectro sobre a maioria dos microrganismos
Gram-positivos e Gram-negativos (TUBERCULOSTATICO, 2006). Ela atua inibindo
a transcricdo e a sintese de RNA-polimerase-DNA-dependente (DDRP) e da sintese
de proteinas do bacilo (ARBEX et al., 2010).

A pirazinamida foi sintetizada pela primeira vez em 1936, porém so foi
empregada no tratamento da TB a partir de 1952. Ela é um derivado do acido
nicotinico que apresenta uma estrutura analoga a da isoniazida (ARBEX et al.,
2010). E considerada um pré-farmaco, uma vez que se converte em PZA por meio
de uma enzima bacteriana dependente de ferro chamada pirazinamidase (PZAse)
(SILVA LIMA et al., 2011). Seu mecanismo de acao ainda € pouco conhecido, porém
parece atuar causando a inativacdo de enzimas e prejudicando a biossintese do

acido micotico (ARBEX et al., 2010).
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A linha do tempo da descoberta de farmacos contra a TB € apresentada na
Figura 9 a sequir.

Penicilina Isoniazida Rifampicina

Estreptomicina Embutamol Pirazinamida

Figura 9: Cronologia dos Farmacos da Tuberculose. Fonte: Préprio autor.

1.4. Ligantes

1.4.1. Isoniazida

A INH possui uma estrutura relativamente simples formada por um grupo
hidrazida e por um anel de piridina. E considerada um pré-farmaco que precisa ser
ativado mediante uma reacdo de oxidacdo pela acdo da enzima KatG do M.
tuberculosis. A oxidagdo da INH produz um intermediario ativo formando o radical
isonicotinal. Esse radical, por sua vez, se liga covalentemente ao cofator NADH
formando um metabdlico ativo denominado INH-NAD (RAWAT, WHITTY; TONGE,
2003). O processo de oxidagdo também produz espécies reativas de oxigénio e
radicais organicos que atuam na inibicdo da sintese do acido micotico da parede do
bacilo (ANDRADA et al., 2008).

O metabdlito ativo INH-NAD atua como um inibidor do tipo competitivo lento e
forte da InhA, enzima que codifica a enoil-ACP redutase envolvida na biossintese de

acidos graxos de cadeia longa, incluindo os acidos micoticos encontrados na parede
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celular de micobactérias (RAWAT et al.,, 2003). A Figura 10 mostra a estrutura
molecular da INH.

\!

Figura 10: Estrutura molecular da isoniazida.

1.4.2. Acido succinico

O acido succinico, também conhecido como &cido butanodioico, acido 1,2-
etanodicarboxilico ou acido ambar, pertence a classe dos compostos organicos
conhecidos como &cidos dicarboxilicos, ou seja, que apresentam dois grupos
carboxilicos. E obtido como produto principal da fermentacédo anaerdbica realizada
por alguns tipos de microrganismos ou como um intermediario dos &cidos
tricarboxilicos (TCA) (LEE et al., 2000).

O acido succinico foi encontrado pela primeira vez no século XIX em uma
resina de ambar presente em um féssil de arvore e seu nome deriva da palavra
succinum, do latim, que significa ambar (ZEIKUS et al., 1999). Sua fSua férmula
molecular é C4HgO4, possui massa molecular de 118,02 g mol™ e sua estrutura
quimica esta representada na Figura 11. Apresenta-se, normalmente, como um po
branco e inodoro, possui temperatura de fuséo entre 185 e 188 C, ponto de ebulicdo
de 235°C e solubilidade de 83,2 mg mL™ a 25 °C (PUBCHEM).

O

| oH
HO/\/Y
0]

Figura 11: Estrutura molecular do acido succinico.

O &cido succinico possui diversas aplica¢des na industria quimica, alimenticia

e farmacéutica. Na indastria quimica é utilizado para a producdo de solventes
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biodegradaveis, detergentes, sintese de biopolimeros e em resinas sintéticas
(WILKE et al.,, 2004). Na industria farmacéutica € empregado na fabricacdo de
farmacos para o tratamento do cancer, artrite, inflamacdes, espasmos; na fabricacéo
de pilulas anticoncepcionais, tranquilizantes e antibioticos (ZEIKUS, 1999). Por fim,
na industria alimenticia é utilizado como real¢cador de sabor em alimentos ou para
ajustar o PH dos mesmos, podendo, ainda, substituir o glutamato monossédico
(CAROLE et al., 2004).

1.5. Metais

1.5.1. Prata

A atividade antimicrobiana da prata jA& € conhecida ha muito tempo
(CLEMENT; JARRETT, 1994). Relatos mostram que Alexandre, o Grande (356-323
d.C.) bebia agua exclusivamente em tacas de prata. Herdédoto descreveu que
nenhum rei persa bebia agua que nado fosse armazenada em jarros de prata
(SILVER et al., 2006). H4, ainda, registros dos povos gregos, romanos, fenicios e
egipcios que mostram a utilizacdo desse metal para a preservacao de agua e
comida (ALEXANDER; WESLEY, 2009).

J& se sabe que a prata ao penetrar na célula bacteriana pode interagir com
varias estruturas celulares (Figura 12) (RUSSELL; HUGO, 1994). Os ions de prata
reagem com o peptidoglicano da parede celular bacteriana, podendo formar poros e
lesionar a estrutura (SIM et al., 2018), além de proporcionar aa inibicdo das funcbes
relacionadas ao transporte através da parede celular (MCDONNELL, 1999). Os ions
de Ag também atuam na interagdo com os acidos nucleicos do DNA, interrompendo
o ciclo celular (WOO et al.,, 2008), podendo também interagir com as proteinas
microbianas e levar a uma perturbacdo em nivel metabdlico da célula (MAILLARD;
HARTEMANN, 2013).
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Figura 12: Mecanismo de acédo da prata contra microrganismos. Fonte: os autores
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2. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo principal apresentar a sintese e a
caracterizacdo de novos complexos metalicos e avaliar a atividade biolégica contra
bactérias Gram positivas e Gram negativas de complexos metalicos com &cidos alfa-
hidroxicarboxilicos e outros ligantes selecionados.

Os obijetivos especificos sao:

. Sintese de novos complexos metalicos com &cidos alfa-
hidroxicarboxilicos e outros ligantes selecionados;

o Caracterizacdo dos complexos metélicos fazendo wuso de
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, andlise elementar, técnica
termogravimétricas , DFT , espectroscopia por ressonancia magnética e outras;

o Estudos da atividade biolégica dos complexos contra microrganismos
Gram-positivos e Gram-negativos in Vvitro;

. Estudo da atividade biolégica dos complexos contra microrganismos M.

tuberculosis in vitro.
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3. EXPERIMENTOS

3.1. Sinteses dos complexos metalicos

3.1.1. Complexo de isoniazida com prata — [Ag(inh)]NO3

Para a sintese do complexo de Ag com inh foram utilizados 10 mL de uma
solucdo aquosa contendo 0,850g (5,0 mmol) de nitrato de prata que foram
adicionados a 10 mL de uma solucdo aquosa com 0,685g (5,0 mmol) de inh sob
agitacdo constante, a 50°C e na auséncia de luz. Inicialmente, ocorreu a
precipitacdo de um soélido branco e depois a formacdo de um precipitado
avermelhado. O sélido foi filtrado e seco em um dessecador com P4010 em uma
sala escura. Os resultados da analise elementar permitiram propor a composicao
[Ag(inh)][NO3; — formula molecular [Ag(CeH;N30)]:NO3z para o composto formado
(calc. C=23,5; H=2,3; N=18,3; exp. C=22,8; H=1,73; N=18,8).

3.1.2. Complexo de acido succinico com prata — [Agz(succ)]

Para a sintese do complexo de &cido succinico com prata foi preparada uma
solucéo aquosa com 3,0 mmol de acido succinico e o pH foi ajustado em 7,0 com
KOH. Em seguida, foram adicionados 20 mL de solugdo aquosa com 6,0 mmol de
nitrato de prata. A mistura foi mantida em agitacéo constante a 50°C na auséncia de
luz por 5 minutos. Durante o aguecimento ocorreu a formacdo de um precipitado
branco que foi filtrado e seco em dessecador com P4O;9 e guardado em local
protegido contra luz. Os resultados de andlise elementar permitiram sugerir a
composicao [Agz(succ)] — formula molecular [Ag2(C4HsO4)] para o complexo (calc.:
C=14,5; H=1,22; exp. C=14,6; H=1,01; N=0,90).

3.2. Testes bhioldgicos

3.2.1. Teste de inibicdo de crescimento bacteriano dos complexos de

prata

Os ensaios de inibicdo do crescimento bacteriano por difusdo em disco se

baseiam na capacidade do composto, inicialmente impregnado nos discos, de se
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difundir pelo meio de cultura, sendo possivel avaliar a sua atividade ou n&o atividade
contra 0 microrganismo. Os ensaios de inibicdo de crescimento bacteriano dos
complexos metélicos e dos ligantes livres foram realizados de acordo com o método
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Foram utilizadas as cepas
bacterianas do tipo ATCC (American type culture collection) devido a sua
padronizacao em relacao ao seu fenotipo bioquimico.

As cepas das bactérias Gram-negativas (E. coli ATCC 25922) e Gram-
positivas (S. aureus ATCC 25923) foram inoculadas em tubos contendo 2,0 mL de
BHI estéril e incubadas por 18 horas a temperatura de 35-37 C. A partir desses
cultivos, as suspensdes foram preparadas na escala nefelométrica 0,5 de McFarland
(1,5 x 108UFC/mL) e semeadas em placas de Petri contendo Agar Mueller-Hinton.

Discos de papel de filtro estéreis (Whatman 3 — 10 mm de diametro) foram
impregnados com 1000ug dos complexos metélicos [Ag(inh)]NOs, [Agz(succ)], e com
os ligantes bioativos na forma livre. Apos secagem em estufa ventilada a 37°C, os
discos foram depositados sobre a superficie da placa com agar contendo os
microrganismos jA semeados. As placas foram incubadas por 18-24 horas a 37°C
em estufa bacteriologica. A atividade antimicrobiana dos compostos foi analisada
mediante presenca ou auséncia de halo de inibicdo de crescimento (em mm). Os
testes foram realizados em triplicata.

3.2.2. Testes microbioldgicos (uMIC) para determinacédo da atividade

antimicobacteriana dos complexos de prata

Para determinar a concentragdo inibitoria minima (CIM) dos complexos
contra a cepa padrdo de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, foi empregado o
ensaio Resazurin Microtiter Assay (REMA). As solucbes estoque dos complexos
foram diluidas em caldo Middlebrook 7H9 suplementado com OADC e 0,5% de
glicerol. As diluicbes, com faixas de concentracdo variando de 0,09 a 25 pg/mL,
foram adicionadas a uma microplaca de 96 poc¢os juntamente com o indculo
bacteriano com 105 CFU mL™. As placas foram incubadas por 7 dias a 37°C, 5,0%
de atmosfera de CO?. No sétimo dia de ensaio foi adicionada em cada poco uma
solucédo de Resazurina na concentracédo 0,01% e ocorreu a incubacgao por 24 horas.

A leitura da fluorescéncia foi realizada em 530/590 nm. A concentracdo inibitéria
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minima foi realizada em triplicatas. O MIC90 foi definido como a menor concentracéo

de composto capaz de inibir 2 90% do crescimento micobacteriano.

3.2.3 - Teste da concentracao inibitéria minima (MIC)

Para a determinagcdo da concentracao inibitéria minima (MIC) do complexo
Ag-succinico e do seu ligante foram utilizadas cepas bacterianas ATCC de S. aureus
ATCC 25923 (Gram-positivo), B. cereus ATCC 14579 (Gram-positivo), E. coli ATCC
25922 (Gram-negativo) e P. aeruginosa ATCC 27853 (Gram-negativo), conforme
descrito em CLSI 2016 ( CLSI,2016) (Lustri et al., 2017).

Cada isolado ATCC foi inoculado em tubos contendo 10,0mL de BHI (Brain
Heart Infusion KASVI) e incubada por 18 horas a 35-37° C. Apds o crescimento
bacteriano, foram realizados in6culos de cada suspensdo bacteriana em meio BHI
estéril até atingir 1,0 de turbidez na escala nefelométrica de McFarland (~ 3,0x108
UFC / mL-1). Ao primeiro po¢o da microplaca de 96 pocos, utilizado como controle
de crescimento, foram adicionados 50 pyL de meio BHI estéril, 50 pL de solucéo
DMSO aquosa 20% e 100 pL de suspensdes bacterianas na escala 1,0 de
McFarland.

No segundo pocgo, foi adicionado um volume de 50uL da solugéo estoque
(20 mg / mL) do ligante livre e [Ag2 (C4H404)] suspenso em solucdo aquosa de
DMSO a 20% mais a adicdo de 50 pL de meio BHI estéril e em seguida foram
realizadas as diluicdes em série (5,0 mg / mL a 0,078 mg / mL). Apés a diluicdo
foram adicionadas em cada poco 100 pL das suspensdes de microrganismos, na
escala McFarland 1,0, atingindo turbidez 0,5 McFarland (~ 1,5x108 UFC / mL), em
um volume final de 200uL / poco.

As microplacas foram incubadas a 35-37° C por 18 horas em camara umida
sob agitacdo a 150 rpm. Apds o periodo de incubagao, 15 uL de Resazurina 0,02%
em solugdo aquosa esteéril foram adicionados a cada pogo. Apos 3 horas de
reincubacdo a leitura foi realizada. Quando as células bacterianas encontram-se
ativas, elas acabam convertendo a Resazurina “azul” em resorufina “rosa”. Para a
determinacao do MIC foi considerada a menor concentracédo que resultou na inibicéo
do crescimento bacteriano. Os testes foram realizados em triplicata.

Devido a pandemia do Covid-19 néo foi possivel a realizacdo do MIC do complexo
de isoniazida com prata.
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3.3. Célculos tedéricos por DFT para determinar a melhor conformacéao da

molécula

A técnica de DFT (Density Functional Theory) foi usada para estudar a melhor
conformacao espacial para o ligante e o complexo de prata. Os estudos foram
realizados pelo Prof. Douglas Henrique Pereira, da Universidade Federal do
Tocantins, incluindo-se as discussdes relacionadas as estruturas.

As estruturas possiveis de isoniazida e do complexo Ag-inh [Ag
(C6H7N30O)]NO3; foram otimizadas para o minimo de energia utilizando-se o hibrido
funcional B3LYP (Becke, 1993) (Ditchfield et al., 1971). Os conjuntos de bases 6-31
+ G (d, p) (Hariharan & Pople, 1973) foram usados para &tomos C, H, N e O. Para o
atomo de Ag o conjunto de base potencial de nucleo efetivo LANL2DZ32 foi usado.
As frequéncias vibracionais foram calculadas, e nenhuma frequéncia imaginaria foi
encontrada, mostrando que as estruturas estavam em sua energia minima. Todos 0s
calculos foram realizados no software Gaussian 0933. As analises topologicas dos
complexos foram realizadas utilizando a teoria quéntica de 4&tomos em moléculas
(QTAIM) (Bader, 1994) (Ribeiro,2019) no nivel B3LYP / 6-31 + G (d, p) / LANL2DZ.
O QTAIM permite caracterizar a ligacdo quimica do metal com o ligante e também
entender a natureza da ligacdo. As andlises QTAIM foram realizadas usando o
pacote AIMALL( Keith, 2017)

3.4. Métodos instrumentais

As andlises elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram
realizadas usando um analisador CHNS-O 2400 série Il (Perkin Elmer). Os espectros
de infravermelho (IR) foram registrados em um espectrofotémetro FT-IR Cary 630
Agilent, equipado com aparelho de amostragem de refletancia total atenuada (ATR).
A resolucdo foi fixada em 4 cm™. A andlise térmica foi realizada em um
Thermoanalyzer TG / DTA SDT Q-600 TA Instrumentos simultdneos sob as
seguintes condi¢des: cadinho de a-alumina, ar sintético (100 mL / min), taxa de
aguecimento de 10° C por min, de 30 a 1000° C. Espectros de ressonancia
magnética nuclear (NMR) de estado de solucdo de 1H e 13C para inh livre e seu
complexo de prata foram registrados em espectrometros Bruker AVANCE Il 400 e
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500 MHz. Os espectros de NMR foram adquiridos em solucdes de sulféxido de
dimetil deuterado (DMSO-d6) e os desvios quimicos foram dados em relagdo ao
tetrametilsilano (TMS).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacdo quimica dos complexos:

4.1.1. Complexo de isoniazida com prata

4.1.1.a. Andlise elementar

As andlises elementares para a determinag¢do das porcentagens de carbono,
hidrogénio e nitrogénio, em conjunto com os dados da porcentagem de residuo da
curva termogravimétrica, foram de fundamental importancia para a determinacdo da
estequiometria dos complexos metélicos. As analises dos resultados permitem obter
a proporcao entre metal e ligante (Tabela 1).

Tabela 1- Valores das porcentagens de ¢, H e N obtidos para o complexo de isoniazida com prata

%C %H %N % residuo Ag
Pela curva TG
Complexo
Calc. Exp. Cailc. Exp. Calc. Exp. Caic. Exp.
Nome:
[Ag(inh)]-NO,
Formula molecular: 228 | 235 1,73 2,30 18,8 18,3 35 38
[Ag(CsH;N;0)]-NO,

Fonte: os autores

4.1.1.b. Andlise termogravimétrica

A curva termogravimétrica do [Ag(inh)]NO3; mostra trés perdas de massa
bem definidas com platds ao longo da curva. A primeira perda de cerca de 38%
ocorre na faixa de 140-200°C. As outras duas perdas de massa ocorrem nas faixas
de 200-280 e de 320-360°C, que correspondem a decomposi¢cdo do ligante e do
anion NO3". A curva mostra uma perda de massa de cerca de 62%, com um residuo
final de 38%, condizente com a formacao final de Ag®. Em trabalhos ja realizados no
grupo de pesquisa, (Cavicchioli et al., 2010) (Cavicchioli et al., 2007) foram feitas
andlises térmicas de dois outros complexos de prata(l) utilizando ar sintético nos

quais os residuos da decomposicédo foram analisados por difratometria de raios—X.
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Em ambos os casos o residuo final foi Ag°.

A andlise por calorimetria de varredura diferencial (DSC, do inglés differential
scanning calorimetry) do complexo Ag-inh indica eventos exotérmicos com seus
picos maximos em 190, 275 e 348 °C, que correspondem a decomposicao do ligante

e formacao de residuo de prata metalica (Ag®).(Figura 13 e Figura 14).
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Figura 13: Curva termogravimétrica (TG and DTG) do complexo [Ag(inh)NO3], nas seguintes condic¢des:
ar sintético 100ml/min, taxa de aquecimento de 10°C/min, de 30 a 1000°C. Fonte os autores.
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Figura 14: Curva da analise de DSC (Calorimetria Exploratéria Diferencial) para o complexo [Ag(inh)NOs3].

Fonte: os autores

4.1.1.c. Espectroscopia no infravermelho
Os espectros de infravermelho (IV) da isoniazida e do seu complexo de prata
sdo apresentados na Figura 15 e as principais frequéncias de IV na regiao 3500-

600 cm™ sdo mostradas na Tabela 2.

24



\ A
1138| L] 741
I 88)
O NH 1660// 1410} 1220
NHz 1351
1544 o5z |

=
——

670

)
754
\ 10231 704
1673 \1222 855
135
N\1289
3000 3500 3000 1500 1000

Wavenumber (cm'l)

Figura 15: Espectros naregido do infravermelho para a isoniazida e o complexo [Ag(inh)NOg]. Fontes: os

autores
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Tabela 2 - Valores dos comprimidos de onda e respectivas atribui¢cdes das bandas dos espectros IV da

isoniazida e Ag-isoniazida

Isoniazida (inh) Ag-isoniazida Segmentos vibracionais
(Ag-INN)NO,.
670 704 T (C-C-C)+ 1t (C-N-C-C)
741 754 v (C-C-C)+ y (C-C-H)
844 855 v (C-C-H)
885 900 T (C-N-C),,
993 1023 v (C-C-H)
1062 1064 B (C-N-C) + B (C-C-H)
1138 1148 B (C-C-H)
1289 vMNO;
1321,3 1351 1 B (O=C-N)+ B (C-C-H)
1410 1421.9 B (C-N-H)
1490 1490 v (C-C)
1544.9 1522.6 v (C=0)
1630 1615 S (NH3)
1660 1673 v(C=0)
3000-3100 3000-3100 v (C-H)
3166 3164 v (NH)
3303 3223 v (NHz)

Fonte: os autores.

Mudancas significativas nas bandas do complexo em comparacdo com o0
ligante indicam que houve coordenacdo. A banda relacionada ao NH, em 1630 cm™
foi deslocada para 1615 cm™ no complexo e a banda relacionada a C=0 em 1544
cm™ foi deslocada para 1522 cm™ no complexo. Essas mudancas indicam uma
possivel coordenacdo do metal ao ligante por meio do oxigénio do grupo C=0 e do
nitrogénio do grupo NH,. Uma banda em 1289 cm™ atribuida ao grupo NOs3
apareceu no espectro do complexo, confirmando sua presenca na composic¢ao.

Com relagcdo as bandas v (C-N) amida e v (N-N), foi observado um
comportamento semelhante ao complexo de cobre com isoniazida descrito por Poggi
et al. (2004), dado que que a coordenacéo provoca um deslocamento das bandas da
amida. Uma possivel explicacdo para esse comportamento seria que a coordenacéo
pelo grupo C=0 enfraquecer a ligacdo C-O e, consequentemente, reforcar a ligacao
N-H, deslocando a banda da amida (C-N) para uma frequéncia maior.

Mudancgas significativas nas bandas do complexo com relacdo ao ligante
indicam coordenacdo da isoniazida ao metal. Além disso, a presenca de bandas

intensas de NO3 confirma a presenca desse anion na composi¢cédo do complexo.
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4.1.1.d. DFT — Teoria fundamental da densidade

Devido a auséncia de cristais do complexo Ag-inh para realizar um estudo
cristalografico detalhado de raios-X e considerando 0s possiveis sitios de
coordenacao de inh a Ag sugeridos por medidas espectroscopicas de IR e NMR,
estudos DFT foram realizados para avaliar algumas possibilidades de complexag&o.

Tais possibilidades avaliadas foram calculadas de acordo com a Figura 16

a)

_NH

Ag

NO;

NO3

c)

Ag

NH

NO;

d)

Ox._ _NH

Ag

“NH,

NO,

( " NH,

Figura 16- DFT- complexo Isoniazidacom prata

Analisando os resultados teodricos de quatro possiveis sitios de complexacao
€ possivel inferir que a estrutura mais estavel € aquela na qual a coordenacao do
ligante ao &tomo de Ag ocorre pelo &tomo N do grupo NH; e o &tomo de oxigénio do
grupo C = O (Figura 16d). A coordenacdo do ligante ao atomo de Ag apenas pelo
nitrogénio do grupo NH, (Figura 16a), € a segunda estrutura mais estavel. A
diferenca na estabilidade entre os complexos metalicos (Figura 16d e 16a) é
pequena e da ordem de 1,3 kcal mol™. Por outro lado, a estrutura proposta na Figura
16b, onde a coordenacéao foi sugerida para ocorrer pelos grupos NH e NH,, mostra
que apoés a otimizacdo da geometria a estrutura converge para a primeira hipétese
(Figura 16a). Por fim, analisando a complexagdo pelo grupo NH (Fig. 16c), é
possivel identificar que a interacdo ocorre, mas esta € menos estavel porque existe
um impedimento estérico para a coordenacédo do ligante a prata pelo grupo NH. A
diferenca de estabilidade do complexo (Figura 16c) em relacdo ao complexo mais
estavel é de 11,16 kcal mol-1 e em relagdo ao complexo representado na Figura 16a
a diferenca é de 9,86 kcal mol™.

Apés determinar a estrutura mais estavel, é possivel analisar as
propriedades do complexo como os comprimentos de ligacdo ideais N-Ag e O - Ag

que foram 2,60 e 2,30 A, respectivamente. O modo de coordenacéo de inh a Ag (I) é
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0 mesmo observado para o complexo Cu (Il) com este ligante relatado anteriormente
(Hanson et al., 1981)

Outra propriedade estrutural que pode ser analisada para ligacdes de
coordenacdo sado as frequéncias vibracionais. Os valores das frequéncias
vibracionais wNH2 e v (C = O) determinadas teoricamente para o ligante foram 1707
e 1740 cm-1, respectivamente. As frequéncias vibracionais das ligagcdes diminuem
com a coordenacédo e os valores encontrados foram 1679 cm-1 para WNH2 e 1722
cm-1 para v (C = O). E importante ressaltar que nenhum fator de escala foi utilizado
para corrigir o erro associado ao meétodo de calculo, o que justifica a diferenca em
relacdo aos dados experimentais.

O QTAIM foi usado para entender melhor os efeitos eletrénicos do complexo
Ag-inh. Na analise QTAIM, a natureza da ligacdo ou interacdo pode ser descrita por
alguns parametros, tais como densidade eletrénica (p (r)), Laplaciano de densidade
eletrbnica (V2p (r)) e energia eletronica total (H (r)) (H (r) = G (r) + V (r)). De acordo
com QTAIM, os valores de V2p (r) <0 indicam ligagbes covalentes e V2p (r)> 0
indicam ligacfes ndo covalentes. Quando os valores de V2p (r) e H (r) sdo positivos
a natureza da interacdo ou ligacdo é eletrostatica, para V2p (r) positivo e H (r)
negativo a ligacéo é considerada parcialmente covalente 34,35.

Os resultados da andlise QTAIM para as ligacdes Ag-N e Ag-O séo
mostrados na Figura 17, juntamente com o grafico molecular do complexo. Os
valores de V2p (r) sdo positivos e H (r) € negativo para a ligagdo Ag-O, mostrando
que a ligacdo tem caréater parcialmente covalente. Para o Ag-N os valores de V2p (r)

e H (r) séo positivos, mostrando que a ligacdo tem carater eletrostatico.
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Bond Critical Point

1) O-Ag

p(r) =0.049156
V2p(r) =0.251837
H(r) = -0,000489

2) N-Ag

p(r) =0.030983
V2p(r) =0.125228
H(r) = 0.000546

Figura 17: DFT

4.1.1.e. RMN — Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN de *H e *C do complexo de prata foram avaliados em
comparacao com os espectros do ligante isoniazida na forma livre para confirmar os
locais de coordenacao do ligante ao metal, conforme sugerido pelos dados de IR.

Os espectros de *H NMR de inh e seu complexo de Ag estdo apresentados
na

Figura 18, juntamente com a estrutura de ligante numerada. A mudanca mais
notavel no espectro do complexo metalico quando comparado ao espectro do ligante
€ o sinal dos atomos de hidrogénio do grupo NH; (numerados como H7). O espectro
do ligante mostra um sinal agudo a 4,64 ppm para os atomos H do grupo NH,. Apos
a coordenacgdo, os mesmos atomos de H sdo detectados como um sinal amplo
desviado para baixo, com seu maximo em 5,59 ppm (Ad 0,95). Além disso, o atomo
de H do grupo N-H (H6) ligado ao NH, também € desviado para baixo em 0,31 ppm,
o que reforga a coordenacédo do grupo NH2 de inh a Ag (1).
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Figura 18: Espectro de 1H NMR de (a) isoniazida e (b) complexo de prata.

A anélise dos espectros de **C NMR de inh e seu complexo de prata (

Figura 19) ndo nos permitiu confirmar a coordenacgéo do ligante a prata pelo
atomo O do grupo carbonila, conforme sugerido pela primeira vez pelos dados de IR.
N&o foram detectados desvios isoméricos significativos ao comparar o sinal do
atomo C do grupo carbonila no ligante a 163,88 ppm com o mesmo atomo C do
complexo que foi observado a 164,05 ppm. Aléem disso, a auséncia de mudancas
significativas nos sinais dos atomos de carbono C2,2 "', C3,3"' ou C4 (

Figura 19) nos levou a descartar a coordenacao N do anel piridina de inh

para Ag.
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Figura 19: Espectro de 13C NMR de (a) isoniazida e (b) complexo de prata.

No entanto, considerando que os dados espectroscépicos de infravermelho
sugeriram nitrogénio do grupo NH, e também coordenacao de oxigénio do grupo C =
O a prata e que este modo de coordenacao ja foi observado para um complexo Cu
(I com inh, novos estudos baseados em DFT (veja a proxima secdo) foram
aplicados para avaliar se esse modo de coordenacéo bidentado de fato existiria e se

seria 0 mais estavel.

4.1.2. Complexo de acido succinico com prata

4.1.2.a. Analise elementar
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As analises elementares para a determinacdo das porcentagens de carbono,

hidrogénio e nitrogénio, em conjunto com os dados da porcentagem de residuo da

curva termogravimeétrica foram de fundamental importancia para a determinacdo da

estequiometria dos complexos metalicos. As analises dos resultados permitem obter

a proporcao entre metal e ligante (Tabela 3)

Tabela 3 - Valores das porcentagens de C,H e N obtidos para o complexo de &cido succinico com prata

%C %H %N % residuo Ag
Pela curva TG
Complexo
Calc. [Exp. |cac. [Exp. |cCalc. [Exp. |[Calc. [Exp.
Nome:
[Aga(suc)]
Formula molecular: 14,59 | 14,48 | 1,01 1,22 | 0.99 0 35 38
[Ag(C4H:0,)]

Fonte: os autores

4.1.2.b. Analise termogravimétrica

A curva termogravimétrica de [Agz(suc)] mostra uma perda de massa bem

definida com platdés ao longo da curva. A perda de cerca de 34% ocorre em 290°C e

também corresponde a uma perda de massa. A curva mostra uma perda de massa

com um residuo final de 64,6% condizente com a formacéo final de Ag°.

A andlise de DSC do complexo Ag(suc) indica um do evento exotérmico em

304°C que corresponde a decomposicéo do ligante (Figura 20 e Figura 21).
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Figura 20: Curvatermogravimétrica (TG and DTG) do complexo [Agz(suc)], nas seguintes condigoes: ar
sintético 100ml/min, taxa de aquecimento de 10°C/min, de 30 a 1000°C. Fonte: os autores
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Figura 21: Curvada anélise de DSC (Calorimetria Exploratdria Diferencial) para o complexo [Agz(suc)]

4.1.2.c. Espectroscopia Infravermelho

Mudancgas significativas nas bandas do complexo em comparagdo com o
ligante e o sal de potassio do ligante indicam a coordenacdo do metal ao acido

succinico através do grupo carboxilato. Os espectros do acido succinico mostram
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uma banda O-H na faixa de 3300-2500 cm™. O &cido carboxilico mostra um padrédo
de absorcdo com sobreposicdes na regido de 3300-2500 cm™, com a banda larga
O-H e bandas de alongamento C—H acentuadas. A razdo pela qual a banda de
estiramento O-H dos acidos carboxilicos € tdo ampla € porque os &acidos
carboxilicos geralmente existem como dimeros ligados por hidrogénio. Essa banda
desaparece quando o sal de potdssio ou o complexo de prata é formado. Além
disso, o &cido succinico tem 0 C=0 em 1675 cm™, a curva O—-H em 1408 e 890 cm™
e o trecho C-O em 1304 cm™.

Para o succinato de K*, os ions COO™ geram fortes vibragdes de alongamento
assimétrico (vCOas) em 1559 cm™ e uma fraca vibracéo de alongamento simétrico
(vCOsym) em 1392 cm™. Essas bandas est&o localizadas em 1507 cm™ (vCOgs) € em
1385 cm™ (vCOsym) No complexo de succinato de prata. A diferenga entre vCO,s €
vCOsym (Av) depende do tipo de coordenacao entre o metal e o carboxilato. O grupo
carboxilato mantém a simetria C, ao coordenar como um grupo em ponte ou
bidentado. O a&omo do metal estd igualmente associado aos dois atomos de
oxigénio no sal de succinato. A diferenca Av entre as frequéncias de alongamento
assimétrico e simétrico COO™ no sal de carboxilato e no complexo é 167 e 122 cm™,
respectivamente, sugerindo uma coordenacao bidentada de cada grupo carboxilato

para os dois ions Ag (Figura 22).
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Figura 22: Espectros naregido do infravermelho para o 4cido succinato, succinato de patassio e do
complexo [Agz(suc)]. Fonte: os autores.

4.1.2.d. DFT — Teoria

O acido succinico e o [Agz(succ)] foram teoricamente estudados e seus
parametros estruturais apdés complexacdo e seus orbitais moleculares de fronteira

(FMO) foram determinados. Os parametros estruturais calculados foram os
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comprimentos de ligagéo para o metal e o oxigénio (O- Ag) conforme se verifica na
figura 23.

Figura 23: DFT- complexo acido succinico com prata

Ao analisar os resultados € possivel observar que cada grupo carboxilato do
succinato coordena um atomo de prata pelos dois oxigénios em modo bidentado e
0s comprimentos de ligacdo O-Ag teoricamente determinados estavam na faixa de
2,325 A a 2,338 A. E importante notar que para a otimiza¢do o atomo de Ag foi
colocado préximo ao oxigénio e nenhuma frequéncia imaginaria foi identificada apo6s
a otimizacdo, mostrando que a estrutura determinada na Figura 5 estava com
energia minima. Os valores teoricamente determinados para a ligacdo O-Ag séo
semelhantes aos dados de cristal encontrados na literatura para um complexo de
prata com ligantes misto 2-aminobenzonitrila e 4cido 4-metilbenzéico, onde o grupo

carboxilato é coordenado com prata em um modo quelato bidentado. (Sun et
al.,2012)

4.2. Teste de solubilidade

As solubilidades dos complexos foram testadas com agua, etanol e
dimetilsulfoxido. Em tubos de ensaios foram adicionados 5ml de cada respectivo
solvente e em seguida foi adicionada uma quantidade de massa dos respectivos
complexos testados até ao ponto no qual todas as solu¢des atingiram o ponto de
saturacao indicado na Figura 24. A cada vez que era adicionado mais uma porgao
de massa o tubo de ensaio era agitado no vortex por 3 minutos. Em seguida, os
tubos foram levados para a centrifugacdo a 5000rpm por 15 minutos. Apds a
centrifugacéo foram coletados os sobrenadantes de cada tubo e os mesmos foram
colocados em béqueres previamente pesados. Os béqueres foram postos para
secagem (evaporagado do sobrenadante) na estufa por 9 dias a uma temperatura de
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70° C. A seguir, os béqueres foram novamente pesados para a realizacdo dos

calculos das solubilidades de cada complexo. A solubilidade dos complexos

encontra-se na (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.).

a)

Figura 24: Saturagéo dos solventes- a) complexos de isonizada; b) complexos de acido succinico. Fonte;

0s autores.

Tabela 4 - Resultados do teste de solubilidade

H,O DMSO Etanol
[Ag(inh)NOs] | 1,6 mg/ml | 16 mg/ml | 0,4 mg/ml
{Ag(succ)] 0,07 mg/ml | 1,4 mg/ml | 0,07 mg/ml

Fonte: os autores.
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4.3 Testes bioldgicos

4.3.1. Ensaio de atividade inibitoria de crescimento bacteriano por
difuséo em discos

Os complexos de prata foram submetidos a testes de inibicdo do crescimento
de bacteriano. A Tabela 5 apresenta os perfis de sensibilidade dos microrganismos

testados contra os complexos metalicos e ligantes bioativos.

Tabela 5 - Valores dos halos de inibicdo do teste de inibicdo do crescimento bacteriano para os
complexos de prata.

Halos de inibigao em mm (+ 0.1 mm)

Amostra Complexos S. aureus E.coli
ATCC 25923 ATCC 25922
1 Inh R R
) [Ag(inh)NO4] ‘4 i
3 [Ag,(succ)] 1.4 1.2
4 SCC R R

R = Resistente.

Fonte: os autores.
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1)
2) [Ag(inh)NO,]

3) outro complexo*
4) outro complexo*
9)
6)

[Ag,(succ)]
SccC

a)

Figura 25: - a) Diagrama do pocionamento dos ligantes puros e seus complexos distribuidos na placa; b)
Halos de inibicdo da bactéria S.auros(ATCC 25923) para os ligantes e complexos; c) Halos de inibi¢cdo da
bactéria E.Coli (ATCC 25922) para os ligantes e complexo; * Sdo complexos metédlicos testados que
compartilharam a mesma placa de petri, entretanto ndo estdo incluidos nessa dissertagcdo. Fonte: os

autores

Esses resultados mostram que os complexos apresentaram atividade de

inibicdo do crescimento bacteriano quando comparados com os ligantes livres.

4.3.2. Teste da concentracdo inibitoria minima (MIC)

O complexo [Agz(succ)] apresentou atividade inibitéria contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas usadas no ensaio. O ligante livre succ e a solucao
aguosa de DMSO nao apresentaram atividades antibacterianas nas mesmas

condi¢bes experimentais. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Valores de concentragdo inibitéria minima (MIC) de AgNOs, acido succinico e [Agz(succ)]

S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa
ATCC 25923 ATCC 14579 ATCC 25922 ATCC 27853
MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC MIC
Mg-mL™ mmol-L Mg-mL™ mmol-L Mg-mL™ mmol-L Mg-mL"™ mmol-L
1 1 1 1 1 1 1 1
[Aga(succ)] <78,12  <0.23 <78,12 <0.23 <78,12  <0.23 <78,12  <0.23
Succinic
R R R
Acid R
AgNO;  <78,12 <0.45 <7812 <0.45 <78,12 <0.45 <78,12 <0.45

R = resistente. O teste t de Student foi usado para determinar a significancia estatistica para réplicas de
S. aureus, B. cereus, E. coli and P. aeruginosa Os resultados foram expressos como a média (*** p
<0,005).

Os resultados do teste MIC sugerem que a atividade antibacteriana do
[Aga(succ)] esta relacionada com a liberagdo de ions Ag® semelhante a forma que foi
descrita para o complexo sulfadiazina+Ag e para os demais complexos de prata. A
inibicdo (em mmol pL™) fornecida pelo [Ag.(succ)] foi maior do que a observada pelo
sal inicial AgNO3. Assim, conforme ja esta descrito na literatura, os ions de prata
podem se ligar a membrana celular e, consequentemente, inibir as divisées
celulares, podendo também se ligar ao DNA e RNA bacteriano e inibir a replicacao
da célula bacteriana.(Castellano et al, 2007).

O uso de complexos a base de prata promovem uma liberacdo mais lenta
dos ions Ag® quando comparados ao nitrato de prata. Essa caracteristicacausa o
aumento do efeito antibacteriano do composto. Por exemplo: 0 mecanismo de acéo
da sulfadiazina de prata para infec¢des de feridas por queimadura ja é conhecido
(Fox & Modak, 1974) e acredita-se que a eficacia da sulfadiazina de prata resulte de
suas reacdes lentas e constantes com o soro e outros fluidos corporais contendo
cloreto de sodio, possibilitando assim a liberagdo de forma lenta e sustentada de
ions de prata na regido da queimadura.

Os resultados do teste da concentracao inibitéria minima demonstram que o
complexo [Agz(succ)] apresentou uma significativa atividade inibidora do crescimento
bacteriano quando comparado a outros estudos que relatam a atividade inibitoria do
crescimento bacteriano por complexos Ag (I) com diversos ligantes como Ag (I) com
furosemida (Ag- FSE - MIC foram 0,39 mmol L-1 para cepas de bactérias Gram-
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positivas), sulfatiazol (Ag-SFT - MIC foram 3,45 mmol L-1 para bactérias Gram-
negativas e 6,90 mmol L-1 para bactérias Gram-positivas) e sulfametoxazol (Ag-SFM
- MIC foram 1,74 mmol L-1, para bactérias Gram-negativas e 13,9 mmol L-1, para
bactérias Gram-positivas) (Bormio Nunes et al., 2015). Os resultados do MIC
demonstram o potencial do complexo [Agz(succ)] como um possivel medicamento

antibacteriano no futuro.

4.3.4. Atividade antimicobacteriana dos complexos de prata

Os complexos de prata foram submetidos ao teste para determinacéo da
concentracdo inibitéria  minima com Mycobacterium tuberculosis. A Tabela 7
apresenta os respectivos valores de concentracao inibitéria minima (MICg) de cada

complexo.

Tabela 7 - Valores de concentracgdo inibitdria minima dos complexos obtidos.

Complexo MICg, (pgi/ml)
Rifampicina 0,08
Isoniazida 0,13
Ag-isoniazida 0,78
Acido succinico >25,00
Ag-succinato 23,94

Fonte: os autores.

O complexo Ag-inh foi ativo contra M. tuberculosis com MICgy de 0,78 + 0,5
pug mL™? (2,55 pmol L™). Embora o complexo de prata apresente um valor MICgo
maior que a rifampicina (0,08 + 0,02 ug mL™* ou 0,097 umol L) e a propria
isoniazida (0,13+ 0,06 pg.mL™ ou 0,948 ymol.L™}), ele é menor que outros agentes
antimicobacterianos usados em tratamentos clinicos de TB como o etambutol (MICgg
= 5,62 yg mL™ ou 27,5 pmol.L™) e o &cido p-aminosalicilico (MICg = 1,25 pg mL™*
ou 8,16 pmol.L™Y). Esta bem estabelecido que a isoniazida livre é um pré-farmaco
potente e seletivo que inibe a biossintese da parede celular das micobactérias,

interrompendo a sintese de acidos micolicos. E chamado de pré-farmaco pois sé se
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torna ativo apdés uma transformacgdo por pela enzima catalase-peroxidase, dando
origem ao &cido isonicotinico.

A rigidez e a estabilidade conferidas ao complexo pelo atomo de prata
poderiam impedir a biotransformacéo da isoniazida em acido isonicotinico e assim
inibir sua atividade. Entretanto foi provado que o complexo [Ag(inh)]NO3 é ativo
contra M. tuberculosis e apresentou MICy, diferente do da isoniazida. Esse fato pode
indicar que o mecanismo de acdo do complexo pode ser diferente do da prépria
isoniazida. Resultados similares foram publicados na literatura com complexos de
cobalto e de cobre com complexos de isoniazida, que se mostraram ativos sobre o
M. tuberculosis com valores MICqy de 0,41 e 2,2 pmoI.L'l, respectivamente. Além
disso, 0 MICgy estava abaixo do limite maximo de 25ug.mL™, que é o valor descrito
na literatura que justifica estudos adicionais de compostos ativos contra M.
tuberculosis.

Montelongo-Peralta et al. Realizaram recentemente um estudo que relatou
gue uma mistura de isoniazida e nitrato de prata, sem isolamento do complexo, tem
um potente efeito bactericida sobre cepas do M. tuberculosis resistentes a
isoniazida, resultando em valores de MIC mais baixos do que aqueles dos
componentes isolados. Entretanto, o MIC resultante de AQNO3 na mistura foi maior
(cerca de 10,0 mmol.L™") que o de nosso complexo isolado de Ag-inh (2,55 mmol.L
1)_

Os valores de MICyy do complexo [Agz(succ)], acido succinico e da
rifampicina (a droga de primeira linha mais eficaz, usada como controle) foram
obtidos por meio de REMA (referéncia). A rifampicina, droga de primeira linha mais
eficiente, apresentou MICgy de 0,08ug.mL™ (0,09 umol L™). O complexo de prata
com succinato mostrou-se ativo com MICy de 23,94 pg.mL™ (74,7 pmol L™
enquanto o préprio acido succinico apresentou valor superior a 25,00 pg.mL™ (208,1
umol L™ O complexo [Agz(succ)] possui um valor de MIC superior ao de outros
agentes antimicobacterianos utilizados no tratamento clinico da TB, como o
etambutol (MICg = 5,62 ug.mL™ ou 27,5 pmol.L™" ) e o p-aminossalicilico (MICgy =
1,25ug.mL™* ou 8,16 pmol.L™).
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5. CONCLUSOES

Nesse trabalho foram sintetizados e caracterizados dois novos complexos de
prata na forma solida. A caracterizacdo do complexo [Ag(inh)NO3] sintetizado indica
gue a isoniazida esta coordenada através atomos de oxigénio do grupo C=0 e de
nitrogénio do grupo NH,, apresentando em sua estrutura a presenca do anion NOs.
Ja para o complexo os resultados da caracterizagdo indicam a coordenacdo dos
ions Ag ao grupo carboxilato do ligante.

A avaliacdo biologica dos complexos contra o Mycobacterium tuberculosis
H37Rv indicou que os complexos apresentam atividade biolégica, sendo o complexo
[Ag(inh)NO3] o mais ativo, com um desempenho superior quando comparado aos
farmacos de referéncia como o etambutol e 0 p-aminossalicilico. A avaliacdo de
inibicdo do crescimento bacteriano mostrou que os complexos [Ag(inh)NOg],
[Agz(succ)] apresentaram resultados positivos contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas quando comparado aos ligantes na forma livre.

A partir desses resultados, o centro metalico Ag apresentou um papel
importante ao composto, conferindo atividade bioldégica antibacteriana e

antimicobacteriana ao complexo.
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