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COMPLEXOS  METALICOS COM NIMESULIDA:  SINTESE,
CARACTERIZACAO E APLICACOES EM QUIMICA BIOINORGANICA
MEDICINAL. Complexos metdlicos tém sido estudados quanto as suas
propriedades medicinais ha décadas. Neste trabalho, dois complexos inéditos
de Ag(I) e Pt(Il) foram sintetizados com o anti-inflamatério nimesulida (NMS),
e avaliados como agentes antibacterianos e antitumorais. O complexo Ag-NMS
(AgCi3H;1N»OsS) apresenta o ligante em uma coordenacao bidentada a prata
pelos atomos de N e O do grupo sulfonamida. A estrutura proposta foi
confirmada por DFT. Devido a baixa solubilidade em agua, foi preparado um
complexo de inclusdao de Ag-NMS em B-CD, pelo método de co-evaporacao.
Utilizando o método de Scatchard, foi determinado o valor de K, =370+ 2 L
mol!. Estudos de RMN por correlacdo 'H-'H através do espaco mostram que a
inclusdo ocorre pelo grupo fenoxi da NMS. J4 o complexo Pt-NMS
(PtC26H22N4010S,) apresenta dois ligantes, coordenados pelos dtomos de N e O
do grupo sulfonamida, para cada Pt(Il). A DFT indica que o isdmero N, O trans
¢ o mais estavel. O complexo Ag-NMS apresentou valores de MIC na faixa de
15,0-120 pmol L! sobre cepas de Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli
e Staphylococcus aureus. O CE-[(Ag-NMS)-B-CD], embora mais solivel em
agua do que o Ag-NMS, ndo apresentou atividade antibacteriana nas
concentracOes testadas. Os complexos Ag-NMS e Pt-NMS mostraram-se
citotoxicos sobre células normais (Balb/c 3T3) e tumorais (SK-Mel 103 e Panc-
1), porém o Pt-NMS foi significativamente mais seletivo contra as linhagens
tumorais. Os ensaios de intercalagdo com EtBr e a avaliacdo da estrutura do
DNA por dicroismo circular indicam que o DNA ndo € um alvo biolégico para

o complexo Pt-NMS, indicando um mecanismo de a¢ao diferente da cisplatina.
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METAL COMPLEXES WITH NIMESULIDE: SYNTHESIS,
CHARACTERIZATION AND APPLICATIONS IN BIOINORGANIC
MEDICINAL CHEMISTRY. Metal complexes have been studied regarding its
medicinal properties for decades. In this work, novel complexes of Ag(I) and
Pt(IT) with the anti-inflammatory nimesulide were synthesized and evaluated
regarding their antibacterial and antitumoral properties. The Ag-NMS complex
(AgCi3H;1N>OsS) shows the ligand in a bidentate coordination mode, bound to
silver through the N and O atoms of the sulfonamide group. The proposed
structure was confirmed by DFT. Due to its poor solubility in water, the Ag-
NMS complex was included in B-CD, by co-evaporation. The K, =370 £ 2 L
mol! was determined using the Scatchard method. Studies by 'H-'H NMR
correlation through space shows the inclusion of NMS by the fenoxi group. The
Pt-NMS complex (PtC,6H22N4010S2) contain two ligands, coordinated through
the N and O atoms of the sulfonamide group, for each Pt(Il). DFT studies
indicate that the N,O trans isomer is the most stable. The Ag-NMS complex
presents MIC values in the range 15.0-120 umol L' over Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. The inclusion complex
CE-[(Ag-NMS)-B-CD], although more soluble in water than Ag-NMS, shows
no antibacterial activity in the tested concentrations. Both complexes were
cytotoxic against normal (Balb/c 3T3) and tumor (SK-Mel 103 and Panc-1)
cells, but the Pt-NMS complex was significantly more selective against tumor
cells. The EtBr competitive intercalation assay and the evaluation of CT-DNA
structure using circular dichroism show that DNA is not a biological target for
the Pt-NMS complex, indicating a mechanism of action different of the cisplatin

one.
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1.1 ASPECTOS GERAIS

Onze elementos da tabela periddica sdo necessdrio para todas as formas
de vida e outros treze elementos adicionais sdo necessarios para a maior parte
dos seres vivos. Outros sete elementos sdo especializados, requeridos apenas
por algumas espécies. A tabela periddica dos elementos de importancia
biolégica é apresentada na Figura 1. Esta tabela destaca os 30 elementos

necessarios para a diversidade de vida na Terra.

18
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Elementos essenciais para todos os seres vivos

Elementos essenciais para uma ampla variedade de bactérias, plantas e/ou animais

. Elementos essenciais para algumas espécies

Figura 1. Tabela periédica dos elementos de importancia biolégica.

Os elementos carbono, hidrogénio, nitrogénio, oxigénio, fésforo e
enxofre fornecem os blocos de constru¢do para os principais componentes
celulares, incluindo proteinas, acidos nucleicos, lipidios e polissacarideos.

Entretanto, apesar da enorme diversidade de compostos organicos, a vida nao



consegue se sustentar apenas com estes elementos. Entender as funcdes dos
elementos diferentes de C, H, N, O, P e S nos sistemas bioldgicos é o objetivo
da quimica bioinorganica.

Muitos metais desempenham papéis fundamentais em processos vitais de
sistemas vivos. E na forma catidnica, solivel em fluidos biolégicos, que estes
elementos participam de iniimeros processos biologicos. Embora tais metais se
apresentem em uma forma deficiente de elétrons, a maior parte das
biomoléculas, como proteinas e 4cidos nucleicos, possuem elementos doadores
de densidade eletrOnica. Surge, com isso, a tendéncia de metais aparecerem
ligados ou interagindo a biomoléculas em sistemas vivos.'

O mesmo principio pode ser empregado para entender a afinidade de
metais por pequenas moléculas essenciais para a vida, como o O,. Dado este
amplo escopo de interacdes possiveis entre metais € biomoléculas, ndo €
surpreendente a participa¢do de uma grande variedade de metais em processos
biolégicos essenciais para a vida. A hemoglobina, por exemplo, ¢ uma
metaloproteina de ferro. A coordenagdo do O, ao ferro desempenha papel
fundamental no transporte e distribui¢ao deste gas pelo organismo. O zinco, por
sua vez, desempenha func¢do estrutural. Sem ele, proteinas com dominios do
tipo dedo de zinco (zinc finger, ZF) ndo adquirem a conformacdo necessaria
para o reconhecimento de sequéncias especificas de DNA ou RNA. Além disso,
o zinco também faz parte da estrutura da anidrase carbonica, metaloenzima que
participa do transporte de CO; e controle do pH sanguineo. A plastocianina é
uma melatoproteina de cobre que participa do transporte de elétrons na
fotossintese. Além dela, a citocromo c¢ oxidase € outro exemplo de
metaloproteina de cobre e participa da etapa final de transferéncia eletronica na

respiracdo celular. Outro exemplo interessante € a superoxido dismutase,



metaloenzima de cobre e zinco responsdvel por combater o estresse oxidativo
causado por espécies reativas de oxigénio.!

O entendimento das diversas fun¢des de metais nos sistemas biolégicos
tem estimulado a busca por compostos de coordenagdo que possam ainda ser

utilizados com finalidade terap€utica ou no diagndstico de diversas doencas.

1.2 METALOFARMACOS

Compostos inorganicos t€m sido utilizados em medicina hd séculos mas,
por muito tempo, foram utilizados de maneira puramente empirica, com pouco
ou nenhum esfor¢o voltado ao entendimento de seus mecanismos de acdo. A
maior parte dos compostos desenvolvidos com finalidades medicinais
compreende metais exdgenos, ou seja, que nao fazem parte € ndo sao

necessarios para 0s organismos vivos.

Agentes de diagndstico
- Ressonancia Magnética (ex: Gd, Mn)
- Raios X (ex: Ba, I)

Elementos essenciais
(ex: Fe, Cu, Zn, Se)

Metais em medicina
Inibidores
Enzimaticos

- Direcionamento
- Controle de toxicidade

Radiofarmacos
-Diagnostico (ex: *°™Tc)
- Terapéutica (ex: 186Re)

Agentes terapéuticos
(ex: Ag, Pt, Pd, Au)

Figura 2. Areas de interesse dentro da Quimica Bioinorganica.



A Figura 2 mostra areas de destaque no design de compostos metédlicos
biologicamente ativos. De maneira central, independentemente da aplicagao,
busca-se o controle da toxicidade (efeitos adversos) e o direcionamento do
composto a células, tecidos ou Orgaos especificos. A toxicidade de um
determinado composto de coordenagio nao depende apenas do metal em si e de
seu estado de oxidagdo, mas também do numero e da natureza dos ligantes,
assim como da dose e modo de administracdo. Além disso, o efeito de um

determinado elemento pode depender da presenca ou disponibilidade de outro.

Dentro deste contexto, costumam ser aplicados os termos tdxico € ndo-
toxico para descrever um determinado elemento quimico, ou um composto
preparado a partir deste elemento. Mesmo compostos ditos toxicos podem ser
tolerados em baixas doses, podendo apresentar efeitos terap€uticos dentro de
uma faixa estreita de concentracao. Por outro lado, elementos bioquimicamente
essenciais podem se tornar toxicos em altas doses. O diagrama de Bertrand

(Figura 3) resume o que foi descrito.
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Figura 3. Diagrama de Bertrand, mostrando o efeito fisioldgico de compostos toxicos,
essenciais e terapéuticos’



1.2.1. A Platina(II) e o Cancer

O cancer se tornou um grande problema de saide publica em muitas
partes do mundo. Nos Estados Unidos, uma em cada quatro mortes € causada
pelo cincer. Segundo estatisticas recentes divulgadas pela American Cédncer
Society, o cancer ja € a segunda causa mais incidente de mortes na populagcdo
norte-americana em ambos o0s sexos, ficando atrds apenas de doengas

cardiacas.?

Cancer é um termo usado para descrever um conjunto de doencas nas
quais células se dividem de maneira anormal, descontrolada, podendo invadir
tecidos diferentes daquele no qual tiveram origem. As células cancerosas podem
se espalhar para outras partes do corpo através do sangue e do sistema linfatico.*
Segundo o National Cancer Institute, integrante do National Institute of Health
(NIH) do governo norte-americano, existem mais de 100 tipos diferentes de
cancer, nomeados de acordo com o 6rgdo ou tipo de célula nos quais tiveram
inicio.* De um modo geral, os mais de 100 tipos podem ser divididos em 5

grandes categorias:

= Carcinoma — cancer que se inicia na pele ou em tecidos que revestem
outros 0rgaos.

= Sarcoma — cancer que se inicia nos 0ssos, cartilagem, tecido adiposo,
musculos, vasos sanguineos ou outros tecidos conectivos ou de suporte.

= Leucemia — cancer que se inicia na medula.

= Linfoma e mieloma — cancer que se inicia no sistema imune.

= (Cdncer do sistema nervoso central — se inicia em tecidos do cérebro e da

coluna vertebral.

Tendo em vista a amplitude tomada pela doenca, um esfor¢o continuo da

comunidade cientifica é dedicado a busca por novos compostos com a¢do
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antitumoral. Dentro deste contexto, sdo inumeros os exemplos de
metalofarmacos antitumorais que entraram em testes clinicos nos ultimos anos.

A Figura 4 mostra alguns exemplos.
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Figura 4. Compostos de coordenagdo que passaram por testes clinicos como agentes
antitumorais. Adaptado de Biological Inorganic Chemsitry’

1.2.1.1. A descoberta da cisplatina
A cisplatina, ou cis-diaminodicloroplatina(Il), € um dos metalofdrmacos
antitumorais mais utilizados para o tratamento de cancer de testiculo e ovario.
A cisplatina foi aprovada pela FDA para o tratamento de tumores do sistema
geniturinario em 1978, e é geralmente utilizada em combina¢do com até quatro
farmacos organicos, como 5-fluorouracil, ciclofosfamida e gencitabina.! A
atividade antitumoral da cisplatina foi descoberta por Barnett Rosenberg, um

bioffsico vinculado a Michigan State University, em 1965.°
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Com a cisplatina, o progndstico de cura para pacientes acometidos por
cancer de testiculo e ovério chegou a 86%. Entretanto, alguns efeitos colaterais
eram observados, como nefro-, oto- e neurotoxicidades. Visando contornar
estes problemas, fairmacos de segunda e terceira geracdes foram desenvolvidos

por meio da modulacdo da labilidade dos ligantes.'

1.2.1.2. Interacdo da cisplatina com o DNA

A cisplatina apresenta como principal alvo bioldgico o DNA, formando
fortes ligacdes Pt(II)-N com as nucleobases guanina e adenina. Na conformacao
cis, hd majoritariamente a formacao de cross-links 1,2-intrafita.® Este cross-link
pode ser visto na estrutura cristalina (Figura 5), resolvida por difracio de raios
X, para o oligonucleotideo platinado cis-[Pt(NH3),{d(pGpG)}]. A formagdo do
cross-link promove mudangas conformacionais na estrutura do DNA, além de
formar um ambiente hidrofébico que promove uma melhor interacao da regidao
platinada do DNA com proteinas do tipo high mobility group. Estas proteinas
“ocultam” a lesdao no DNA, e impedem que mecanismos de reparo funcionem
de maneira eficiente.” Como consequéncia, impedem a transcri¢io génica e

sintese proteica, o que leva a morte celular.



03’ B

Figura 5. Estrutura cristalina do olinucleotideo cis-[Pt(NH3)2{d(pGpG)}].®

1.2.1.3. Estrutura eletronica e reatividade
Complexos de Pd(Il) também despertaram interesse, devido a
similaridade estrutural entre complexos de Pd(II) e seus andlogos de Pt(II). No
entanto, complexos de Pd(IT) sdo 10* — 10° vezes mais reativos frente a reacdes
de substituicdo do que os andlogos de Pt(II).! Desta maneira, complexos de
Pt(II) acabam sendo os mais estudados.
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H4 também um argumento termodindmico: Pt(Il) e Pd(II) possuem,
ambos, configuragio eletronica d®. No entanto, a diferenca de energia entre os
orbitais de fronteira na Pt(II) € maior do que no Pd(II), por estar um periodo
abaixo na tabela periddica. Desta maneira, os orbitais moleculares de natureza
ligante formados num complexo de Pd(II) possuem energia mais alta do que
num complexo andlogo de Pt(II), o que atribui uma menor estabilidade
termodindmica as ligagdes.” A cinética lenta dos complexos de Pt(I) permitiu
o estudo extensivo de isomeria geométrica e reagOes de substituicdo em

complexos quadrados.

1.2.1.4. Outros complexos com a¢do antitumoral
Alguns complexos de Ru(Ill) que conseguem vencer a barreira da
insolubilidade também apresentaram efeitos antitumorais promissores.
Complexos octaédricos de Ru(Ill) com ligantes N-heterociclicos indazol ou
imidazol entraram em testes clinicos contra carcinoma de c6lon € como agente

antimetastdtico, respectivamente. '’

Compostos de Ga(Ill) interferem drasticamente na bioquimica do Fe,
uma vez que boa parte do Ga(Ill), quando livre no sangue, € capturado pela
transferrina.! Também & relatado na literatura que células tumorais requerem
quantidades de ferro maiores do que células normais.'! O complexo [Ga(8-
hidroxiquinolina);] (KP46)!? entrou em testes clinicos em 2003, como um

farmaco antitumoral de uso oral.

Outras classes de agentes antitumorais, mas que ainda ndo alcangaram a
etapa de testes clinicos, também merecem destaque. A Figura 6 mostra alguns

destes compostos. Casiopefnas'® sdo complexos de Cu(Il) de ligantes mistos,
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contendo um ligante anidnico (actilacetonato ou aminoécidos) e um ligante
neutro (fenantrolinas substituidas). O ligante fenantrolina permite interacoes -
stacking'* com bases nitrogenadas do DNA, enquanto o Cu(II) leva a formagao
de espécies reativas de oxigénio.!> A combinacido destes efeitos torna as
casiopeinas promissores agentes antitumorais. Complexos de Au(I) com
ligantes fosfino também sao amplamente estudados. O complexo [Au(dppe).]*
(dppe=1,2-difenilfosfinoetano) € ativo contra inimeras linhagens tumorais, por
um mecanismo de dano mitrocondrial.'® Complexos de Au(I) com
trifenilfosfina e ligantes piridinicos [(PPh3)-Au-L]* se mostraram
consideravelmente ativos contra linhagens celulares de cancer de c6lon, ovario

e mama, com valores de ICs variando muito pouco com o ligante piridinico.17

Rz
[(PPh,)-Au-L]*

Casiopeina |I-Gly

Figura 6. Outros compostos de coordenagdo com pronunciada a¢cdo antitumoral.
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1.2.2. O Ouro(I) e a Artrite Reumatoide

Desde os tempos antigos, o homem associou a cor e o brilho do ouro ao
sol. Em todas as culturas que cultuavam o sol, o ouro representava sua forma
terrena. Seu uso, associado a propriedades magico-religiosas, € tdo antigo
quanto a civilizagdo egipcia,'® onde os farads eram vistos como descendentes
de R4, a divindade associada ao sol. Nesta época, o ouro era usado em sua forma
metélica, na forma de amuletos, por curandeiros. As propriedades misticas do
ouro atravessaram a antiguidade classica, e foram descritas por Plinio no século
I d.C., que descreve o uso de pecas do metal para protecdo contra “poc¢des
madgicas”.! J4 no século XIX, o ouro foi considerado uma panaceia (composto
capaz de curar qualquer doencga). Os alquimistas descobriram que o ouro
metélico era soluvel em dgua régia e que este podia ser trazido de volta a ouro
metélico na forma de um coloide estavel, de cor varidvel entre azul (particulas
maiores) € roxo escuro (particulas menores). O coloide neutralizado, aurum
potabile, foi amplamente utilizado na terapia durante a Idade Média,' mas sua

real utilidade permanece contestdvel.

O uso racional do ouro na medicina teve seu inicio no século XIX, quando
o bacteriologista Robert Koch descobriu que o K[Au(CN),] era capaz de matar
a bactéria causadora da tuberculose.” Como muitos complexos de Au(I), o
[Au(CN)2]” € linear. O ouro(I) é um 4cido de Pearson mole e, como
consequéncia, tem maior afinidade por ligantes mais moles. O ouro(I) tem ainda
seu estado de oxidacdo estabilizado por ligantes m-aceptores. Em sistemas
bioquimicos, seus ligantes preferidos sdo tiolatos de residuos de cisteina em
proteinas. A afinidade do Au(I) por DNA é muito baixa, justamente por sua
preferéncia por S, em relacdo a N e O. Ao contrério do Cu, que também pertence

ao grupo 11, o Au(Il) € instidvel. Por outro lado, complexos quadrados de
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Au(IIl) sdo facilmente preparados, mas tendem a ser reduzidos em condi¢des

fisiologicas.

Durante o inicio do século XX, o K[Au(CN),] foi substituido por
complexos de Au(I) menos téxicos, os tiolatos de ouro, no tratamento da
tuberculose. No inicio da década de 1930, o médico francés Jacques Forestier
foi o primeiro a utilizar os tiolatos de ouro no tratamento da artrite reumatoide,*!
quadro clinico que ele acreditava estar associado a tuberculose. Os principais
farmacos de Au(l) injetdveis utilizadas no tratamento da artrite sdo os
complexos soliveis em &agua aurotiomalato (miocrisina), aurotioglicose

(solgonal), Au(I)-bis(tiossulfato) de sédio e Au(I)-tiopropanolsulfonato de

sodio.
Au—S—CH, S0,
/7
CHOH , S=Au S
CHL— SO,Na g
Au(l)-tiopropanolsulfonato Au(l)-bis(tiossulfato)
de sdédio de sddio
- - CH,O0Ac
NaO
0 O S— Au— PEt,
OAc
S—= Au
0 OAc
ONa OAc
Aurotiomalato Auranofina

Figura 7. Compostos de Au(I) utilizados como antiartriticos. Adaptado de Biological
Inorganic Chemistry'
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Os tiolatos de Au(I) antiartriticos sao sintetizados numa estequiometria
1:1 metal/ligante, mas formam redes no estado s6lido. O ouro(I) deve ter, no
minimo, NC=2 e o enxofre do tiolato pode funcionar como um ligante em ponte

entre dois centros metalicos.

O farmaco de administracdo oral auranofina (comercializado sob a marca
Ridaura) ¢ monomérico, com o Au(l) numa geometria de coordenacdo linear,
entre o enxofre do ligante tioglicosetetracetato e o fosforo da trietilfosfina. E

abundantemente soltiivel em solventes organicos, mas pouco soluvel em 4gua.

Estes compostos sdo vistos como pro-farmacos, uma vez que reagdes de
substituicao de ligantes sdo importantes em complexos de Au(I). Estas reagcoes
possuem baixa energia de ativacdo e passam por um intermedidrio tri-

coordenado.

1.2.3. A Prata(I) e Infeccoes Bacterianas

1.2.3.1. Historico do uso da prata(l)

Herddoto, o pai da Historia, relata que nenhum rei da Pérsia beberia 4gua
que ndo tivesse sido armazenada em containers de prata, o que “mantinha a 4gua
fresca por anos”.?> Hipdcrates, frequentemente referido como o pai da
Medicina, utilizava preparagdes de prata para o tratamento de tlceras de pele e
para promover a cicatrizagdo de ferimentos. Muito provavelmente o nitrato de
prata também era usado medicinalmente, uma vez que ele € mencionado na
farmacopeia publicada em Roma em 69 a.C.?* O alquimista Paracelso propds o
uso do nitrato de prata para o tratamento de lesdes de pele, e também propds
um procedimento de sintese, pelo tratamento de Ag metélica com a aqua fortis

(4cido nitrico). Devido a sua a¢do cdustica, o nitrato de prata ficou conhecido
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como Lapis Infernalis, com nomes equivalentes em muitos locais do mundo,

como Lunar Caustic, Pierre infernale, Hollenstein, dentre outros.>*

Durante o século XVII surgiu a expressao “born with a silver spoon in
the mouth” para se referir aos nobres ingleses, uma vez que as familias mais
ricas utilizavam talheres e utensilios de cozinha feitos de prata e apresentavam
mortalidade reduzida durante periodos de epidemias.** Um livro texto de
Heister publicado em 1724 recomenda o uso do lapis infernalis para o
tratamento de verrugas. Evidéncias da indicacdo do nitrato de prata para o
tratamento de doencas venéreas surgiram também nesta €poca. O famoso
cirurgido escoc€s John Hunter (conhecido por introduzir o método cientifico na
cirurgia) indicou, em 1786, o uso do lapis infernalis para o tratamento de cancro
mole.”” Em 1852, o médico J. Marison Sims propds o uso de suturas de prata,
como forma de contornar os problemas de fistulas vesico-vaginais que surgiam
apds o parto.’ Na década de 1880, o médico Carl Siegmund Franz Credg,
obstetra alemao, foi pioneiro na indica¢cdo do uso de colirios contendo nitrato
de prata para prevenc¢do de oftalmia neonatal.’’ B. C. Crede, cirurgido, foi o
primeiro a empregar prata coloidal como antisséptico para o tratamento de

feridas em 1891.2%23

Em 1968, a sulfadiazina de prata, um complexo de prata(I) contendo uma
sulfonamida, foi introduzido clinicamente para o tratamento de queimaduras e
lesdes na pele. Por apresentar grande eficiéncia, a sulfadiazina de prata tem sido

utilizada em medicina desde entao.

1.2.3.2. A resisténcia bacteriana
Era “pds-antibidticos”. Este € o termo que tem sido utilizado para
descrever a situac@o atual, onde os agentes antimicrobianos tém perdido seu

efeito, devido a resisténcia adquirida pelos micro-organismos. Na verdade, a
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resisténcia bacteriana € um problema apontado j4 por Sir Alexander Fleming,
responsavel pela descoberta da penicilina, em seu discurso ao receber o Nobel

em 1945:

“It is not difficult to make microbes resistant to penicillin in the laboratory by
exposing them to concentrations not sufficient to kill them... There is the
danger that the ignorant man may easily underdose himself and by exposing
his microbes to non-lethal quantities of the drug make them resistant.”

Sem a protecdo oferecida pelos antibioticos, inimeros procedimentos da
pratica médica teriam que ser totalmente repensados. Muitos tratamentos
necessitam de supressdo do sistema imune como, por exemplo, no tratamento
do cancer ou ainda para tornar o transplante de 6rgdos vidvel. Esta supressdao
obviamente deixa o paciente vulnerdvel a infeccoes. Antibidticos reduzem os
riscos. Sem eles, quimio- e radioterapias seriam tao perigosas quanto o cancer
que tentam curar. Da mesma maneira, queimaduras severas sdo altamente
susceptiveis a infecgdes. Inumeros procedimentos médicos invasivos estdao
associados a riscos altissimos de infec¢do, e também se tornariam invidveis sem
antibioticos eficientes como, por exemplo, o uso de cateteres ou ainda a didlise.
Todos os procedimentos cirurgicos, em particular aqueles realizados em regioes
que contem grandes quantidade de bactérias, como os intestinos e o trato
urindrio, também representariam um risco.??

Visando-se contornar o problema da resisténcia bacteriana, varias
abordagens tém sido empregadas.’*>! Dentre elas, a coordena¢do de metais a
antibidticos aparece como uma estratégia de reversdo da resisténcia € como uma
plataforma para a produ¢do de novos farmacos.

Antissépticos a base de prata(I) ttm mostrado possuir menor propensao a

induzir resisténcia antimicrobiana do que outros antimicrobianos e,
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simultaneamente, a prata(I) possui toxidade notavelmente baixa quando
comparada a outros ions de metais pesados. Tais propriedades sdo desejaveis
para agentes antimicrobianos. Sdo relatados trés possiveis mecanismos de
inibi¢do de crescimento bacteriano por ions Ag(I): (a) interferéncia na cadeia
transportadora de elétrons, (b) ligacio ao DNA e (c) interacdo com as

membranas celulares.>?

1.2.3.3. Estrutura eletronica e reatividade da Ag(I)

Por muitos anos, acreditou-se que a quimica da prata e do ouro era muito
mais similar do que realmente €. Na triade Cu-Ag-Au, a estabilidade dos estados
de oxidac¢do ndo segue a tendéncia usual de aumento de estabilidade de estados
de oxidacdo mais elevados conforme se desce no grupo. Para o cobre, o estado
de oxidagdo 2+ € o mais importante. Para a prata, por outro lado, o estado 1+ €
0o mais representativo. O ouro apresenta predominantemente os estados de

oxidagdo 1+ e 3+.

Uma possivel razdo para as estabilidades relativas dos estados de
oxidagdo no grupo 11 reside nos valores de energia de ionizacdo (EI). O valor
de EI; € menor para a prata do que para o cobre, como esperado, mas o valor de
El, € maior (este segundo elétron é removido de um orbital 4d na Ag, e 3d no
Cu). EI; € novamente menor para a prata, o que se correlaciona com a maior
estabilidade do estado de oxidacdo Ag(Ill) e a tendéncia de
desproporcionamento dos ions Ag(I). O elevado valor de EI; do ouro se deve
a contracgdo relativistica da camada 6s (da qual o primeiro elétron é removido),
enquanto o baixo valor de El; vai ao encontro com a estabilidade do estado de

oxidagdo Au(Ill) e é reforcado pelo grande desdobramento de campo para o fon

5d8.33
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Por possuir sua camada d fechada, ndo ha uma vantagem energética
associada a nenhuma geometria especifica para o fon Ag(I). Desta maneira,
inimeras estruturas sao observadas para complexos de Ag(I). Uma das
geometrias de coordenacdo mais comuns apresentadas pela Ag(I) € a linear,
como nos complexos [Ag(CN):]" e [Ag(NH3),]*. Alguns exemplos interessantes
de outras geometrias de coordenacdo da Ag(I) sdo reportados na literatura.
Muito ainda se discute com relacdo a estrutura do aquaion [Ag(H,O),]", tendo
sido aceita a estrutura [Ag(H»0)4]* tetraédrica por muito tempo, evidenciada
por medidas de ressonancia paramagnética eletronica, por exemplo.** Estudos
mais recentes por LAXS e EXAFS apontam para a existéncia de duas moléculas
de agua ligadas a curta distancia, 2,32 A e pelo menos duas moléculas mais
distantes, a cerca de 2,5 A, num arranjo tetraédrico altamente distorcido.®* O
DMSO também se coordena a Ag(I) pelo oxigénio, e ndo pelo enxofre, na
espécie [Ag(DMSO),]*.% O complexo linear [Ag(NH3),]*, quando dissolvido
em amonia liquida, forma a espécie tetraédrica [Ag(NH3)4]", segundo resultados
de espectroscopia Raman em solu¢do.*® O complexo de Ag(I) com o ligante
difosfino eppe [Ag(eppe)2]NOs (eppe = Et,PCH,CH,PPh,) também apresenta

geometria de coordenacdo tetraédrica.’’

1.3 SULFONAMIDAS

1.3.1. Historico

Em 25 de dezembro de 1932, a empresa quimica alema IG.
Farbenindustrie depositou uma patente descrevendo um azo-corante vermelho
que apresentava grande habilidade de curar certos tipos de infeccdes bacterianas
em ratos. Dois anos depois, agora sob o nome comercial de Prontosil, verificou-

se que o corante apresentava as mesmas propriedades antibacterianas também
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em humanos. Apds publicacdo em um periddico médico alemao, o Prontosil se
tornou o primeiro composto sintético disponivel na clinica médica, em abril de
1935.3% Posteriormente, ainda em 1935, trabalhos do Instituto Pasteur
mostraram que o Prontosil era metabolizado para sulfanilamida (Figura 8).

Desta maneira, o prontosil foi redefinido como um pré-farmaco.

o) N NH O
Os§— VN’ i HN—( )—87°
HN )

NH,

Figura 8. A esquerda, o azo-corante Prontosil. A direita, a sulfanilamida.

A introducdo do Prontosil na clinica médica se tornou um marco na
historia da medicina. Como o primeiro composto da classes das sulfonamidas,
ele iniciou uma revolucao na terapia de infec¢des bacterianas. Doengas temidas,
como pneumonia, meningite, disenteria € gonorreia ganharam novas e mais
eficientes possibilidades de tratamento com a quimioterapia. Posteriormente, as
sulfonamidas se tornaram extremamente versateis apds modificacdes quimicas.
Novos compostos apresentaram aplicacdoes além do controle de infeccdes,
sendo também eficientes no tratamento da hanseniase, diabetes,
hipertireoidismo, doengas cardiacas e hipertensdo. A variedade de aplicacdes
das sulfonamidas se estendeu além da saude humana, alcangcando a medicina

veterindria e também o controle de pragas agricolas.™

1.3.2. Nimesulida
A nimesulida (N-(4-Nitro-2-fenoxifenil)metanossulfonamida, NMS,
Ci3H12N20sS, MM = 308,325 g mol ') é uma sulfonamida, entretanto nio exerce

fun¢do antimicrobiana. Foi desenvolvida em 1971, numa pesquisa coordenada
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por George Moore nos laboratérios Riker (posteriormente adquirido pela 3M).
Na década de 1960, foi descoberta a participacdo de radicais livres em doengas
inflamatorias cronicas. Desta maneira, a nimesulida foi concebida a partir da
ideia de que, se um composto apresentasse propriedades de scavenging desses
radicais livres, ele provavelmente apresentaria novos mecanismos de a¢ao anti-
inflamatoria. As pesquisas voltaram-se para as propriedades farmacoldgicas das
sulfonamidas que, na década de 1940, foram estudadas com relacdo as suas
propriedades anti-reumaticas.*
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Figura 9. Formula estrutural da nimesulida.

Apesar de ser uma sulfonamida, a NMS ndo apresenta atividade
antibacteriana. Ela pertence a classe dos farmacos anti-inflamatérios nao-
esteroidais (FAINES), sendo comumente utilizada em processos inflamatorios
agudos ou crdnicos, tais como inflamacdes do trato respiratorio e da cavidade
oral, e em situagdes inflamatdrias associadas a tendinite e artrite reumatoide. A
nimesulida também apresenta efeitos analgésico e antipirético.”® Por sua
similaridade estrutural com a sulfadiazina, a sintese de complexos de Ag(I) com

NMS se torna de grande interesse.
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40-42 relatam o uso da

Intimeros estudos clinicos na area da reumatologia
NMS como um potente farmaco anti-inflamatorio. Tal atividade também estd
associada sua acdo antioxidante, jA que € capaz de reduzir a formagdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs).*® Essa é uma atividade de grande
interesse, ja que a producdo de radicais livres, além de promover o efeito de
inflamacgao e da dor, pode causar danos aos tecidos. No organismo, a NMS
apresenta inibicdo seletiva da ciclocoxigenase-2 (COX-2). A COX-1 ¢é
constitutivamente expressa em muitos tecidos, incluindo o estdmago, figado e
células epiteliais do trato gastrintestinal, e sua ndo-inibicdo € uma vantagem
apresentada pela nimesulida quando comparada a outros anti-inflamatérios que
inibem as duas enzimas. J4 a COX-2 € uma enzima induzida pelo processo

inflamatoério, causando aumento da formacgdo de prostaglandinas em sitios de

inflamacao.

A capacidade antioxidante da nimesulida foi testada, por exemplo, com
relacdo a sua capacidade de inibir a reagao de Fenton (R-COOH + Fe(II) = RO-
+ Fe(IIl) + OH-). Verificou-se que a atividade antioxidante e de scavenging de
radicais livres estd principalmente associada ao metabdlito 4-

hidroxinimesulida.®

Bennett* verificou que tecidos cancerosos do c6lon humano apresentam
uma producdo aumentada de prostaglandina E, (PGE,). Neste contexto, surgiu
a possibilidade de que FAINEs pudessem reduzir o crescimento e proliferacdao
de diferentes tipos de cancer. Desta maneira, a sintese de complexos de Pt(II),
com potencial acdo antitumoral, utilizando a NMS como ligante, representa

uma promissora combinac¢do de propriedades.
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1.3.3. Complexos metalicos com sulfonamidas

1.3.3.1. Complexos de Ag(I)

O complexo de Ag(I) com uma sulfonamida mais conhecido €, muito
provavelmente, a sulfadiazina de prata. Introduzida em 1968 por Fox,* foi
desde o principio pensada para o tratamento topico da pele em casos de
queimaduras, ja que o composto € polimérico e insoluvel (Figura 10) Trata-se
de um composto de amplo espectro antibacteriano, que também apresenta acao

antiviral e antifingica.*®

Figura 10. Estrutura polimérica da sulfadiazina de prata.*®

Indmeros outros compostos de prata com sulfonamidas foram
sintetizados posteriormente, como 0s compostos com benzenosulfonamida, 2-
(benzenosulfonamida)pirina, 2-(benzenosulfonamida)tiazol, sulfanilamida,
sulfanilamidobenzeno,  sulfatiazol,  sulfapiridina, sulfacetamida,”” e
sulfametazina.*® Técnicas espectroscépicas como RMN de 'H e *C além de
espectroscopia no infravermelho sio comumente utilizadas, sendo que a

avaliacdo dos estiramentos assimétrico e simétrico do grupo 0O=S=0,
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Vas(0=S=0) e v{(0O=S=0), fornecem informacdes importantes sobre a

coordenacdo de sulfonamidas aos metais.

1.3.3.2. Complexos de Pt(1l)

O modo de coordenacdo mais observado para sulfonamidas em
complexos de Pt(Il) ¢ o monodentado, com a coordenacdo pelo dtomo de
nitrogénio da sulfonamida. Este modo de coordenacdo aparece em geral quando
a sintese € feita em meio alcalino, o que leva a desprotonacdo deste mesmo
nitrogénio. Compostos do tipo bis(sulfonamida)**° apresentam este mesmo

modo de coordenacdo.

O complexo de Pt(II) com sulfamerazina apresenta uma coordenagao
bidentada, pelo nitrogénio da sulfonamida e também por um dos nitrogénios do

anel pirimidinico.”!

O modo de coordenacdao N,O bidentado, envolvendo apenas o grupo
sulfonamida, foi relatado por Pasini e colaboradores, > para um complexo de
Pt(Il) com sulfadiazina (SFD). Neste composto, de férmula minima
K[PtCL,(SFD)], a SFD apresenta coordenacdo bidentada pelo grupo
sulfonamida, apontada por evidéncias espectroscOpicas. Em particular, o
espectro vibracional no infravermelho foi imprescindivel como evidéncia do

modo de coordenacdo.
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2.1

2.2

Para este trabalho foram tracados os seguintes objetivos:

SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS
Sintese dos complexos de Ag(I) e Pt(Il) com nimesulida (Ag-NMS), em

meio aquoso;

Caracterizagdo dos complexos obtidos, com o auxilio de varias técnicas
instrumentais, como andlise elementar, andlise térmica (TQG),
espectroscopia vibracional de absor¢ao na regidao do infravermelho (IV),
espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN) de 'H, 1*C e PN

e técnicas de correlacdo;

Otimizacdo das estruturas propostas para os complexos com o auxilio do
método computacional DFT, realizando a andlise vibracional pela
resolucdo das Hessianas para avaliacdo dos espectros vibracionais € o

TD-DFT para avaliacio dos espectros eletrOnicos, quando necessario;

Sintese e caracterizacao de complexos de inclusao com NMS e Ag-NMS
em f-ciclodextrina, determinagdo das constantes de associagao utilizando
o método de Scatchard e determina¢do do modo de inclusdo utilizando

espectroscopia de RMN de 'H e NOESY.

ENSAIOS BIOLOGICOS E BIOFISICOS

Avaliagdo das propriedades antibacterianas do complexo Ag-NMS, bem
como o efeito da inclusdao em B-CD sobre esta atividade;

Avaliacdo as atividades antitumorais dos complexos Ag-NMS e Pt-NMS;
Estudo da interacdo do complexo Pt-NMS com DNA, um possivel alvo
biolégico, por meio do ensaio de intercalagdo competitiva com brometo

de etidio e por dicroismo circular.
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3.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS DE
COORDENACAO

3.1.1. Reagentes Empregados na Sintese e Caracterizacao dos
Complexos
Foram utilizados os seguintes materiais de partida: nimesulida 99% de
procedéncia Sigma; nitrato de prata 99% de procedéncia Sigma;
tetracloroplatinato(Il) de potassio 99%, de procedéncia Sigma; hidroxido de
potassio de procedéncia Fluka e solventes deuterados DMSO-dg (99,8% D) e
D»0 (99,9% D) de procedéncia Aldrich.

3.1.2. Sintese dos Complexos
3.1.2.1. Método de sintese do complexo Ag-NMS

A sintese do complexo Ag-NMS foi feita da seguinte maneira: dissolveu-
se 0,80 mmol de NMS e 0,88 mmol de hidroxido de potédssio (KOH) em 10,0
mL de 4dgua destilada. A esta solucdo, foram adicionados 0,88 mmol de nitrato
de prata (AgNOs) dissolvidos em 2 mL de dgua destilada. O sistema foi mantido
sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente, por 1 hora. Por fim, o sélido
amarelo obtido foi isolado por filtracdo, lavado com &4gua destilada fria e

posteriormente seco em dessecador sob P,O;o por 24 horas.

A andlise elementar permitiu propor a seguinte composi¢do para O
complexo: AgCi3H;1N>OsS. Valores calculados para AgCi3H1N,OsS (%): C
37,6; H 2,7; N 6,7. Valores Experimentais (%): C 37,8; H 2,4; N 6,7. Essa
composicdo evidencia a razdo 1:1 metal/ligante. Considerando esta férmula
minima, o complexo foi obtido com um rendimento de 89%. O complexo Ag-
NMS se mostrou solivel em metanol, etanol, dimetilsulféxido e acetonitrila,

parcialmente soluvel em dgua e insolivel em hexano.
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3.1.2.2. Método de sintese do complexo Pt-NMS
A sintese do complexo Pt-NMS foi feita da seguinte maneira: dissolveu-
se 1,00 mmol de NMS e 1,10 mmol de hidréxido de potassio (KOH) em 10,0
mL de 4gua destilada. A esta solug¢do, foram adicionados 0,50 mmol de
K,[PtCly], dissolvidos em 2 mL de dgua destilada. O sistema foi mantido sob
agitacdo, a temperatura ambiente, por 24 horas. Obteve-se entdo um solido
amarelo, que foi isolado por filtracdo e seco em dessecador sob P40, por 24

horas.

A andlise elementar permitiu propor a seguinte composi¢do para o
complexo: PtCycH2N4010S,2. Valores calculados para PtCysH2oN4O10S, (%): C
38,6; H 2,74; N 6,92. Valores Experimentais (%): C 38,1; H2,79; N 6,77. Com
a férmula minima definida, o rendimento obtido foi de 38%. A composi¢cdao
obtida evidencia a razdo 1:2 metal/ligante no complexo obtido. O complexo Pt-
NMS se mostrou solivel em metanol, etanol e dimetilsulf6xido e parcialmente

soluvel em 4gua.

3.1.3. Equipamentos

A andlise elementar para C, H e N foi realizada em um equipamento
Perkin Elmer 2400 CHNS/O. As andlises termogravimétricas foram realizadas
em um termoanalisador TGA/DTA simultaneo SEIKO EXSTAR 6000, nas
seguintes condices: ar sintético, razdo de fluxo de ar de 50 cm* min! e razédo
de aquecimento de 10 °C min’!, na faixa de 25 °C a 1100 °C. Os espectros
vibracionais no infravermelho (IV) foram obtidos em pastilhas de KBr, em um
espectrometro Bomem MB-Series B100 FT-IR na regido de 4000-400 cm™ com
resolugdo de 4 cm™!. Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H, 1*C

e de correlacdo ['H-'°N] foram adquiridos num equipamento Bruker Avance I1I
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400 MHz (9,395T), em solucdo. Os espectros de RMN de'H foram obtidos em
400,1 MHz, enquanto os espectros de *C-{'H} foram obtidos em 100,0 MHz.
As amostram foram analisadas em dimetilsulf6xido hexadeuterado (DMSO-d6)

e os deslocamentos quimicos sdo dados em relacdo ao tetrametilsilano (TMS).

3.14. Outros Equipamentos Utilizados na Caracterizacdo do
Complexo Ag-NMS

Os espectros eletronicos no UV-Vis foram obtidos com solu¢des aquosas
(1,67 x 10°°mol L) do analito, em cubetas de quartzo de 10,00 mm, em um
espectrofotometro Hewlett-Packard 8453, com detector de arranjo de diodos.
Medidas de espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray e
analisador por tempo de voo (ESI-QTOF-MS) foram realizadas em um
equipamento Waters Synapt HDMS (Manchester, UK). O complexo foi
dissolvido em metanol, e a solu¢do resultante foi diretamente injetada na fonte
ESI do equipamento, sob fluxo de 15 uL min!. Condi¢des de aquisi¢do tipicas
foram utilizadas, com voltagem no capilar de 3 kV, voltagem do cone de
amostragem de 20 V, temperatura da fonte de 100 °C, temperatura de
dessolvatagdo de 200°C, fluxo de gis do cone de 30 L h'!, fluxo do gis de
dessolvata¢do de 900 L h'!, e energias de aprisionamento e de transferéncia de
energia de 6 e 4 eV, respectivamente. Os espectros de massa ESI(+) (fullscans)
e os espectros de fragmentagdo para os ions isolados pelo quadrupolo (QTOF-
MS/MS) foram adquiridos com reflectrons em modo V, a uma taxa de varredura
de 1 Hz. Para o experimento de fragmentagdo, o ion desejado foi isolado no
quadrupolo e entdo a energia de colisdo da cela foi aumentada até que se

observasse fragmentacao suficiente. Anteriormente a andlise, o equipamento foi
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calibrado com oligdmeros de acido fosférico (HsPO4 0,05% em H,O/MeCN
50:50).

3.1.5. Outros Equipamentos Utilizados na Caracterizacdo do
Complexo Pt-NMS

A medida de titulagio potenciométrica foi realizada utilizando o titulador
automatico Titrino Plus 848, com dosador de 10.000 passos. As medidas foram
realizadas no modo dindmico, e as curvas de titulacdo potenciométrica foram
analisadas com a planilha CurTiPot 3.6.1° para a obtenc@o dos valores de pK,.
A amostra do complexo Pt-NMS foi preparada em solu¢cao de DMSO/H,0 80%
v/v, com concentra¢do de 1,0 x 10~ mol L' e forca i6nica ajustada com KC1 0,1
mol L!. Uma solu¢ido de NaOH 3,0 x10~* mol L"!, padronizada com biftalato de
potassio, foi utilizada como titulante. As amostras utilizadas na titulacdo
espectroscopica foram preparadas utilizando o titulador automético Titrino Plus
848. A amostra inicial, preparada pela dissolucdo do complexo Pt-NMS na
solu¢do de DMSO/H,0 80% v/v (1,0 x 103 mol L") apresentou pH 6,67. Foram
preparadas amostras com os pH 3,10; 4,05; 5,00; 6,04; 6,97; 8,11; 9,04; 10,01
e 11,11. O pH foi reduzido com quantidade adequadas de HCI 0,3 mol L! ou
aumentado com quantidades adequadas de NaOH 0,3 mol L!. Imediatamente
apOs a preparacdo, as amostras tiveram seus espectros eletronicos medidos em
um espectrofotometro Hewlett-Packard 8453 A, com detector do tipo arranjo de

diodos e utilizando uma cubeta de quartzo.
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3.1.6. Modelagem Molecular

Otimizagdes de geometria foram realizadas com o software GAMESS,>*
com um critério de convergéncia de 10~ a.u. O potencial efetivo de caroco
LANL2DZ> foi empregado para os 4tomos de prata e platina e o conjunto de
bases atdmicas 6-31G (d, p)>*~’ foi utilizado para os demais dtomos. Calculos
de Teoria do Funcional de Densidade (DFT) foram realizados utilizando o
funcional hibrido B3LYP®*¢! para resolver as equagdes de Kohn-Sham, com
um critério de convergéncia de 107 a.u. para a densidade de carga. As
geometrias finais foram confirmadas como minimos na superficie de energia

potencial através do calculo das Hessianas.

As frequéncias harmonicas de vibragdo, juntamente com as respectivas
intensidades, foram calculadas no mesmo nivel de teoria, avaliando-se as
derivadas segundas da energia em funcdo das coordenadas atdmicas. As
frequéncias foram ajustadas com um fator de escala de 0,9614, conforme
recomendado por Scott e Radom.®? Os espectros vibracionais simulados foram
obtidos pela soma de fun¢des Lorentzianas com largura a meia-altura de 20

cm! utilizando o software Molden 4.7.93

Calculos por DFT dependente do tempo (TD-DFT) foram empregados
para avaliar as transi¢Oes eletronicas no UV-Vis do complexo Ag-NMS. O
Modelo do Continuo Polarizdvel (PCM)® foi empregado para simular o efeito
da 4gua (solvente utilizado nas medidas experimentais) nas transi¢oes

eletronicas.
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3.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DE
INCLUSAO EM B-CICLODEXTRINA

3.2.1. Preparaciao do Complexo de Inclusao por Co-Evaporacao (CE)
Os complexos de inclusdo de NMS (CE-[(NMS)-B-CD]) e Ag-NMS
(CE-[(NMS)-B-CD]) em B-CD foram preparados por co-evaporagdo pela adi¢do
de 6,0 x 10° mol de B-CD e 6,0 x 10 mol de NMS ou Ag-NMS em 10,0 mL
de uma mistura dgua/etanol 1:1 v/v. As misturas resultantes foram mantidas sob
agitacao por 48 horas e evaporadas a secura em evaporador rotativo com banho

a 45 °C. O solido obtido foi entdo triturado e encaminhado para as andlises.

3.2.2. Determinacio das Constantes de Associacio em Solucao

As constantes de associacdo dos compostos [(NMS)-B-CD] e [(Ag-
NMS)-B-CD] foram determinadas utilizando quantidades fixas de NMS ou Ag-
NMS e quantidades crescentes de B-CD, conforme descrito na Tabela 1. As
amostras foram preparadas suspendendo-se 3-CD e NMS ou Ag-NMS em 10,0
mL de dgua, numa série de frascos Erlenmeyer de capacidade de 125 mL. As
misturas foram entdo mantidas sob agitacdo em um banho com agitacdo
termostatizado a 25,0 + 0,1 °C. Depois de 48 horas de agitacdo, aliquotas de 2,0
mL foram retiradas e as absorbancias foram medidas em 397 nm em um
espectrofotometro Hewlett-Packard 8453A, com detector do tipo arranjo de
diodos. Amostras contendo as quantidades correspondentes de B-CD livres

foram utilizadas como branco para as medidas de absorbancia.
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Tabela 1. Solucdes utilizadas na determinacdo das constantes de inclusdo da NMS e do
complexo Ag-NMS em B-CD

Solugdo Guest B-CD /g
N1 —
-6
: e o
-5 B ’
N4 2,7107 mol (0,0083 g) 6,4 10-5mol (0,0723 g)
N5 9,1 10”° mol (0,1036 g)
Cl =
C2 Ag-NMS 7,5 10 mol (0,0093 g)
C3 2,7 10° mol (0,0083 g) 3,5 10° mol (0,0405 g)
C4 6,4 10°mol (0,0723 g)

3.2.3. Caracterizacao dos Complexos de Inclusao em Solucao

Espectros de RMN de 'H foram adquiridos para o complexo Ag-NMS,
para a 3-CD e para o complexo de inclusdo CE-[(NMS)-3-CD] e CE-[(NMS) -
CD] em um espectrometro Bruker Avance III (400 MHz, 9,395 T), utilizando
uma sonda de 5 mm a 25 °C e aplicando-se um pulso de excitagdo a 90° com
duracgdo de 8,40 us, largura espectral de 3,3 kHz, tempo de aquisicao de 4,59 s
e tempo de relaxacdo T1 de 1 s. A espectroscopia Diferencial usando Efeito
Nuclear Overhauser (NOESY) foi utilizada para avaliar a correlacio 'H-'H
através do espaco. Os espectros de NOESY foram adquiridos para as amostras
CE-[(NMS)-B-CD] e CE-[(NMS)-B-CD], no mesmo equipamento utilizado na
aquisicdo dos espectros de 'H, aplicando-se um pulso de excita¢do a 90° de 8,40
us e um pulso a 180° de 16,80 us, com mixing time de 800 ns e tempo de
relaxacdo T1 de 1 s. Todas as amostras foram preparadas em D,0O, com
concentragdes de 10,0 mg mL™!, exceto a amostra Ag-NMS, que foi preparada

com a mdxima concentra¢do possivel de 2,0 mg mL!.
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3.3 ENSAIOS BIOLOGICOS E BIOFISICOS

3.2.1. Ensaios Antibacterianos

3.2.1.1. Método de difusdo em disco

Trés diferentes cepas bacterianas (Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, e Staphylococcus aureus ATCC
25923) foram empregadas neste estudo. Os ensaios foram realizados pelo
método de difusdo em disco (antibiograma).®>* O complexo Ag-NMS foi
testado em placas de dgar Mueller-Hilton (MH). Os micro-organismos (E. coli,
P. aeruginosa S. aureus) foram transferidos para tubos de ensaio separados
contendo 5,0 mL do meio de cultura BHI (Brain Heart Infusion) e incubados
por 18 h a 35-37°C. Quantidades suficientes dos in6culos foram adicionadas a
novos tubos até se obter a turbidez de 0,5 McFarland (~1,5x10% CFU mL™). Os
in6culos diluidos em BHI foram uniformemente semeados em placas de Petri
estéreis contendo dgar MH, com o auxilio de hastes de algodao.

Discos de papel de filtro estéreis de 10 mm de didmetro foram
assepticamente impregnados com 800 pg de Ag-NMS de acordo com o
seguinte procedimento: 20 mg do complexo Ag-NMS foram diluidos em 1,0
mL de etanol absoluto. Em seguida, 40 pL. da solucdo foram transferidos com
o auxilio de uma micropipeta para os discos de papel. Discos estéreis
impregnados com 800 pg de NMS, utilizados como controle negativo, foram
preparados da seguinte maneira: 20 mg de NMS foram dissolvidos em 1,0 mL
de 4gua e 40 uL da solugdo homogeneizada foram transferidos para os discos
de papel. Trés controles positivos foram utilizados: os antibidticos comerciais
ceftriaxona e gentamicina, além do nitrato de prata (AgNO3).

Discos impregnados com Ag-NMS, NMS e com os controles positivos
foram secos e esterilizados em um fluxo laminar vertical sob radiagdo UV por

45 minutos anteriormente ao experimento. Todos os discos impregnados foram
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colocados na superficie de dgar solido. As placas foram incubadas por 18 h a
35-37 °C e examinadas posteriormente. Os halos de inibi¢do que se formaram
ao redor dos discos foram medidos e a sensibilidade dos micro-organismos
frente aos compostos testados foi determinada com base no didmetro dos halos

de inibicdo (mm). Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

3.2.1.2. Minimal Inhibitory Concentration (MIC)

Cinco cepas bacterianas foram selecionadas: E. coli ATCC 25922, P.
aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 25923, S. aureus BEC9393 e S.
aureus Ribl. Solugoes estoque (10,0 mg mL") dos complexos de inclusdo CE-
[(NMS)-B-CD] e CE-[(Ag-NMS)-B-CD] foram preparadas em dgua, enquanto
a solucdo estoque de Ag-NMS foi preparada dissolvendo-se previamente o
composto em 500 pul. de EtOH 70% e entdo diluindo-se em 4,5 mL de dgua,
obtendo-se também a concentra¢do final de 10,0 mg mL"!.

Os ensaios foram realizados seguindo-se as recomendacdes do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI).®> As bactérias foram cultivadas em
caldo Mueller-Hinton a 37 °C por 18 horas e, em seguida, diluidas em solu¢do
de caldo Mueller-Hinton até atingir a escala turbidimétrica 1 McFarland (3,0 x
10® UFC/mL). Na primeira linha de pogos de uma microplaca de 96 pocos,
foram adicionados 50 puL de suspensdo bacteriana e 50 puLL de solucdo estoque
dos compostos testados, alcangando-se assim uma turbidez de 0,5 McFarland
(1,5 x 103 UFC/mL). Nos pogos seguintes, foram utilizados 50 pL da suspensdo
bacteriana e 50 uL. da solug¢do contida no poco anterior, até um total de sete
dilui¢des para cada composto testado. Vancomicina e cloranfenicol foram
utilizados como controles positivos das cepas Gram-positivas e Gram-

negativas, respectivamente. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.2.2. Cultura Celular e Ensaios de Citotoxicidade

As células foram rotineiramente crescidas em DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e
antibiéticos (100 ug cm™ de penicilina, 10 pg cm™ de estreptomicina) em um
incubador umidificado contendo 5% de CO, a 37 °C. Os valores de
concentracao que levaram a uma redugao de 50% na viabilidade celular (ICs)
foram usados como um parametro de comparagdo para a citotoxicidade. A
cisplatina foi usada como controle positivo para as células testadas SK-mel-103
(melanoma humano), Panc-1 (carcinoma pancreatico humano) e Balb/c 3T3
(fibroblasto de rato), com valores de ICsp = 7,50 umol L! para células SK-mel-
103, 15,0 umol L! para células Panc-1 e 20,0 pmol L! para células Balb/c 3T3.
O solvente DMSO (0,10%) foi usado como controle negativo. As células (~1,0
x 10° células mL!) foram colocadas em placas de 96 pogos, € 24 horas depois
foram expostas a solu¢des de Ag-NMS e Pt-NMS (20-300 pmol L!). Depois de
48 horas, as soluc¢des foram removidas e 100 pL de solu¢ao MTT (0,50 mg mL"
'em meio de cultura FBS livre) foram adicionados a cada poco. Apds incubagio
por 2 horas a 37 °C, os sobrenadantes das solu¢cdes MTT foram removidos e os
cristais de formazan, resultantes da reducao do MTT, foram solubilizados em
100 pL de etanol. A placa foi agitada por 5 min em agitador apropriado e os
valores de absorbancia foram medidos em 570 nm, num leitor de microplacas

(Synergy HT, BioTek).’

3.2.3. Ensaios Biofisicos
3.2.3.1. Didlise do CT-DNA
A solucdo estoque de DNA foi preparada pela dissolucdo de DNA de
timo de bezerro (calf thymus DNA, CT-DNA com 42% de pares de base GC)
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em tampdo NaClO4 10,0 mmol L!. Esta solucdo foi entdo dialisada por 48h
contra NaClO, 10,0 mmol L', utilizando membrana de dialise Sigma com corte
de massa molar de 14.000 Da. A concentracao final de DNA foi determinada
espectrofometricamente em termos de concentragdo de nucleotideos,

considerando-se o coeficiente de extingdo molar g5 = 6600 mol! L cm™.%8

3.2.3.2. Intercalagcdo competitiva com brometo de etidio

Amostras de CT-DNA com concentragio de 100 pmol L' foram
incubadas com a NMS (ri=0,1) e com o complexo Pt-NMS (1i=0,1 e 0,2) por
24h a 37 °C. O termo r; representa a razao molar composto/nucleotideo. Uma
solucdo tampao de NaClO, 10 mmol L' foi utilizada para a dilui¢io da solucdo
estoque de CT-DNA. Apés o periodo de incubacido, as amostras foram
transferidas para uma cubeta de quartzo com 4 faces polidas, e quantidades
crescentes de brometo de etidio foram adicionadas (r; entre 0,0 e 0,14) a cada
amostras de CT-DNA incubado com NMS e Pt-NMS, monitorando-se a
emissado em 600 nm (Aexciagio = 525 nm) em um espectrofotdometro de

fluorescéncia Varian Cary Eclipse, a 25 °C.

3.2.3.3. Dicroismo circular
Amostras de CT-DNA de concentracdo de 100 pumol L foram incubadas
com a NMS (1i=0,1, 0,2 e 0,3) e com o complexo Pt-NMS (1i=0,1, 0,15, 0,2,
0,25 e 0,3) por 24h a 37 °C. O termo r; representa a razdo molar
composto/nucleotideo. Uma solu¢do tampdo de NaClO; 10 mmol L' foi
utilizada para a diluicdo da solucdo estoque de CT-DNA. Apds o periodo de
incubagdo, as amostras foram transferidas para uma cubeta de quartzo e

analisadas em um espectropolarimetro Jasco J720 a 25 °C.
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4.1. CARACTERIZACAO DO COMPLEXO Ag-NMS

4.1.1. Analise Térmica

A curva referente a andlise termogravimétrica do complexo Ag-NMS ¢é
apresentada na Figura 11. E possivel observar que a decomposi¢io da parte
organica da molécula se inicia em 190 °C, passando por duas etapas de perda
de massa, levando a formagdo de um residuo a 475 °C. A perda de massa
esperada para um ligante NMS corresponde a 74,0 %. Experimentalmente, a
perda observada foi de 69,9 %. Um residuo de prata metélica corresponderia a
26,0 % da massa inicial. A massa final do residuo, obtida experimentalmente,
foi de 28,3 %. Estes resultados sdo consistentes com a composi¢ao do complexo
Ag-NMS inicialmente proposta por andlise elementar, e demonstram a

estabilidade térmica do composto até 190 °C.

110 T T T T T T T T T
l - 210
100 -
. L 180
90
X 70 - 120 O
~ | -
5 ] Am = 69,9 % >
60 Z
7)) —90
= 1 =
= 504
l - 60
40
T o — 30
30 28,3 % _
20 T T T T T T T T T T 0
0 200 400 600 800 1000

Temperatura / °C

Figura 11. Curva termogravimétrica (TG) e andlise térmica diferencial (DTA) do
complexo Ag-NMS.
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4.1.2. Espectrometria de Massas (ESI-QTOF-MS)

A andlise por ESI-QTOF-MS do complexo Ag-NMS (Figura 12A)
mostra a presenga da forma monomérica do complexo proposta pelas anélises
elementar e térmica, aparecendo como o fon [AgNMS+H]* (m/z 414,95) e
também sob a forma dos fons [AgNMS+Na]* e [AgNMS+K]" em m/z 436,93 e
444,24 respectivamente. Também se observa, em menor abundancia, a espécie
dimérica monoprotonada ([AgNMS,+H]* m/z 828,91), assim como os
respectivos adutos de sédio e potdssio. fons triméricos sdo observados apenas
sob as formas ([Agz:NMSs+Na|* e [AgsNMS;+K]*) em m/z 1264,82 ¢ 1280,80,
respectivamente. O ligante livre também € observado, principalmente sob a
forma de adutos com sodio e potassio, em m/z 331,04 e 347,01,

respectivamente.

O padrao isotopico do ion monoprotonado [AgNMS+H]" mostra grande
concordancia com a predicao tedrica (Figura 12B). O erro de massa foi de -0,5

ppm (m/z calc. 414,9518, m/z exp. 414,9516).

Para confirmar a composi¢do proposta da espécie [AgNMS+H]*, o
espectro de fragmentacdo i6nica (Figura 12C) foi adquirido para o ion
monoprotonado. No espectro de fragmentacao, observa-se a perda de CH3SO;
(79 Da), seguida pela perda de Ag (107 Da). Também se observa a perda direta
do ligante NMS (308 Da). A fragmentacdo observada confirma a estrutura

proposta.
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Figura 12. (A) ESI-QTOF-MS do complexo Ag-NMS, (B) Padrao isotépico experimental

e tedrico e (C) Espectro de fragmentacdo i6nica para a espécie monoprotonada

[AgNMS+H]* de m/z 414,95
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4.1.3. Espectroscopia Eletronica de Absorc¢ao no UV-Vis

O espectro eletronico de absor¢ao no UV-Vis da NMS e do complexo

Ag-NMS sao mostrados na Figura 13.
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Figura 13. Espectros de absor¢do eletronica no UV-Vis (A) para o complexo Ag-NMS e
(B) ligante. As linhas tracejadas marcam os valores de energia das transi¢des calculadas por
TD-DFT e altura das linhas indica a for¢a do oscilador associada a transi¢ao. Para mais
detalhes sobre o cédlculo de TD-DFT, veja a secdo 4.1.6.3.

O espectro do ligante NMS € dominado por transi¢coes n-n* e exibe uma
banda com médximo de absorcdo em 389 nm. Esta banda estd relacionada ao
grupo nitro-aril e € deslocada para baixas energias pelo efeito retirador de
densidade eletronica causado pelo grupo NO,. Também sdo observadas pelo
menos duas transi¢des pouco intensas na regido do UV, em 225 nm e 270 nm.

A coordenacdo da NMS a prata(I) ndo muda o perfil do espectro, mas as bandas
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se tornam mais intensas. Em particular, a banda localizada no visivel,
responsavel pelo cor amarela do complexo Ag-NMS, tem sua intensidade
aumentada em 22 vezes (o coeficiente de absortividade molar desta banda vai

de 570 L mol! cm! na NMS para 12.655 L mol™! cm™! no complexo Ag-NMS).

4.1.4. Espectroscopia Vibracional no Infravermelho (IV)

Na Figura 14 siao apresentados os resultados obtidos por espectroscopia
vibracional de absor¢do na regido do infravermelho do ligante e do complexo
Ag-NMS. Uma amplia¢do da regido de 2000 cm™ — 400 cm™ é mostrada na
Figura 14B.

Os espectros vibracionais no infravermelho de diferentes sulfonamidas
foram bem estudados e reportados na literatura.®’° Para S-metil sulfonamidas,
dentre as diferentes vibracdes reportadas, destacam-se: v(N-H) do grupo
sulfonamida, observado entre 3320-3250 cm™!, quatro bandas caracteristicas do
grupo sulfonil, 0 v,(0O=S=0) na regido de 1350 cm™!, 0 v{(0O=S=0) em torno
de 1160 cm™! e os modos de deformacio scissoring € wagging em 568-520 e
529-487 cm! respectivamente. Por fim, espera-se o v(C-S) na regido 773-754
cm.

A Figura 14 mostra que todas estas bandas sdo observadas no espectro
da NMS. O estiramento (N-H) aparece como um sinal fino e intenso em 3284
cm’!. Os quatro sinais caracteristicos do grupo sulfonil também aparecem:
Vas(0=S=0) em 1342 cm’!, v{(O=S=0) em 1153 cm’!, a deformacio scissoring
em 553 cm! e a wagging em 516 cm’!. Sdo também observados o estiramento
(C-S) em 754 cm! e as duas bandas caracteristicas do grupo NO,: v,5(O=N=0)
em 1522 cm™ e vy(O=N=0) em 1317 cm™".
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Figura 14. (A) Espectros vibracionais no infravermelho da NMS e do complexo Ag-NMS
de 4000 — 400 cm™. (B) Espectros vibracionais no infravermelho da NMS e do complexo

Ag-NMS na regido de 2000 — 400 cm™'.

O espectro vibracional no IV do complexo Ag-NMS mostrou diversas

evidéncias que comprovam a formagdo do complexo. A primeira, e mais

pronunciada delas, € o desaparecimento da banda referente ao Vv(N-H),

demonstrado na Figura 14A, devido a perda do hidrogénio, anteriormente

ligado ao N do grupo sulfonamida, com a coordenacgdo a prata. Além disso, o

deslocamento dos estiramentos v,(O=S=0) e v{(O=S=0) para menores
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energias, representado na Figura 14B, é uma primeira evidéncia de que a
coordenacdo da NMS a Ag(I) ndo ocorre somente pelo nitrogénio, podendo
também haver a participag¢io do grupo (O=S=0).

E importante ressaltar que o deslocamento das bandas associadas aos
estiramentos assimétricos e simétricos da sulfonamida para menores energias
indica o enfraquecimento da ligacdo S=0 e, consequentemente, sugere que a
coordenacdo ocorre pelo O e ndo pelo S do grupo O=S=0. Se a coordenac¢do

ocorresse pelo S seria esperado um deslocamento para maiores energias.’!

4.1.5. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Figura 15 apresenta a estrutura da NMS, com seus dtomos de carbono

numerados.

2'

1 3

6! 4'

Figura 15. NMS, com numerag¢do de carbonos.

4.1.5.1. RMN de'H
A espectroscopia de RMN de 'H em solucgio foi utilizada para obter

detalhes a respeito dos sitios de coordenacdo da NMS a Ag(I). Os espectros
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obtidos para NMS e Ag-NMS sdo apresentados na Figura 16, enquanto as

atribuicdes e deslocamentos quimicos sao mostrados na Tabela 2.
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Figura 16. Espectros de RMN de 'H para a NMS (em preto) e para o complexo Ag-NMS
(em vermelho). A regido aromédtica € mostrada em destaque em (B).
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Tabela 2. Atribuicodes, deslocamentos quimicos e multiplicidades dos sinais nos espectros de
RMN de 'H da NMS e do complexo Ag-NMS — A$§ representa a diferenga entre o

deslocamento quimico de um sinal no complexo e no ligante livre.

Atribuicdo’? NMS & / ppm Ag-NMS § / ppm A8 /ppm  Multiplicidade
CH; 3,20 2,78 -0,42 S
2’6’ 7,16-7,18 6,93 — 6,95 -0,23 d
4 7,25 -17,29 7,07 -7,11 -0,18 t
3.5 747 -17,51 7,27 -7,31 -0,20 t
3 7,53 -7,54 7,41 -7,42 -0,12
6 7,73 -17,75 7,58 — 7,60 -0,15 d
5 8,01 - 8,04 7,90 - 7,93 -0,11 dd
NH 10,2 - - S

s = simpleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto e t = tripleto

Primeiramente, o hidrogénio que aparece como um simpleto em 10,2 ppm
no espectro de "H da NMS deixa de ser observado no espectro do complexo Ag-
NMS. Este sinal € atribuido ao dtomo de hidrogénio ligado ao nitrogénio do
grupo sulfonamida da NMS. Este dado evidencia a perda do H do grupo
(O,SNH), e a coordenacdo do nitrogénio deste grupo a Ag(I).

Observando também os valores de A apresentados na Tabela 2, é
possivel perceber que todos os hidrogénios sdo deslocados para campo alto com
a coordenacgdo. O deslocamento mais pronunciado (-0,42 ppm) ocorre para os
atomos de hidrogénio do grupo metil, que aparece ligado ao 4&tomo de enxofre

do grupo sulfonamida.

4.1.5.2. RMN de °C
A NMS apresenta 13 atomos de carbono em sua estrutura, desta maneira
a espectroscopia RMN de '3C é capaz de oferecer detalhes importantes a

respeito da variacdo de densidade eletronica nestes dtomos de carbono com a
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coordenacdo da NMS a Ag(I), oferecendo uma resposta mais completa a

respeito dos possiveis sitios de coordenacao.

A Figura 17 mostra o espectro de RMN de '3C obtido para a NMS e para
o complexo Ag-NMS, em DMSO-d6 a 25°C. Os deslocamentos quimicos e a
atribuicdo de cada sinal do RMN de *C sdo mostrados na Tabela 3. As
atribuicdes dos sinais de *C do ligante foram confirmadas por HMBC e HSQC
['"H-13C] (Apéndice A).

As andlises de RMN de "*C do complexo Ag-NMS, em comparacdo ao
ligante livre NMS, mostram um deslocamento para campo alto do sinal
atribuido ao CHs, com um Ao de 2,36 ppm. Este dado, somado ao significativo
deslocamento quimico dos hidrogénios deste mesmo grupo, refor¢a a proposta
de coordenacgdo da prata pelo 4tomo de O do grupo O=S=0, que € vizinho ao
grupo metil em questdo. O espectro HMBC ['H-'*C] do complexo Ag-NMS ¢

apresentado no Apéndice B.

0, 0
U C/S\N/H ——NMS
. I ., —— Ag-NMS
s[/ ‘ Z/OY\\‘T'
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Figura 17. Espectros de RMN de '3C da NMS e do complexo Ag-NMS.
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Tabela 3. Atribuicdes dos sinais de RMN de '*C NMR e deslocamentos quimicos para a

NMS e para o complexo Ag-NMS.

Atribuicao NMS o / ppm Ag-NMS 6/ ppm Ad / ppm
CH3 40,89 38,52 -2,37
3 112,4 113,4 1,0
5 119,3 117,9 -1,4
2,6’ 119,5 1184 -1,1
6 121,1 120,4 -0,7
4 124,9 123,7 -1,2
3.5 130,3 129,9 -0,4
1 135,6 137,2 1,6
4 143,1 145,6 2,5
2 147,5 140,0 0,5
I 155,0 156,2 1,2

4.1.5.3. Espectroscopia de RMN bidimensional: HMBC ['H-°N]

O complexo Ag-NMS foi estudado por HMBC ['H-'"N] . Para a obten¢io
de deslocamento quimico de !N, foi utilizado um método indireto de
acoplamentos a longa distancia ['H-""N] HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Coherence). O espectro do complexo foi analisado em comparacdao com o
espectro do ligante livre. Os espectros bidimensionais ['H-'"N] HMBC do

ligante e do complexo sdo apresentados na Figura 18.

O espectro ['H-"'N] da NMS mostra o sinal do N pertencente ao grupo
sulfonamida com um deslocamento quimico de 115,1 ppm. J4 no espectro do
complexo Ag-NMS, o deslocamento quimico do nitrogénio do grupo
sulfonamida é observado em campo mais baixo, em 144,3 ppm. O valor

observado de Ad= 29,2 ppm (Scomplexo - Oligante) € Uma resposta definitiva que
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assegura a coordenacao da Ag(I) pelo atomo de nitrogénio do grupo (N-H) da
NMS. Nao foi observada variacao significativa no deslocamento quimico do
nitrogénio do grupo NO, da molécula da NMS (6 = 369,7 ppm) quando
comparada ao complexo Ag-NMS (6 = 371,0 ppm), o que nos mostra que este

grupo nao participa da coordenagdo a prata(I).

%
é

«  -SO:N g £
A 115,1 ppm B -SO:N
144,3 ppm
_ NO i No.  [®
369,7 ppm 371,0 ppm

—— —— T ——
8.0 78 7.0 F2 [ppm] 8.0 75 7.0 F2 [ppm]

Figura 18. ['"H-'>’N] HMBC (A) da NMS e (B) do complexo Ag-NMS.

4.1.6. Modelagem Molecular

A modelagem molecular foi aplicada a NMS e ao complexo Ag-NMS
com o objetivo de se estabelecer, em conjunto com os dados experimentais, a
estrutura mais provavel do complexo, uma vez que ndo foi possivel se obter um

monocristal do complexo Ag-NMS.

4.1.6.1. Otimizacdo de Geometria
Foi feita, inicialmente, a otimiza¢do da geometria molecular da NMS. A

estrutura obtida foi confirmada como um minimo de energia por meio da
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simulagdo do espectro no infravermelho, ndo sendo observadas frequéncias
imaginéarias. A Figura 19 mostra a geometria final obtida como um minimo de

energia potencial.

Figura 19. Geometria otimizada da NMS, utilizando B3LYP/6-31G(d,p). Cddigo de cores:
vermelho para O, azul para N, amarelo para S, cinza escuro para C e branco para H.

A obten¢do da estrutura otimizada permitiu também a determinacdo de
distancias e angulos de ligacdo. Alguns pardmetros geométricos foram
selecionados para a NMS e sdo apresentados na Tabela 4 juntamente com
distancias e angulos de ligacdo obtidos experimentalmente por difracdo de

monocristal, reportados por Dupont e colaboradores.”

As principais distancias e angulos de ligacdo da NMS, obtidos com a
otimizagdo de geometria molecular, concordam com boa precisdo com o0s
resultados experimentais apresentados na Tabela 4. Pequenas diferencas
encontradas nos valores experimentais e tedricos podem ser causadas pela

presenca de ligacdes de hidrogénio intermoleculares entre N(1)-H---O(5)
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descritas pelos autores na andlise do monocristal. Os calculos tedricos
consideram a molécula isolada na fase gasosa. Desta maneira, € possivel afirmar
que a estrutura molecular obtida pelo calculo tedrico possui geometria muito

similar da molécula NMS no estado solido cristalino.

Tabela 4. Distancias e angulos de ligag¢do obtidos por cédlculo DFT (B3LYP/6-31G(d,p)) para
a NMS e comparacdo com valores experimentais obtidos por difracio de raios X de
monocristal.”

Ligacao Teérico/ A Exp./A Ligacao Teérico/ A Exp./ A
S—Ol 1,406 1,431 C2—03 1,379 1,377
S—O02 1,462 1,432 C4—N2 1,465 1,464
S—NI1 1,693 1,641 N2—O5 1,232 1,217

S—CH3 1,805 1,746 N2—0O6 1,233 1,220

N1—C1 1,400 1,409 03—Cr’ 1,397 1,400

C1—C2 1,416 1,396 Cr—Ccz 1,396 1,369

C2—C3 1,386 1,377 c2—C3 1,395 1,376

C3—C4 1,396 1,381 c3y—C4 1,397 1,361

C4—C5 1,392 1,364 C4—Cs 1,396 1,364

C5—C6 1,392 1,388 C5—C6’ 1,396 1,362

C6—C1 1,402 1,376 c6o—Cr’ 1,393 1,364
Angulo Teérico/°  Exp./° Angulo Tedrico/°  Exp./°

S—N1—C1 126,9 124,7 C2—03—Cr’ 119,8 119,7

A 1investigagdo tedrica da coordenacdo da NMS ao atomo de prata foi
realizada a partir da estrutura otimizada da NMS. Duas estruturas iniciais do
complexo foram avaliadas, uma delas com NMS monodentada, coordenada a
prata(I) apenas pelo dtomo de nitrogénio do grupo sulfonamida, e outra onde a
NMS se coordena de maneira bidentada, pelos atomos de N e O do grupo
sulfonamida. Ambas as estruturas propostas inicialmente convergiram para uma

mesma estrutura final, onde a coordenagdo ocorre pelos dtomos de N e O do
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grupo sulfonamida. Os célculos realizados nao levam em conta a possibilidade
de formacgdo de uma rede estendida para o complexo Ag-NMS, o que também
suportaria as evidéncias experimentais de interagdes entre o oxigénio e o

nitrogénio do grupo sulfonamida com a Ag(D).

Figura 20. Geometria otimizada do complexo Ag-NMS utilizando B3LYP/6-31G(d,p) e
LANL2DZ. Cédigo de cores: vermelho para O, azul para N, amarelo para S, cinza escuro
para C, branco para H e cinza claro para Ag.

A Figura 20 mostra a estrutura obtida, confirmada como um minimo de
energia potencial pelo célculo das frequéncias vibracionais, sem apresentar
frequéncias imagindrias. A Tabela 5 apresenta alguns parametros geométricos
selecionados para o complexo Ag-NMS, obtidos pela otimizacdo da geometria
molecular, bem como a variagdo das distancias e angulos em relag¢do ao ligante

livre (Ad e AZ, respectivamente).

A Tabela 5 mostra que as ligacOes que t€ém seus comprimentos mais

afetadas pelo estabelecimento da ligagdo com a Ag(I) sdo aquelas mais
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proximas aos sitios de coordenacdo, principalmente aquelas que fazem parte do

grupo sulfonamida, conforme esperado.

Tabela 5. Distancias e angulos de ligacdo obtidos pela otimizacdo de geometria do complexo
Ag-NMS e variagdo das distancias e angulos em relacdo ao ligante livre (Ad e AZ,
respectivamente).

Ligacao Teérico/ A Ad/A Ligacao Teérico/ A Ad/A
N1—Ag 1,952 - C2—03 1,375 -0,002
S—O1 1,471 0,040 C4—N2 1,468 0,004
S—02 1,476 0,044 N2—O5 1,232 0,015
S—NI1 1,661 0,020 N2—O6 1,232 0,012
S—CHj; 1,790 0,044 03—Cr’ 1,397 -0,003
N1—C1 1,389 -0,020 cr—Ccz 1,395 0,026
C1—C2 1,415 0,019 c2’—C3 1,395 0,019
C2—C3 1,391 0,014 Cc3y—C&4 1,398 0,037
C3—C4 1,393 0,012 C4—C5 1,396 0,032
C4—Cs 1,392 0,028 C5—C6’ 1,397 0,035
C5—C6 1,389 0,001 c6o—C1’ 1,393 0,029
C6—Cl1 1,402 0,026

Angulo Tedrico/° AL/° Angulo Teérico/ A A/ /°

S—N1—Cl1 116,2 8,5 C2—03—Cr’ 119,1 0,7

4.1.6.2. Espectros vibracionais
Para confirmar que a geometria obtida € de fato uma superficie de minimo
de energia potencial, foram calculadas as Hessianas e ndo houve o aparecimento
de frequéncias imagindrias. A Figura 21 mostra a comparacdo do espectro

vibracional tedrico com o espectro obtido experimentalmente para a NMS.
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Figura 21. Espectros vibracionais no infravermelho calculado e experimental para a NMS.

A Figura 21 mostra que o espectro calculado para o ligante NMS ¢é
consistente com o obtido experimentalmente. Como esperado, as vibragoes
Vas(0=S=0), v{(0=S=0), v(C-S), v.s(O=N=0) e v{(O=N=0), que possuem
energias mais baixas, concordam muito bem o resultado experimental. O
espectro vibracional calculado também foi util para assegurar que todas as
atribuicdes dos modos vibracionais feitas para a NMS na secdo 4.1.4 estdao
corretas, uma vez que a andlise vibracional fornece a contribuicdo de cada

atomo num determinado modo vibracional.

O calculo das Hessianas também foi feito para o complexo Ag-NMS, e
confirmou que a estrutura obtida ¢ um minimo na superficie de energia
potencial uma vez que ndo foram observadas frequéncia imaginarias. Obteve-
se com isso o espectro vibracional tedrico do complexo Ag-NMS. A Figura 22

exibe a comparagao deste com o espectro obtido experimentalmente.
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Figura 22. Espectros vibracionais no infravermelho calculado e experimental para o
complexo Ag-NMS.

A Figura 22 mostra que o espectro calculado para o complexo Ag-NMS
concorda com o obtido experimentalmente. As energias calculadas para as
vibragdes v,(0=S=0), v,(0=S=0), v(C-S), v,(0O=N=0) e v,(O=N=0)
concordam muito bem com o espectro experimental, e o espectro vibracional
calculado também foi util para assegurar que todas as atribui¢cdes dos modos

vibracionais feitas na secdo 4.1.4 para o complexo Ag-NMS estdo corretas.

As absorc¢des observadas em 1342 cm™! (calculado: 1378 cm™) e 1153
cm’! (calculado: 1134 cm™) no espectro no IV experimental da NMS foram
confirmadas pelo espectro simulado como sendo referentes aos estiramentos
(O=S=0) assimétrico e simétrico, respectivamente. O espectro experimental do
complexo Ag-NMS mostra um deslocamento de 48 cm™! para baixas energias
de ambos os modos de estiramento O=S=0. J4 o espectro calculado mostra que

o estiramento assimétrico é deslocado em 86 cm™' para menores energias,
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quando comparado com o mesmo modo vibracional calculado para a NMS. Este
dado tedrico confirma a proposicao da participacdo do um dos oxigénios do

grupo sulfonil na coordenacdo da NMS a Ag(D).

4.1.6.3. Espectros eletronicos
Célculos de DFT dependente do tempo (TD-DFT) permitiram
compreender a natureza das transicoes observadas no espectro UV-Vis do

ligante e do complexo Ag-NMS.

Figura 23. Orbitais de Kohn-Sham de fronteira (A) para a NMS e (B) para o complexo Ag-
NMS.

A Figura 13 apresentada anteriormente mostra as transicoes eletronicas
calculas bem como os espectros eletronicos experimentais da NMS e do

complexo Ag-NMS. Todas as bandas observadas sdo transicdes m-m*, e a
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HOMO-LUMO ¢€ a de mais baixa energia. A Figura 23 mostra os orbitais de
fronteira de Kohn-Sham para a NMS e para o complexo Ag-NMS.

A Figura 23 mostra que os orbitais HOMO e LUMO de Kohn-Sham
estdo centrados nos grupos aril, e 0 LUMO t€m grande influéncia do grupo NO,,
explicando porque esta transicdo € de baixa energia. Essencialmente, todas as
outras transi¢cdes sao do mesmo tipo, ja que todas elas tem origem em orbitais
. E possivel verificar ainda que os orbitais de fronteira de Kohn-Sham do

complexo Ag-NMS siao muito similares aos do ligante NMS.

Apesar destas pequenas diferencas, os cdlculos confirmam que a
coordenacdo ndo muda a natureza das transi¢oes. A forca do oscilador associada
a transi¢do eletronica situada na regido do visivel € maior para o complexo Ag-
NMS, quando comparadas com a NMS. A Tabela 6 mostra os valores obtidos

para cada transigao.

Tabela 6. TransicOes eletronicas calculadas por TD-DFT para a NMS e para o complexo
Ag-NMS. A forga do oscilador é representada por fo.

NMS Ag-NMS

Energia Energia
Transicao fo Transicao fo
eV nm eV nm

3,33 373 0,099 3,24 383 0,122

p—
p—

2 3,87 320 0,117 2 3,34 371 0,004
3 3,96 313 0,138 3 3,61 343 0,011
4 4,01 309 0,031 4 3,77 329 0,015
5 4,20 295 0,024 5 3,87 320 0,087
6 4,42 280 0,000 6 3,92 316 0,024
7 5,02 247 0,151 7 3,95 314 0,071
8 5,25 236 0,064 8 4,05 306 0,124
9 5,46 227 0,079 9 4,38 283 0,001
10 5,54 224 0,022 10 4,44 279 0,012
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4.1.7. Inclusdo do Complexo Ag-NMS em B-ciclodextrina

4.1.7.1. Espectroscopia no UV-Visivel
A espectroscopia eletronica no UV-Visivel foi utilizada com o objetivo
de se determinar o valor das constantes de associacdo para os sistemas de NMS
e Ag-NMS. Os espectros foram adquiridos até 72 horas apds o inicio do
experimento, entretanto ndo foram observadas mudancas apos 48 horas. Os

dados apresentados a seguir correspondem aos obtidos apds 48 horas.

Os espectros eletronicos da NMS e do complexo Ag-NMS apresentam
uma transi¢do em torno de 390 nm. Conforme mencionado na secdo 4.1.6.3,
esta transi¢cdo € referente a transicdo HOMO-LUMO rn-n*. Esta transi¢ao foi

utilizada para monitorar a inclusdo da NMS e do complexo Ag-NMS em B-CD.

Com a inclusdo, o espectro eletronico no UV-Vis mostra dois fendmenos.
Primeiro, a transi¢cdo m-n* é deslocada para cerca de 400 nm. Como esta
transi¢do € atribuida a transicilo HOMO-LUMO, o deslocamento batocromico
sugere que a inclusdo reduz a diferenga de energia entre os orbitais de fronteira
tanto para a NMS quanto para o Ag-NMS. Além disso, o coeficiente de
absortividade molar da transicdlo HOMO-LUMO ¢ aumentado com a inclusdo

de ambos 0s compostos.
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Figura 24. Espectro eletronico no UV-Vis (A) das solu¢cdes de NMS e concentragcdes
crescentes de B-CD e (B) Espectro eletronico no UV-Vis das solugdes de Ag-NMS e

concentragdes crescentes de B-CD (concentracdes descritas na Tabela 1).



4.1.7.2. Determinagcdo da constante de associacdo em solugdo
A constante de associagdo (K,) dos sistemas [(NMS)-B-CD] e [(Ag-

NMS)-B-CD] foi obtida considerando-se o seguinte equilibrio:
H+ G = HG (1)

onde o host (H) € a B-CD, o guest (G) € NMS ou Ag-NMS e o complexo de
inclusdao (HG) é [(NMS)-B-CD] ou [(Ag-NMS)-B-CD]. A absorbancia no UV-
Vis para um sistema que contém as trés espécies H, G e HG pode ser escrita

como:
A = eyb[H] + €;b[G] + ey;b[HG] (2)

A molécula guest (G) estd em equilibrio com o complexo de inclusdao HG,

o que faz com que [G] e [HG] estejam correlacionadas:
A= ng[H]O + AEHGb[HG] (3)

Onde Aey; = €ye — €y — € € [G] € a concentragdo inicial da molécula guest.
Por fim, combinando (3) com a defini¢cdo da constante de associacdo K,, uma

expressao nao-linear € obtida:

4A  AeygKglGl[H]o

_ 2oncKalGlHlo oy

b 14K,4[G]

Uma das abordagens utilizadas para linearizar a equagao 4 € o método de
Scatchard.”* Aqui, este método € utilizado com uma pequena alteragdo. Os
sistemas descritos por Scatchard, assim como muitos dos sistemas de inclusao
em B-CD, apresentam valores negativos de AA com a inclusdo. Entretanto, os
sistemas de inclusdao com NMS e com Ag-NMS apresentam valores positivos
de AA. Levando tal informac¢do em conta, a equacao de linearizagdo obtida € a

seguinte:
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AA

b[G]

AAK,
b

+ AeycKy[H]y

)

Desta maneira, a abordagem apresentada permite obter o valor de K,
como a inclinagdo da curva de AA/b[H] contra AA/b. A Figura 25 mostra as

curvas obtidas para a NMS e para o complexo Ag-NMS.
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Figura 25. Curvas utilizadas para a determinagao das constantes de associacao entre (A)
NMS e (B) Ag-NMS com B-CD.
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Os valores calculados de K, para a NMS e Ag-NMS pelo método de
Scatchard foram de 367 £ 3 L mol™” e 370 + 2 L. mol’!, respectivamente. O
comportamento observado para ambos os compostos € bem descrito por uma
unica regressdo linear, o que indica a existéncia de uma unica constante de
associacao para cada sistema. Para fins comparativos, o complexo de inclusio
de nitrobenzeno em B-CD apresenta um K, = 154 L mol! (pH = 7,0)” e o
complexo de inclusio de para-nitrofenol em B-CD apresenta K, = 130 L mol’!

para a espécie neutra.’”

4.1.7.3. RMN de'H
A espectroscopia de ressonincia magnética nuclear prové informagdes
estruturais de sistemas supramoleculares através de uma observacgao direta.
Diferencas entre o deslocamento quimico de sinais dos componentes do sistema
de inclusdo e o complexo de inclusdo podem fornecer informa¢des importantes

sobre a inclusao em si.

A Figura 26 mostra a atribuicao dos hidrogénios da B-CD. A Figura 27,
por sua vez mostra os espectros de RMN de 'H do guest livre (Ag-NMS), host
livre (B-CD) e o complexo de inclusdo CE-[(Ag-NMS)-B-CD].

Exterior
Cavidade hidrofilico
hidrofébica o

Figura 26. Estrutura de repeticao da glicopiranose (para a 3-CD, n=7), e énfase na estrutura
toroidal da B-CD, onde sdo indicados os hidrogénios internos e externos a cavidade.
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Figura 27. Espectros de RMN de '"H NMR para (A) Ag-NMS, (B) B-CD e (C) CE-[(Ag-
NMS)-B-CD] nas regides 2,5 — 4,0 ppm e 6,0 — 8,0 ppm.
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Observando a Figura 26, fica claro que os hidrogénios 3 e 5 sdo 0s mais
sensiveis a inclusdo, por estarem no interior da cavidade. Na Figura 27, é
possivel observar que ambos os hidrogénios 3 e 5 sdo deslocados para campo
alto com a formac¢do do complexo de inclusdo, enquanto os hidrogénios
externos 2 e 4 permanecem inalterados com a inclusdo. Todos os deslocamentos

quimicos de 'H sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Atribui¢des dos sinais de RMN de 'H, deslocamentos quimicos e multiplicidade
para os compostos Ag-NMS, 3-CD e CE-[B-CD-(NMS)]. Ao € a diferenca (em ppm) entre
o deslocamento quimico de um determinado sinal no complexo de inclusdo e este mesmo
sinal no Ag-NMS ou na B-CD livres.

Ag-NMS Multiplicidade & AgNMS/ppm & [B-CD-(Ag-NMS)]/ppm  AS

HS5 dd 7,92 7,92 0,00
H6 d 7,59 7,73 0,14
H3 d 7,42 7,53 0,11
H3', HS' t 7,29 7,34 0,05
H4' t 7,09 7,07 -0,02
H2', H6' d 6,94 6,82 -0,12

B-CD Multiplicidade o B-CD / ppm o [B-CD-(Ag-NMS)] / ppm Ad

1 d 4,98 4,97 -0,01
3 t 3,86 3,78 -0,08
6 S 3,78 3,79 0,01
5 dt 3,76 3,66 -0,10
2 dd 3,55 3,55 0,00
4 t 3,50 3,49 -0,01

s = simpleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto, t = tripleto, dt = duplo tripleto

De acordo com Greatbanks e Pickford,”” a avaliacio do Ad dos
hidrogénios internos da B-CD (Ad = 6 complexo de inclusdo — 6 B-CD livre)
pode dar informagdes relevantes sobre a inclusdo. Quando Ad 3 > Ad 5, ocorre

uma inclusdo parcial do guest na cavidade. Por outro lado, Ad 3 < Ad 5 estd
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relacionado a uma completa inclusao do guest na cavidade da B-CD. Os valores
apresentados na Tabela 7 mostram que Ad 3 < Ad 5, o que pode indicar uma

inclusao total do guest na cavidade.

A presenca de dois anéis aromaticos na estrutura da NMS torna possivel
a formacdo de complexos de inclusdo com estequiometrias de 1:1 ou 1:2
guest/host. Por outro lado, um dos anéis € mais substituido do que o outro, o
que pode atribuir uma certa preferéncia a inclusao. Comparando os sinais de
"H do Ag-NMS livre com o complexo de inclusdo, pode-se observar que o maior
deslocamento ocorre para os hidrogénios H6 e H3 do anel mais substituido, e
para os hidrogénios H2’ e H6’ do grupo fenoxi. Uma observacao importante
estd relacionada ao ndo deslocamento do hidrogénio H4’ do Ag-NMS, que
indica auséncia de interagdo deste hidrogénio com hidrogénios da B-CD,
enquanto todos os demais protons deste anel interagem com a cavidade interna.

Este resultado sugere uma completa inclusdo do grupo fenoxi da NMS na

cavidade da B-CD.

4.1.7.4. Espectroscopia Diferencial usando Efeito Nuclear
Overhauser (NOESY) — Proximidade 'H-"H através do espaco

Para melhor avaliar o modo de inclusdo no complexo [(Ag-NMS)-B-CD],

um experimento NOESY foi realizado e o espectro obtido € mostrado na Figura
28. Ficaevidente que os hidrogénios internos 3 e 5 da cavidade da ciclodextrina
se correlacionam com hidrogénios do grupo fenoxi da nimesulida no complexo
Ag-NMS. Também se observa uma interagdo entre o hidrogénio 5 da B-CD com
o hidrogénio H6 do Ag-NMS. A correlacao mais intensa € observada entre os
hidrogénios H2’ ¢ H6’ do Ag-NMS com o hidrogénio 3 da B-CD. Nenhuma
correlagdo € observada para o hidrogénio H4’ do Ag-NMS, o que refor¢a a

proposta de inclusao total do grupo fenoxi na cavidade da 3-CD.
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Figura 28. Espectro NOESY do complexo CE-[(Ag-NMS)-B-CD] em D>O a temperatura
ambiente, com mixing time de 800 ms. A - espectro completo; B - sinais de NOE que
demonstram correlacdo entre os hidrogénio 3, 5 e 6 da B-CD com hidrogénios do Ag-NMS.
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4.2 CARACTERIZACAO DO COMPLEXO Pt-NMS

4.2.1. Analise Térmica
A curva referente a andlise termogravimétrica do complexo Ag-NMS ¢é

apresentada na Figura 29.
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Figura 29. Curva termogravimétrica (TG) e andlise térmica diferencial (DTA) do
complexo Pt-NMS.

E possivel observar que a decomposicdo da parte orginica da molécula
se inicia em 260 °C, passando por trés etapas de perda de massa, levando a
formacdo de um residuo de massa constante a partir de 600 °C. A perda de
massa esperada para dois ligantes NMS corresponderia a 75,9 %.
Experimentalmente, a perda observada foi de 73,9 %. Considerando-se um
residuo de 6xido de platina, a massa final esperada seria de 24,1 %. A massa

final do residuo, obtida experimentalmente, foi de 26,1 %. Estes resultados sdao
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consistentes com a composi¢cao do complexo Pt-NMS inicialmente proposta por
andlise elementar, e demonstram a estabilidade térmica do composto até 260

°C.

4.2.2. Espectroscopia Vibracional no Infravermelho (IV)

Na Figura 30 sao apresentados os resultados obtidos por espectroscopia
vibracional de absor¢do na regido do infravermelho da NMS e do complexo Pt-
NMS. O espectro vibracional no IV da NMS jéa foi detalhadamente descrito na
secao 4.1.4.

O espectro vibracional no IV do complexo Pt-NMS mostrou diversas
evidéncias que comprovam sua formagdo. A primeira, € mais pronunciada
delas, é o desaparecimento da banda referente ao v(N-H), apresentado na
Figura 30A. Tsto ocorre devido a perda do hidrogénio, anteriormente ligado ao
N do grupo sulfonamida, com a coordenag¢do da NMS a Pt(IT). Além disso, os
estiramentos v,(0O=S=0) ¢ v{(0O=S=0), que apareciam em 1342 e 1152 cm’!
respectivamente, no espectro do ligante, sdo deslocados para menores energias
no espectro do complexo Pt-NMS, aparecendo em 1300 e 1105 cm’,
respectivamente. Esta € uma primeira evidéncia de que o grupo sulfonil
(O=S=0) também esta envolvido na coordenacdo da NMS a Pt(II).

E importante ressaltar o deslocamento das bandas associadas aos
estiramentos assimétrico e simétrico da sulfonamida para menores energias,
assim como acontece no complexo Ag-NMS, o que indica o enfraquecimento
da ligacao S=0 e, consequentemente, sugere que a coordenagao ocorre pelo
oxigénio e ndo pelo enxofre do grupo S=0."! O complexo K[PtCl,(SFD)], onde
SFD representa a sulfadiazina, foi sintetizado por Pasini e Bersanetti.”> O

deslocamento dos modos vibracionais v,(O=S=0) ¢ v{(0=S=0) em -55 cm' ¢
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-20 cm’!, respectivamente, com a coordenacdo também foi uma evidéncia

levantada pelos autores para indicar um modo de coordenagao bidentado para o

ligante.
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Figura 30. (A) Espectros vibracionais no infravermelho da NMS e do complexo Pt-NMS

de 4000 — 400 cm™'. (B) Espectros vibracionais no infravermelho da NMS e do complexo
Pt-NMS na regido de 2000 — 400 cm™.
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O espectro vibracional no IV pode ainda ser utilizado para identificar
ligagdes Pt-Cl. Os modos vibracionais caracteristicos desta ligacdo aparecem
no IV em baixa regido (abaixo de 400 cm™). A Figura 31 mostra o espectro
vibracional na regido de baixa energia do complexo Pt-NMS e do precursor de
Pt(II) utilizado, o Kz[PtCl4].

Analisando a Figura 31, é possivel perceber que nao ha nenhum modo
vibracional observdvel na baixa regido de 300-320 cm™ no espectro do
complexo Pt-NMS. Desta maneira, confirma-se a auséncia de cloretos como

ligantes na primeira esfera de coordenacdo da Pt(II) no complexo Pt-NMS.
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Figura 31. Espectro vibracional no IV de baixa regido para o complexo Pt-NMS e para o
Ko[PtCly]

4.2.3. Espectroscopia de Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN)
A andlise e atribuicdo dos sinais nos espectros de RMN seguem
novamente a numeragao de carbonos da NMS apresentada anteriormente na

Figura 15.
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4.2.3.1. RMN de'H
A espectroscopia de RMN de 'H em solugdo foi utilizada para obter
detalhes a respeito dos sitios de coordenacdao da NMS a Pt(II). Os espectros
obtidos para a NMS e para o complexo Pt-NMS sao apresentados na Figura

32, enquanto as atribui¢des e deslocamentos quimicos sdo mostrados na

Tabela 8.
A 4
HC N
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Figura 32. Espectros de RMN de 'H para a NMS (em preto) e para o complexo Pt-NMS
(em vermelho). A regido aromdtica em mostrada em destaque em B.
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Tabela 8. Atribuicdes, deslocamentos quimicos e multiplicidades dos sinais nos espectros

de RMN de 'H da NMS e do complexo Pt-NMS — A$ representa a diferenca entre o
deslocamento quimico de um sinal no complexo e no ligante livre.

Atribuico NMS PENMS AS/ppm  Multiplicidade
o/ ppm o/ ppm

CH; 3,20 2,63 20,57 s
26 7,16 7,18 6,82 - 6,91 -031 d
& 7,5 -17,29 6,97 - 7,07 20,25 ¢
3,5 7,47 -7,51 7,03 — 734 -021 m
3 7,53 — 7,54 7,03 — 7,34 2025 m

6 7,73 - 1,75 742751 20,28 d
5 8,01 — 8,04 7,76 7,86 20,22 dd

NH 10,2 i i s

s = simpleto, d = dupleto, dd = duplo dupleto e t = tripleto

A partir dos dados apresentados na Figura 32 e na Tabela 8, € possivel
tirar conclusdes relevantes a respeito da coordenacdo. Primeiramente, o
hidrogénio que aparece como um simpleto em 10,2 ppm no espectro de 'H da
NMS deixa de ser observado no espectro do complexo Pt-NMS. Este sinal é
atribuido ao atomo de hidrogénio ligado ao nitrogénio do grupo sulfonamida

da NMS. Este dado evidencia a perda do hidrogénio do grupo (O,SNH),

o

sugere a participacdo do 4tomo de nitrogénio deste grupo na coordenacgdo a

Pt(II), conforme proposto anteriormente pelos espectros vibracionais no IV.

(N

Observando-se também os valores de Ad apresentados na Tabela 8,
possivel perceber que todos os atomos de hidrogénio sdao deslocados para
campo alto com a coordenacgdo. Entretanto, o deslocamento mais pronunciado
(-0,57 ppm) ocorre para os dtomos de hidrogénio do grupo metil, ligado ao

grupo sulfonamida.

79



Desta maneira, a comparacio entre os espectros de RMN de 'H do ligante
livre e do complexo Pt-NMS reafirmam a participacdo do grupo sulfonamida
na coordenacdo da NMS a Pt(II).

O espectro de RMN de 'H corresponde a uma amostra recém-preparada,
utilizando DMSO-d6 como solvente. Entretanto, também foram adquiridos
espectros em D,0, numa solucao recém preparada e apos 24 horas. Nao houve
diferencas nos deslocamentos quimicos nem nos valores das integrais dos sinais
observados, o que indica a estabilidade do complexo Pt-NMS em &dgua. Esta
informacao € importante pois, conforme muito bem descrito para a cisplatina, a
primeira modificagdo que ocorre em complexos de Pt(I) em meio fisiologico é
a perda de ligantes ldbeis e substituicdo destes por moléculas de dgua. Esta
observacdo também confirma a auséncia de ligantes labeis (cloretos, que

poderiam ser provenientes do precursor K;[PtCls]) no complexo Pt-NMS.

4.2.3.2. RMN de "°C

A Figura 33 mostra o espectro de RMN de '3C obtido para a NMS e para
o complexo Pt-NMS, em DMSO-d6 a 25°C. Os deslocamentos quimicos, bem
como a atribui¢do de cada sinal do espectro de RMN de *C sdo mostrados na
Tabela 9. As atribuicdes dos sinais de *C do complexo Pt-NMS foram
confirmadas por correlagio HMBC ['H-"*C] (Apéndice C).

As andlises de RMN de '*C do complexo Pt-NMS, em comparacio ao
ligante livre, mostram que os atomos de carbono mais afetados pela
coordenacdo da NMS a Pt(Il) sdo os carbonos 2, 3 e 4, do anel mais substituido,
e 1’7, do grupo fenoxi. Os sinais referentes a todos estes dtomos sdao deslocados

para campo mais baixo com a coordenacao.
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Deslocamento quimico / ppm
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Figura 33. Espectros de RMN de '*C para o ligante NMS e para o complexo Pt-NMS.

Tabela 9. Atribuicdes para os sinais de RMN de *C e deslocamentos quimicos para a NMS

e para o complexo Pt-NMS.

Atribuicao NMS o / ppm Pt-NMS & / ppm Ad / ppm
CH;3 40,89 40,68 -0,21
3 112,4 115,8 34
5 119,3 117,5 -1,8
2,6’ 119,5 117,6 -1,9
6 121,1 122,2 1,1
4 124,9 1227 2,2
3.5 130,3 130,1 -0,2
1 135,6 134,4 -1,2
4 143,1 146,0 2.9
2 147,5 152,8 5.3
r 155,0 157,9 2,9
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4.2.3.3. Correlagdo ['"H->N] por HMBC.

O complexo Pt-NMS foi estudado também através da técnica de
ressonincia magnética nuclear de '°N. Para a obtencdo dos valores de
deslocamento quimico de BN, foi utilizado um método indireto de
acoplamentos a longa distancia, o HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Coherence) ['H-'>N]. O espectro do complexo foi analisado em comparacdo
com o espectro do ligante livre. Os espectros bidimensionais de ['H-!°N]

HMBC para o ligante livre e para o complexo sio apresentados na Figura 34.

%
%

. -SO:N g g
A 115,1 ppm E B E
-SO:2N
[g 177,3 ppm [g
. NG 8 . -NO: 8
369,7 ppm 369,9 ppm

8.0 75 70 F2 [ppm] 8.0 15 7.0 F2 [ppm]

Figura 34. Espectro de correlagio HMBC ['H-""N] para (A) o ligante NMS e (B) o
complexo Pt-NMS.

O espectro ['H-"'N] da NMS mostra o sinal do N pertencente ao grupo
sulfonamida com um deslocamento quimico de 115,1 ppm. J4 no espectro do
complexo Pt-NMS, o deslocamento quimico do nitrogénio deste grupo €
observado em campo mais baixo, em 177,3 ppm. O valor observado de Ad=
62,2 ppm (Scomplexo - Oligante) cOnfirma a coordenacdo da NMS através do 4tomo

de nitrogénio do grupo sulfonamida a Pt(I). Nao foi observada nenhuma
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variacao significativa no deslocamento quimico do nitrogénio do grupo NO; da

NMS (6 = 369,7 ppm) quando comparada ao complexo Ag-NMS (8 = 3699
ppm).

4.2.4. Titulacao Espectroscopica

Conforme discutido anteriormente na secdo 4.1.3, o espectro eletrénico
da NMS € dominado por transi¢des m-n*, e apresenta uma transicdo deslocada
para a regido do visivel em 389 nm devido a propriedade retirador de densidade
eletronica do grupo NOs.

O espectro eletronico de absor¢do no UV-Vis do complexo Pt-NMS foi

acompanhado em fun¢do do pH. A Figura 35 mostra os espectros obtidos.

25
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Figura 35. Espectro eletronico no UV-Vis do complexo Pt-NMS em fung¢do do pH. A linha
verde em destaque mostra o espectro do complexo sem ajuste de pH

83



A linha em verde, em destaque na Figura 35, mostra o espectro do
complexo Pt-NMS sem nenhum ajuste de pH. Nele, é possivel observar a
existéncia de duas transi¢cdes no UV, em 301 e 334 nm, e uma fraca transi¢ao
no visivel, centrada em 429 nm. O aumento do pH provoca um grande aumento
na intensidade desta ultima transicao.

Avaliando-se os espectros eletronicos obtidos em fung¢do do pH, é
possivel perceber claramente a presenca de dois pontos isosbésticos, o que
indica a presenca de trés espécies em equilibrio em solugdo. Como este
experimento avalia o equilibrio de protonagdo, as espécies envolvidas sdo o
complexo Pt-NMS diprotonado, monoprotonado e neutro. Os possiveis sitios
de coordenacdo sdo os oxigénios do grupo sulfonamida. Com a diminui¢ao do
pH do meio, ou seja, quanto maior o grau de protonac¢do do complexo Pt-NMS,
a transicdo eletronica no visivel desaparece, sendo substituida por duas

transi¢oes eletronicas no UV.

4.2.5. Titulacao Potenciométrica

Conforme indicado pelo experimento de titulacdo espectroscdpica, trés
espécies estdo envolvidas no equilibrio de protonacdo do complexo Pt-NMS em
solugcdo aquosa. A titulagdo potenciométrica foi utilizada para determinar os
valores dos pK, aparentes. A Figura 36 mostra a curva de titulacdo
potenciométrica obtida.

A andlise da curva apresentada na Figura 36 utilizando a planilha
CurTiPot>® permitiu obter os valores de pK, =3,97 e pKy =7,21. Com estes
valores, foi possivel construir o diagrama de distribuicdo de espécies

apresentado na Figura 37.
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Figura 36. Curva de titulacdo potenciométrica do complexo Pt-NMS.
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Figura 37. Diagrama de distribuicao de espécies para o complexo Pt-NMS, em funcdo do
pH.
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4.2.6. Calculos por Teoria do Funcional de Densidade

A andlise elementar mostra a composi¢ao 1:2 metal/ligante, enquanto a
caracterizagdo espectroscopica do complexo obtido mostra a participagdo do
atomo de nitrogénio e de um dos dtomos de oxigénio do grupo sulfonamida na
coordenacdo da NMS a Pt(II). Entretanto, duas estruturas ainda sdo possiveis.
Calculos teoricos por DFT foram aplicados com o objetivo de se estabelecer,

em conjunto com os dados experimentais, a estrutura mais estavel do complexo.

4.2.6.1. Geometria
A investigacao tedrica da estrutura do complexo Pt-NMS foi realizada a
partir da estrutura obtida como um minimo de energia para a NMS. Com base
nos resultados experimentais, duas estruturas ainda s3o possiveis,
diferenciando-se pela geometria da primeira esfera de coordenagao. A estrutura
A representa um modo de coordenagdo N,O-trans. A estrutura B possui ligacdes

N,N-trans e O,0-trans.

A Figura 38 mostra as estruturas otimizadas, confirmadas como minimos
de energia potencial pelo cédlculo das Hessianas, ndo apresentando frequéncias

imagindarias.
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Figura 38. Geometrias otimizadas do complexo Pt-NMS utilizando B3LYP/6-31G(d,p) e
LANL2DZ. Cédigo de cores: vermelho para O, azul para N, amarelo para S, cinza escuro
para C, branco para H e cinza claro para Pt.

Com relacdo 2 estabilidade, a estrutura B se mostrou 9,96 kJ mol™! mais
estavel do que A. Com relacdo a estrutura, as distancias Pt-N e Pt-O sdo
significativamente diferentes nas duas estruturas avaliadas. Em A, onde ambas
as ligacoes sdo N,O-trans, as distancias Pt-N (2,06832 A) e Pt-O (2,12601 A)
sdo significativamente diferentes, enquanto na estrutura B a diferenca entre as
distancias de ligacdo Pt-N (2,09083 A) e Pt-O (2,09633 A) é muito menos

pronunciada.
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4.2.6.2. Espectros vibracionais
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Figura 39. Espectros vibracionais no infravermelho calculado e experimental para o
complexo Pt-NMS.

A Figura 39 mostra que os espectros calculados para as duas possiveis
estruturas obtidas para o complexo Pt-NMS concordam com o obtido
experimentalmente. As energias calculadas para as vibragdes v,(O=S=0),
vi(O=S=0), v(C-S), vis(O=N=0) e v{(O=N=0) concordam com o0 espectro
experimental, e o espectro vibracional calculado também foi util para assegurar
que todas as atribuicdes dos modos vibracionais feitas na se¢ao 4.2.2 para o
complexo Pt-NMS estdo corretas. A absorcdo observada experimentalmente em
1300 cm™! (calculado: 1243 e 1229 cm’!, para as geometrias A e B,
respectivamente) foi confirmada pelo espectro simulado como sendo referente
a0 modo v,(0O=S=0). A diminuicdo da energia calculada para este modo
vibracional, em relacdo ao ligante livre, também esta de acordo com o fendmeno

observado experimentalmente.
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4.3 ENSAIOS BIOLOGICOS E BIOFISICOS

4.3.1. Ensaios Antibacterianos
4.3.1.1. Difusdo em disco

O ensaio de difusdo em disco foi utilizado como ensaio preliminar para
avaliar a sensibilidade de diferentes cepas bacterianas em relacao ao complexo
Ag-NMS e ao ligante livre. A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos para
ambos os compostos, bem como para o AgNOj e alguns antibidticos comerciais.
Na Figura 40 siao apresentados os antibiogramas. O antibiograma mostra a
capacidade de um composto em inibir o crescimento bacteriano. Se o
crescimento bacteriano € inibido pelo composto testado, ou seja, se 0 composto
¢ bacteriostatico ou bactericida, ocorre o surgimento de um halo de inibi¢do ao
redor do disco contendo o composto em questdo. Como controles positivos,

foram utilizados os antibidticos comercias gentamicina (GEN) e ceftriaxona

(CRO).

Os resultados obtidos comprovam a sensibilidade das bactérias S. aureus,
P. aeruginosa e E. coli em relacio ao complexo Ag-NMS assim como ao
AgNOs. O ligante livre, nas concentragdes testadas, ndo apresentou nenhuma
atividade antibacteriana sobre as cepas em estudo. Estes resultados confirmam a
potencialidade de aplicacdo do complexo Ag-NMS como agente antibacteriano,

por exemplo, para administracdo topica sobre ferimentos e queimaduras.
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Figura 40. Sensibilidade das cepas bacterianas (A) E. coli, (B) P. aeruginosa e (C) S.
aureus, em relagdao ao complexo Ag-NMS. As posicdes indicam 1. NMS, 2. AgNOs, 3. Ag-
NMS, 4. Ceftriaxona, 5. Gentamicina e 6. EtOH.

Tabela 10. Halos de inibi¢ao (£ 0,1 mm) para os compostos testados.

Amostras P. aeruginosa S. aureus E. coli
ATCC 27835 ATCC 25923 ATCC 25922
1 NMS 0 0 0
2 AgNO:; 20 25 12
3 Ag-NMS 12 18 18
4 CRO 34 >42 30
5 GEN 24 24 20
6 Etanol 0 0 0
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4.3.1.2. Minimal Inhibitory Concentration (MIC)
Foram comparadas as atividades antibacterianas do complexo Ag-NMS
e da NMS livres com os complexos de inclusdao CE-[(Ag-NMS)-B-CD] e CE-
[(NMS)-B-CD]. A Tabela 11 mostra os valores de concentracdo inibitdria
minima obtidos para os compostos testados.
Tabela 11. Concentragdes inibitérias minimas obtidas para os compostos Ag-NMS, CE-

[(Ag-NMS)- B-CD] e CE-[(NMS)-B-CD]. O cloranfenicol e a vancomicina foram utilizados
como controles positivos para bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, respectivamente.

Concentracdo inibitéria minima / pmol L"!

Amostra Gram-negativas Gram-positivas
P. aeruginosa E. coli S. aureus S. aureus S. aureus
ATCC 27853 ATCC 25922 BEC 9393 Ribl ATCC 25923
Ag-NMS 60,2 15,0 120 60,2 120
CE-[(Ag-NMS)-B-CD] * * * * *
CE-[(NMS)-B-CD] * * * * *
Cloranfenicol 155 38,7 - - -
Vancomicina - - <6,90 <6,90 <6,90

* ndo apresenta atividade nas concentracdes testadas

O complexo Ag-NMS apresentou valores de MIC significativos, na faixa
de 15,0-120 pmol L™! e se mostrou mais ativo sobre cepas Gram-negativas. Por
outro lado, apesar de ser mais solivel em dgua, o complexo de inclusdo CE-
[(Ag-NMS)-B-CD] nao apresentou atividade antibacteriana nas concentragdes
testadas. Conforme demonstrado pelo teste de difusdo em disco, a NMS livre
ndo apresenta atividade antibacteriana. Desta maneira, era esperado que o
complexo de inclusdo CE-[(NMS)-B-CD] também nao apresentasse atividade

antibacteriana.

4.3.2. Ensaios Antitumorais
4.3.2.1. Complexo Ag-NMS
A citotoxicidade do complexo Ag-NMS foi avaliada pela reducao de
MTT, sore linhagens celulares normais (Balb/c 3T3) e tumorais (SK-Mel-103 e

Panc-1). Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 41. O complexo Ag-
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NMS foi citotéxico sobre células normais e sobre células tumorais. Os valores
de ICso obtidos foram de 73 + 4 pmol L, 79 + 2 pmol L' € 79 + 1 pmol L!
sobre Balb/c 3T3, SK-Mel-103 e Panc-1 respectivamente. Os valores de ICsg
obtidos mostram que o complexo Ag-NMS ndo apresenta seletividade para
células saudaveis ou tumorais. A NMS também foi testada, e os valores de ICs
obtidos para SK-Mel 103 e Panc-1 foram de 183 + 8 umol L! € 242 + 18 umol
L, respectivamente. Para as células testadas, a cisplatina apresentou valores de

ICso na faixa 7,5-20 pmol L1,
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Figura 41. Avaliacao da citotoxicidade do complexo Ag-NMS. Os resultados sdo
apresentados com relagdo as células nao tratadas, tomadas como 100%. Média e desvio
padrdo obtidos de quatro experimentos independentes.

4.3.2.2. Complexo Pt-NMS
A citotoxicidade do complexo Pt-NMS foi avaliada pelo ensaio de
reducdo de MTT, frente as linhagens celulares Balb/c 3T3, SK-Mel-103 e Panc-

1. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 42.
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Figura 42. Avaliacio da citotoxicidade do complexo Pt-NMS. Os resultados sio
apresentados com relagdo as células nao tratadas, tomadas como 100%. Os valores
representam a média e o desvio padrdo resultantes de quatro experimentos independentes.

Conforme observado nos resultados apresentados na Figura 42, o
complexo Pt-NMS foi citotoxico sobre células normais (Balb/c 3T3) e sobre
células tumorais (SK-Mel-103 e Panc-1). Entretanto, o complexo apresenta uma
acdo seletiva as células tumorais, apresentando valores de ICso de 199 + 22 pmol
L', 63+ 5 umol L' e 60 + 6 umol L' para as linhagens celulares Balb/c 3T3,
SK-Mel 103 e Panc-1 respectivamente. A cisplatina, usada como controle

positivo, apresenta ICs na faixa de 7,5-20 umol L1, nas condi¢des testadas.

Lihua’® mostrou que a administracdo de NMS em conjunto com cisplatina
tem efeitos sinérgicos na inibi¢ao do crescimento de células A549 (carcinoma
pulmonar). Em uma concentracdo de 4,0 ug mL!, a cisplatina apresentou uma
inibicdo de 22% do crescimento desta linhagem celular. Nesta mesma

concentra¢do, mas em combina¢do com NMS (25 pmol L), a cisplatina inibe
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33% do crescimento celular. Esta observacdo foi atribuida as atividade

antioxidante e de scavenging da nimesulida.

4.3.3. Ensaios Biofisicos

4.3.3.1. Intercalagcdo competitiva com brometo de etidio

Um composto pode interagir com o0 DNA por meio de ligagdo covalente,
interacao eletrostatica ou intercalacdo. Para que um intercalador se posicione
entre os pares de bases nitrogenadas, 0 DNA passa por um processo dinamico
de desenrolamento. O cétion etidio provoca uma tor¢ao de 26° na estrutura do
DNA.” Como resultado final, a intercalacdo provoca mudangas estruturais,
como alongamento da dupla hélice e tor¢ao dos pares de base. Tais mudangas
podem resultar em inibicdo da transcri¢do, replicacdo e reparo do DNA,
processos que estao associados a morte celular.

O brometo de etidio é uma agente intercalador utilizado como marcador
fluorescente para cadeias de acidos nucleicos. Sua emissdo € aumentada em
carca de 20 vezes quando intercalado ao DNA. Verificou-se que, na realidade,
quando o cétion etidio encontra-se livre em solucdo, as moléculas do solvente
provocam uma supressio do estado excitado singleto.®® Ao se deslocar para o
ambiente hidrofébico na regido entre os pares de bases nitrogenadas do DNA,
afastando-se das moléculas do solvente, o cation etidio tem sua fluorescéncia
aumentada. Devido a esta intensificacdo de fluorescéncia ao ser intercalado ao
DNA, o brometo de etidio pode ser utilizado num experimento de intercalagdo
competitiva, para avaliar a capacidade de intercalacdo de um composto de
interesse. A Figura 43 mostra a estrutura do brometo de etidio, bem como um

exemplo de composto de intercalagdo formado.
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Figura 43. Estrutura do brometo de etidio e modo de intercalac@o entre dois pares
Adenina-Timina.

A Figura mostra a variacao da intensidade de fluorescéncia em 600 nm

em fung¢do da razdo molar de EtBr.
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Figura 44. Intensidade de fluorescéncia em fun¢do da razdo molar de EtBr para os
diferentes compostos testados.
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Tanto a NMS quanto o complexo Pt-NMS nao apresentam fluorescéncia
na regido de emissdao monitorada para o EtBr. Desta maneira, caso os compostos
tivessem capacidade de intercalacio ao DNA, uma diminuicdo na intensidade
de fluorescéncia do EtBr seria esperada. E possivel observar na Figura 44 que
a intensidade de fluorescéncia segue uma tendéncia linear, tanto para o ligante
quanto para o complexo Pt-NMS em duas razdes molares. Esta € uma evidéncia

de que a intercalacdo ndo € o mecanismo de acdo de tais compostos.

4.3.3.2. Dicroismo circular
A espectroscopia de dicroismo circular € uma técnica que mede a
diferenca de absor¢do entre a luz polarizada circularmente em sentido horério e
anti-horério. Desta maneira, o DC é capaz de fornecer informagdes a respeito
de estruturas secundarias e terciarias de macromoléculas. No caso do DNA, o
DC € capaz de monitorar polimorfismo conformacional. Por meio dele, € facil
distinguir entre as formas A, B, Z (Figura 45) e outras estruturas tercidrias

resultantes da interacdo de diferentes compostos com o DNA.

A Figura 46 mostra os espectros de DC obtidos pela titulacio de CT-
DNA com quantidades crescentes de NMS e de Pt-NMS. O CT-DNA apresenta
o perfil tipico do DNA em sua forma B,*' uma estrutura do tipo dupla hélice
dextrogira. E possivel perceber que a adi¢io de NMS ou de Pt-NMS ao CT-
DNA nao provoca qualquer tipo de modificagado estrutural. Somado ao resultado
do ensaio de intercalacdo competitiva com brometo de etidio, o dicroismo

circular também mostra que o DNA ndo € um alvo para o complexo Pt-NMS.
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5.1. COMPLEXO Ag-NMS

O complexo Ag-NMS foi sintetizado e analisado por um amplo conjunto
de andlises quimicas, espectroscopicas e bioldgicas. As andlises quimicas
permitiram propor para este complexo a seguinte composicao:
Ag(Ci3H11N>0s5S). Os estudos por espectroscopia vibracional de absor¢dao no
infravermelho e espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de 'H, 3C e
SN permitiram propor a estrutura apresentada na Figura 20. A DFT se mostrou
uma técnica util na anélise da estrutura do complexo Ag-NMS. Em particular,
a comparagao dos espectros no IV calculados fornece uma evidéncia tedrica
para a estrutura proposta com base nos resultados experimentais, onde o grupo
sulfonamida da NMS se coordena de maneira bidentada a Ag(I).

O complexo Ag-NMS apresentou atividade antibacteriana significativa,
particularmente contra cepas Gram-negativas (60,2 umol L' para P. aeruginosa
e 15,0 para umol L' E. coli). Apesar de ser solivel em solventes como EtOH,
MeOH e DMSO, o complexo Ag-NMS apresenta baixa solubilidade em agua.
Desta maneira, utilizou-se uma estratégia preliminar para aumentar a
solubilidade do complexo: a inclusdo em B-ciclodextrina. A inclusdo foi
eficiente em relacdo ao objetivo de melhoria na solubilidade em 4gua, o que
garante uma maior variedade de aplicagOes possiveis em sistemas biolégicos.
No entanto, ndo se observou atividade antibacteriana do complexo de inclusao
CE-[(Ag-NMS)-B-CD] nas concentragdes testadas.

A atividade antitumoral do complexo Ag-NMS nao foi seletiva frente a
células sauddveis ou tumorais, com valores de ICso na faixa de 73-79 umol L
para as c€lulas SK-Mel-103, Panc-1 e Balb/c 3T3.

Uma aplicagdo possivel para o complexo Ag-NMS seria como

medicamento tOpico para tratamento de infec¢des em feridas e queimaduras.
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5.2. COMPLEXO Pt-NMS
Um novo complexo de Pt(IlI) com nimesulida foi sintetizado,
apresentando uma propor¢do metal ligante de 1:2. A andlise elementar

confirmou a composi¢ao PtCysH2N4O0S,.

Os estudos por espectroscopia vibracional de absor¢ao no infravermelho
e espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de 'H, °C e HMBC ['H-!°N]
confirmam a coordenacao através do nitrogénio da sulfonamida, bem como
indicam a participacdo de um dos oxigénios do grupo sulfonamida na

coordenacao.

Com base nos resultados experimentais, duas estruturas ainda sao
possiveis, diferenciando-se pela geometria da primeira esfera de coordenagao.
A estrutura ilustrada na Figura 38A representa um modo de coordenagdo N,O-
trans. A estrutura Figura 38B possui geometria N,N-trans e O,0-trans. Uma
vez obtidas as estruturas otimizadas, a estrutura B se mostrou cerca de 10 kJ

mol ! mais estdvel do que A.

Por fim, a citotoxicidade do complexo Pt-NMS foi avaliada através do
método de reducdo de MTT. O complexo se mostrou citotoxico sobre células
normais (Balb/c 3T3) e sobre células tumorais (SK-Mel 103 e Panc-1), porém
foi significativamente mais citotoxico sobre as linhagens tumorais. Os ensaios
biofisicos de intercalacdo competitiva com EtBr e avaliacdo da estrutura do
DNA de timo de bezerro por dicroismo circular indicam que o DNA nao € um
alvo biolégico para o complexo Pt-NMS, o que indica que, possivelmente, ele
apresenta um mecanismo de a¢do diferente da cisplatina. A agdo seletiva torna

o complexo Pt-NMS um promissor agente antitumoral.
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C. HMBC ['H-3C] do complexo Pt-NMS
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