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Resumo

Doengas infecciosas chamam a atengdo devido aos dados alarmantes de propagagdo e
mortalidade. Em meados do século XX, os avancos na area da satude possibilitaram a descoberta
de diversos farmacos antimicrobianos que deram a populagdo maior expectativa de vida.
Entretanto, o uso indiscriminado desses medicamentos levou ao surgimento de microrganismos
multirresistentes, tornando a busca por novos farmacos uma area de pesquisa crescente e de
extrema importancia. Dentro deste contexto, complexos metalicos de prata(I) e platina(Il) com
os ligantes bioativos amantadina (atd), rimantadina (rtd) e memantina (mtn) foram sintetizados,
caracterizados e avaliados como potenciais farmacos antibacterianos e antivirais. As analises
quimicas e espectroscopicas revelaram a formula de coordenacdo [Ag(ligante)>]NO3 para os
complexos de Ag(I) e [PtCly(ligante)(dmso)] para os complexos de Pt(Il), nos quais o ligante
pode ser atd, rtd ou mtn. As estruturas cristalinas dos complexos foram determinadas por
difracdo de raios-X de monocristal. No caso dos complexos de prata, as moleculas do ligante
se coordenam pelo nitrogénio do grupo amino ao metal, formando geometrias lineares com
nimero de coordenagdo (NC) igual a 2. Ja no caso dos complexos de Pt(Il), os estudos por
difragdao de raios X evidenciaram a formagao de complexos quadrados, nos quais uma unica
molécula do aminoadamantano esta coordenada ao metal. A esfera de coordenagdo ¢
completada por uma molécula de dmso e dois cloretos. Estudos tedricos dos complexos e
ligantes foram realizados e combinados com os dados experimentais para apoiar as
caracteristicas estruturais dos compostos sintetizados. Os ensaios de atividade antibacteriana in
vitro dos compostos mostraram que a amantadina ndo € ativa sobre as cepas testadas, enquanto
a rimantadina € a memantina mostraram uma baixa atividade contra Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Por outro lado, os complexos de Ag(I) tiveram
uma atividade antibacteriana pronunciada sobre as mesmas cepas com valores de concentragao
inibitéria minima (CIM) na faixa micromolar, enquanto os complexos de platina mostraram-se
mais ativos sobre as bactérias Gram-positivas do que as Gram-negativas, sendo o complexo de
platina(Il) com memantina (Pt-mtn) o mais ativo. Ensaios biofisicos baseados em
espectroscopia de fluorescéncia indicaram que os complexos de prata(l) e platina(Il) interagem
fracamente com a albumina de soro bovino, enquanto experimentos de ligagdo competitiva por
espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo circular revelaram que os compostos de Ag(I)
interagem com o DNA por interagdes ndo covalentes e os complexos de Pt(Il) interagem com

o DNA por ligacdes covalentes. Os complexos de prata apresentaram também potencial in vitro



para inibi¢do do crescimento do Mycobacterium tuberculosis. Por fim, os aminoadamantanos e
seus complexos de prata apresentaram atividade sobre o virus Chikungunya (CHIKV), causador
da Febre Chikungunya que ¢ uma doenc¢a sem nenhum medicamento especifico descrito na
literatura médica. De maneira surpreendente, o cloridrato de memantina (mtnH), que € utilizado
atualmente na clinica médica na terapia do Alzheimer, apresentou um percentual inédito de
72,7% para inibi¢do in vitro da infec¢do por CHIKV. Tal resultado mostra o potencial de

reposicionamento do mtnH para o tratamento desta enfermidade.



Abstract

Infectious diseases draw attention due to alarming data on spread and mortality. In the
mid-twentieth century, advances in the area of health led to the development of novel
antimicrobial drugs that extended people's life expectancy. However, the indiscriminate use of
these drugs has led to the emergence of multiresistant microorganisms, making the search for
new drugs an extremely important area of research. In this context, metal complexes of silver(I)
and platinum(I) with amantadine (atd), rimantadine (rtd) and memantine (mtn) were
synthesized and characterized. The chemical and spectroscopic analyses revealed the
coordination formula [Ag(ligand)2]NOs3 for the Ag(I) complexes and [PtClx(ligand)(dmso)] for
the Pt(I) complexes, in which the ligand can be atd, rtd or mtn. The crystal structures of the
complexes were determined by single crystal X-ray diffraction. In the case of silver complexes,
the ligand molecules are coordinated by nitrogen from the amino group to the metal, forming
linear geometries with coordination number (CN) equal to 2. In the case of Pt(II) complexes,
the studies by X-ray diffraction showed the formation of square complexes, in which a single
molecule of aminoadamantane is coordinated to the metal by its nitrogen atom. The
coordination sphere is completed by a dmso molecule and two chlorides. Theoretical studies of
complexes and ligands were also performed and combined with the experimental data to
support the structural features of the synthesized compounds. The in vitro antibacterial activity
assays of the compounds showed that amantadine is not active over the tested strains while
rimantadine and memantine showed low activity against Staphylococcus aureus, Escherichia
coli and Pseudomonas aeruginosa. On the other hand, the Ag(I) complexes had a pronounced
antibacterial activity over the same strains with minimum inhibitory concentration (MIC)
values in the micromolar range, while platinum complexes showed to be more active over
Gram-positive bacteria than the Gram-negative ones. The platinum(I) memantine complex (Pt-
mtn) was shown to be the most active one. Biophysical assays based on fluorescence
spectroscopy indicated that silver(I) and platinum(II) complexes interact weakly with bovine
serum albumin, while competitive binding experiments by fluorescence spectroscopy and
circular dichroism revealed that Ag(I) compounds interact with DNA by non-covalent
interactions and Pt(I[) complexes by covalent ones. The silver complexes showed in vitro
potential for inhibiting the growth of Mycobacterium tuberculosis. Finally, the
aminoadamantanes and the silver complexes showed activity against the Chikungunya virus

(CHIKV) that causes Chikungunya Fever, which is a disease without any specific medication



described in the medical literature. Surprisingly, memantine hydrochloride (mtnH), which is
currently used in clinical medicine for Alzheimer's therapy, presented an unprecedented
percentage of 72.7% for in vitro inhibition of CHIKYV infection. This result shows the potential

for repositioning mtnH for the treatment of this infectious disease.
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HMBC — Do inglés: heteronuclear multiple bond correlation

RIF — Rifampicina

MOX — Moxifloxacina

INZ — Isoniazida



Ligantes estudados na Tese:
atdH — Cloridrato de amantadina;
atd — Amantadina;

mtnH — Cloridrato de memantina;
mtn — Memantina;

rtdH — Cloridrato de rimantadina

rtd — Rimantadina;

Complexos metalicos estudados na tese:

Ag-atd — Complexo de prata(I) com amantadina;
Ag-mtn — Complexo de prata(I) com memantina;
Pt-atd — Complexo de platina(II) com amantadina;
Pt-rtd — Complexo de platina(Il) com rimantadina;

Pt-mtn — Complexo de platina(II) com memantina;
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1. Introducao

1.1. Doencas infecciosas e o impacto na saude publica

Em meados do século XX, importantes descobertas na area da saide foram realizadas
trazendo tratamento para enfermidades até entdo consideradas fatais, principalmente no que diz
respeito a doengas infecciosas. Um importante marco nesse cendrio foi a descoberta da
penicilina por Alexander Fleming [1]. Nesse periodo, estudos para o desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos tornaram-se mais intensos, € novas moléculas foram descobertas,
proporcionando uma melhora na expectativa e na qualidade de vida das pessoas. Nao obstante,
o uso inadequado destes farmacos tem levado ao surgimento da resisténcia bacteriana aos
medicamentos disponiveis, o que pode se tornar um desafio aos sistemas de saude publica no
mundo todo [1].

No contexto das infecgdes bacterianas, a Tuberculose (TB), apesar de existir ha muitos
séculos, continua sendo um problema de saude global e esta entre as 10 principais causas de
morte por infeccdo. O agente etioldgico de TB é o Mycobacterium tuberculosis e, segundo
dados da Organizagdo Mundial de Saiude, em 2020 mais de 9 milhdes de pessoas foram
infectadas por esse microrganismo no mundo todo, sendo ele o responsavel pela morte de 1,5
milhdes de pessoas nesse ano [2]. Apos a descoberta da penicilina, Selman Waksman descobriu,
em 1944, a estreptomicina, antibidtico pioneiro no tratamento da tuberculose [3]. No decorrer
dos anos o crescimento das taxas de resisténcia a estreptomicina e o risco de toxicidade
ocasionou um declinio gradativo na sua utilizacdo [4].

Atualmente, os farmacos de primeira linha comumente utilizados no tratamento da
tuberculose sdo a rifampicina e isoniazida. Quando a micobactéria causadora da TB nao ¢
sensivel aos medicamentos de primeira linha, tem-se a chamada tuberculose multirresistente.
O tratamento da tuberculose resistente ¢ mais longo, oneroso e realizado com antibidticos de
segunda linha, os quais héa poucas opg¢des [2].

Outras doengas que também chamam a atencdo pelas epidemias provocadas anualmente
sdo aquelas causadas por virus. Atualmente, estamos diante da maior crise sanitaria global do
século de Sindrome respiratéria aguda grave causada pelo coronavirus 2 (SARS-CoV-2), que
s0 no Brasil, causou a morte de mais de 500 mil pessoas até setembro de 2021. Em 2013, um
grande surto do virus chikungunya (CHIKYV) atingiu o continente americano [5] e em 2014
mais de 1 milhdo de casos suspeitos ja haviam sido notificadas [6]. Este virus também ¢

considerado um grave problema de saude publica, pois mesmo possuindo uma elevada taxa de
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morbidade e de propagacdo, ndo ha vacinas ou medicamentos antivirais disponiveis [7]. O
tratamento € apenas paliativo, focado principalmente para o alivio dos sintomas (febre e dores
nas articulagoes).

O ressurgimento de doengas infecciosas ja conhecidas ha tempos € um tanto quanto
desafiador para a medicina, pois estas crescem em numero ¢ alcancam longas distincias
geograficas. O aumento na incidéncia dessas enfermidades pode ser, em parte, devido a falta
de tratamento ou a resisténcia adquirida dos microrganismos aos medicamentos ja existentes.
Por estes motivos, o desenvolvimento de novas substancias com potencial antibacteriano e
antiviral se impde como prioridade de investigacdo. Assim, a modificagdo dos farmacos ja
existentes, buscando contornar a resisténcia microbiana, ou a coordenacdo de tais farmacos a
metais, com reconhecidas atividades antimicrobianas, tem se mostrado uma alternativa

interessante € promissora.

1.2. Uso de complexos de prata e platina na medicina

Sabe-se que os ions metalicos desempenham fungdes relevantes nos organismos vivos
e um dos principais temas de interesse em quimica bioinorgéanica € o estudo da acdo de metais
em sistemas biologicos, sobretudo de metalofarmacos [8]. O uso terapéutico de complexos
metalicos como metalofarmacos surge no final do século XIX, quando Robert Koch
demonstrou que o dicianidoaurato(I) de potédssio, K[Au(CN):], possuia atividade contra a
bactéria M. tuberculosis. A partir de entdo, varios complexos de ouro foram avaliados como
potenciais agentes antimicrobianos, o que levou a conhecida “década dourada”, nos anos de
1920 a 1930 [9].

A aplicagdo da prata na medicina tem sido relatada ha séculos. Tais aplica¢des, embora
feitas de forma puramente empirica por um longo tempo, estavam majoritariamente
relacionadas as suas propriedades antimicrobianas. Somente com o avanco da ciéncia, o uso da
prata passou a ser feito de maneira racional. No entanto, seu uso foi reduzido drasticamente
com a introdugdo da penicilina na segunda metade do século XX, bem como de outros
antibidticos que vieram posteriormente. Mais tarde, com o surgimento de cepas
multirresistentes, a prata e seus compostos voltaram a ser considerados clinicamente. Um
complexo metalico de prata com um ligante bioativo (uma sulfonamida) amplamente utilizado
na medicina para tratar e evitar infec¢des em pacientes com queimaduras € a sulfadiazina de
prata (SSD) [10] (Figura 1a). As propriedades antimicrobianas dos complexos de Ag(I) estao

associadas ao proprio ion metalico, ou seja, uma interagdo de Ag(I) com os alvos biologicos,
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sendo as moléculas utilizadas como ligantes responsaveis por desempenhar um papel de
carreador de ions prata(I) para o organismo [11].

Outro complexo metalico de vasta aplicacao € a cisplatina (Figura 1b), que ¢ um farmaco
a base de Pt(II). Apesar de ter sido descoberta como agente anticancer ha mais de 50 anos, ainda
¢ muito utilizada no tratamento de diversos tipos de neoplasias. O mecanismo de acdo desse
composto se da pela sua ativacdo ao entrar na célula quando, no citoplasma, a molécula sofre
uma reacao de hidrolise e o produto interage covalentemente com as bases nitrogenadas de
acidos nucléicos, bloqueando a divisao celular e resultando na morte programada da célula [12].
Com o intuito de amenizar os efeitos adversos do uso da cisplatina e contornar mecanismos de
resisténcia em tumores, foram formulados novos complexos metélicos, também a base de
platina, a partir da estrutura apresentada pela cisplatina. A carboplatina e a oxaliplatina (Figura
lc e 1d) sdo dois farmacos conhecidos como de segunda geracdo em relacdo a cisplatina e

também amplamente utilizados na clinica médica [8].
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Figura 1: Estrutura molecular da (a) sulfadiazina de prata, (b) cisplatina, (c) carboplatina e (d)

oxaliplatina.

Além das aplicagdes citadas acima para os complexos de prata e platina, ha diversos
outros estudos demonstrando atividade anticancer, antibacteriana [ 13—16], antimalaria, antiviral

[17,18], antiftingica [19] e antineurodegenerativa [20] para esses complexos. Tais estudos
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demonstram a potencialidade do desenvolvimento de novos complexo para fins terapéuticos. A
sintese de novos complexos metalicos de Ag(I) e Pt(Il) utilizando ligantes bioativos ¢ uma

alternativa para formacao de moléculas com multiplos alvos biologicos.

1.3. Uso clinico de aminoadamantanos

Os derivados do adamantano, de forma especial, os aminoadamantanos, constituem uma
classe de compostos com varias aplicagcdes farmacéuticas [21]. O adamantano ¢ um
hidrocarboneto isolado do petroéleo com atomos de carbono e hidrogénio em forma de gaiolas
(CioHie) [22]. A amantadina (atd) e a rimantadina (rtd) sdo derivados da funcionalizagdo do
adamantano com o grupo amina (—NH2) e o grupo etanoamino (—CH(NH2)CHj3),
respectivamente, enquanto a memantina (mtn) ¢ o derivado dimetilico da amantadina, conforme

representados na Figura 2.

NH,
NH, NH,

(a) (b) (©)

Figura 2: Estrutura molecular da (a) amantadina, (b) rimantadina e (¢) memantina.

A amantadina e a rimantadina sdo farmacos utilizados no tratamento e prevengao de
infec¢des causadas pelo virus influenza A e agem por ligacdo ao canal de préton da proteina
viral M2, bloqueando a entrada dos ions H" nos endossomos contendo as particulas virais
internalizadas, e impedindo o processo de liberagdo do genoma viral no citoplasma celular, e
consequentemente a replicagdo viral [21]. Modificagdes na cadeia de aminoacidos desta
proteina causam resisténcia do patdgeno a essas substancias [23,24]. A memantina, em altas
concentragdes, também apresenta atividade antiviral contra o virus influenza A, porém esse
medicamento € utilizado clinicamente para o tratamento da Doenga de Alzheimer [25], atuando
como um antagonista ndo competitivo do receptor de N-metil-D-aspartato (NMDA), inibindo
a excitotoxicidade causada pela entrada de altos niveis de ions Ca® " nas células [26].

Além disso, a presenga de nitrogénio como atomo doador nas estruturas desses farmacos

os tornam interessantes do ponto de vista da quimica de coordenacao. Ao se coordenar a metais,
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o farmaco livre pode apresentar alteragcdes em seu perfil farmacolédgico, o que confere a ele uma

melhoria da fun¢ao ja existente ou novas aplicacdes terapéuticas.

1.4. Reposicionamento de farmacos

Reposicionar um farmaco ¢ uma estratégia usada para dar uma nova indica¢ao a um
insumo farmacéutico ja implementado na clinica médica. Uma das vantagens deste método ¢ a
redugdo do tempo total de desenvolvimento e de custos [27]. De acordo com a literatura, o
desenvolvimento completo de um novo farmaco, desde a sua descoberta até os estudos finais
de fase III, pode levar cerca de dez anos e atingir um custo de mais 1 bilhdo de ddlares [28].

Em um cenério ideal, um farmaco para ser um candidato ao reposicionamento deve
atender a algumas exigéncias: 1) Nao deve requerer otimizagdo quimica adicional, pois isso
exigiria novos testes clinicos e pré-clinicos, 2) O intervalo de concentragdo deve estar dentro
daquele pretendido para seu uso original, visto que uma concentra¢do mais alta da susbtancia
pode nao ser tolerada/segura para o uso, e 3) Apresentar propriedades semelhantes de absorcao,
distribuicao, metabolismo e excrecdo (ADME) na nova indicagao [29].

O exemplo mais antigo de farmaco reposicionado € a aspirina. O 4cido acetilsalicilico,
que ¢ o principio ativo da aspirina, foi inicialmente desenvolvido e comercializado como
analgésico e, décadas mais tarde, foi reposicionado para atuar como um medicamento
antiagregante plaquetario [27]. Outro exemplo ¢ sildenafil desenvolvido para tratar hipertensao,
mas que agora ¢ comercializado para o tratamento da disfuncao erétil [30]. H4 também o caso
da talidomida que, inicialmente prescrita a mulheres gravidas para prevenir enjoos, teve o uso
descontinuado devido seus efeitos teratogénicos. No entanto, com aplicacdes de medidas
contraceptivas rigorosas, foi reposicionada para tratar o eritema nodoso hansénico [31]. As

estruturas dos respectivos farmacos sdo apresentadas na Figura 3.
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Figura 3: Estrutura molecular da (a) aspirina, (b) talidomida e (c) sildenafil.

A reavaliagdo de aminoadamantanos para atuarem como potenciais inibidores de
infeccdes causadas por COVID-19 foi sugerida recentemente devido ao seu espectro antiviral
jé relatado para essas moléculas [32]. A memantina, em especial, ja foi reavaliada como um
agente antiproliferativo in vitro de células de cancer de mama [33] e de células de cancer de
prostata [34]. Esta molécula foi ainda reavaliada como um agente antibactetiano capaz de
bloquear a bacteremia e meningite causadas por E. coli [35] e como um farmaco tripanocida
[36,37]. Neste sentido, ao identificar uma nova aplicagdo para um farmaco, este pode avancar
rapidamente pelos ensaios clinicos, reduzindo tempo e recursos financeiros por ja apresentarem
parametros farmacologicos conhecidos.

Nesta tese de doutorado, apresentamos duas abordagens distintas quanto aos
aminoadamantanos: a primeira delas trata do uso desta classe de ligantes na sintese de
complexos de Ag(I) e Pt(II) e suas atividades antimicrobianas. J4 na segunda parte desta tese,
mostramos o potencial de reposicionamento dos amonoadamantanos no tratamento da febre
Chikungunya, uma arbovirose que tem causado sérios problemas de satide principalmente em

paises tropicais como o Brasil.
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2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral desta tese foi desenvolver novos complexos de Ag(I) e Pt(II) com ligantes
da classe dos aminoadamantanos, bem como avaliar o potencial de acdo dos ligantes e

complexos sobre bactérias patogénicas e CHIKV.

2.2. Objetivos especificos

I)  Sintese de complexos de Ag(I) e Pt(II) com amantadina, rimantadina ¢ memantina;

1I)  Caracterizagdao dos complexos por analises quimicas e espectroscopicas;

IIl) Avaliagao da atividade anti(mico)bacteriana dos complexos;

1V)  Avaliagdo das atividades dos compostos sobre CHIKV;

V) Avaliacdo da interacdo dos complexos com acido desoxirribonucleico (DNA) e proteina
albumina sérica bovina (BSA).

V)  Avaliacdo de mutagenicidade dos complexos.
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3. Parte experimental
3.1. Materiais e equipamentos

Todos os reagentes foram de grau comercial e usados sem purificagdo adicional. O
cloridrato de amantadina (atdH) e o cloridrato de rimantadina foram obtidos da Merck,
enquanto o cloridrato de memantina (mtnH) foi obtido da Acros Organics. Albumina sérica
bovina (BSA), cis-dicloridobis(dimetilsulfoxido)platina(Il) [PtClo(DMSO):], nitrato de prata
(AgNO3), SYBR Green e cisplatina foram obtidos da Sigma-Aldrich. O 4cido
desoxiribonucleico (DNA) Ladder 1Kb Plus foi adquirido da Invitrogen. As analises
elementares foram realizadas em um equipamento Perkin-Elmer modelo 2400 CHNS/O. Os
espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em um espectrometro Agilent Cary 630 FTIR,
usando o método de refletincia total atenuada (ATR), na faixa de 4000-400 cm™ e com
resolucdo de 4 cm™!. As analises termogravimétricas (TG e DTG) e térmicas diferenciais (DTA)
foram realizadas em um equipamento TA Instruments 2050 TGA e em um analisador térmico
simultaneo TGA/DTA SEIKO EXSTAR 6000 nas seguintes condigdes: ar sintético, vazao de
100 mL min! e taxa de aquecimento de 10 °C min’!, de 25 °C a 1000 °C. Os espectros de
ressonancia magnética nuclear (RMN) foram registrados em espectrometros Bruker AVANCE
111400 e 500 MHz. Estudos por ESI(+)-QTOF-MS foram realizadas em um instrumento Waters
Xevo Q-Tof e as amostras dos complexos foram dissolvidas em uma solu¢ao de H>O/metanol
50:50 com 0,1% de acido férmico e diluidas para concentracdo apropriada. A solucdo resultante
foi infundida diretamente na fonte de ESI do instrumento. Os espectros de fluorescéncia foram
obtidos em um espectrofotometro de fluorescéncia Cary Eclipse com utilizacdo de cubeta de
quartzo com 4 faces polidas e caminho optico de 1,0 cm. A velocidade de varredura foi ajustada
para lenta (BSA) e média (DNA) e fendas de excitacdo e de emissdo ajustadas para 5 e 5 nm.
Os espectros de dicroismo circular foram obtidos em um espectrofotdmetro Jasco J-720 com

cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho oOptico.

3.2. Sinteses
3.2.1. Sintese dos complexos de Ag(l) com amantadina (Ag-atd) e memantina (Ag-mtn).

Com o intuito de eliminar os ions cloreto dos ligantes que, inicialmente, se encontravam
na forma de cloridrato (atdH e mtnH), uma etapa preliminar foi realizada. Assim, 2,0 mmol de

atdH (375,4 mg) foram dissolvidos em 24 mL de H>O e a solu¢do foi tratada com 16,0 mL de
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uma solucdo aquosa de hidréxido de sédio a 5% (NaOH) e 1,3 g de cloreto de sddio (NaCl). A
mistura reacional foi submetida a extracdo (4x) com 10,0 mL de diclorometano (CH2Cl,). Uma
por¢ao de carbonato de sodio anidro (NaxCO3) foi adicionada a fragao organica para remover a
agua e filtrada em seguida. O solvente foi removido em um evaporador rotativo. Rendimento
de 94% (284,3 mg). O mesmo processo foi realizado para mtnH, mas ajustado para 1,14 mmol
de ligante de partida (245 mg). Rendimento de 56,8% (116,2 mg).

Em seguida, os ligantes na forma livre foram suspensos em 5,0 mL de dgua destilada e
1,0 mL de 4cido nitrico 1,25 mol L™, e permaneceram sob agitacio até total solubilidade. A
solugdo de memantina foi submetida a um rapido aquecimento (~ 55°C). Posteriormente, uma
quantidade de nitrato de prata foi pesada (propor¢do 1:2 metal/ligante), solubilizada em 2,0 mL
de 4gua destilada e adicionada a respectiva solu¢do do ligante (atd ou mtn) em solugdo. Para
ajustar o pH do meio, uma solugdo aquosa de hidroxido de potassio (KOH) de concentragao
0,44 M foi gotejada até aproximadamente pH=7,0, sendo observada a formagdo de um
precipitado branco levemente acinzentado tanto no caso do complexo de Ag(I) com amantadina
quanto para o complexo de Ag(I) com memantina. O solido de interesse foi filtrado, lavado
com agua destilada e seco em dessecador na presenga de P2Os.

Resultados de analise elementar para o complexo Ag-atd (C20H34N303Ag): Calculado
— C% 50,9, H% 7,20, N% 8,89; Experimental — C% 50,1, H% 7,17, N% 8,85. IV: v(C—H)
2914 € 2837 cm™!, ¥y(NH») 3257cm ! e 3147 cm™!, v(N—O) 1343 cm . RMN 'H §: 4,00 (s,
2H), 1,57 (dd, 6H), 1,65 (d, 6H), 2,05 9 (s, 3H). RMN °N &: 51,6. ESI-QTOF-MS (m/z):
152,1512 [(CioH17N) + H'], 409,1615 [Ag(CioH17N)2]". Cristais adequados para estudos de
difragdo de raios X foram obtidos por evaporacao lenta de uma solugdo em etanol do complexo.

Resultados de andlise elementar para o complexo Ag-mtn (C2sH4:N303Ag -H>0):
Calculado — C% 52,7, H% 8,05, N% 7,68; Experimental — C% 53,1, H% 8,21, N% 7,67. IV:
IR: w(C—H) 2914 ¢ 2837 cm ™!, W(NH,) 3270 e 3154 cm ™!, v(N—O) 1321 cm™!. RMN 'H &:
4,09 (s, 2H), 1,32 (m, 4H), 1,07 (dd, 2H), 1,23 (mm, 4H), 1,50 (dd 2H), 2,12(hep, 1H), 0,84 (s,
6H). RMN °N §: 49,7. ESI-QTOF-MS (m/z): 465,2338 [Ag(C12H21N)2]". Cristais adequados
para estudos de difracdo de raios X foram obtidos por evaporagdo lenta de uma solugdo em

acetona do complexo.

3.2.2. Sintese dos complexos de Pt(Il) com amantadina (Pt-atd) e rimantadina (Pt-rtd).

Para a sintese do complexo Pt-atd, 0,50 mmol de do ligante atdH (94,2 mg) foi

dissolvido em 10 mL de metanol e 0,25 mmol (105,6 mg) do precursor metalico, cis-
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dicloridobis(dimetilsulféxido)platina(Il), foi adicionado no estado sélido. A mistura reacional
permaneceu sob agitacao por 1 h e entdo foi submetida a um rapido aquecimento para completa
solubilizacao dos reagentes. Apds essa etapa, 0,50 mmol (28,5 mg) de hidréxido de potassio
previamente dissolvido em metanol foi adicionado a solugao. Um sélido amarelo se formou e
permaneceu sob agitacao por lh, sendo que, apos esse periodo, o precipitado de interesse foi
filtrado, lavado com metanol e seco em dessecador na presenga de P>Os.

Resultados de anélise elementar para o complexo Pt-atd (C12H23sNSOPtCl,): Calculado
(%) C 29,1, H 4,68, N 2,83; Experimental (%) C 28,8, H 4,66, N 2,73. RMN H!&: 3,91 (s, 2H),
3,32 (s, 6H), 2,12 (s, 3H), 1,96 (d, 6H), 1,65 (dd, 6H). RMN '°N &: 36,2. RMN %3Pt §: -3049,49.
ESI-QTOF-MS (m/z): 460,0752 [Pt(atd)(DMSO)CI]", 496,0482 [Pt(atd)(DMSO)CI, + H]".
Cristais adequados para estudos de difragdo de raios X foram obtidos por evaporagdo lenta de
uma solucdo de CD>Cl; do complexo dentro de um tubo fino de vidro.

O mesmo procedimento foi aplicado para a sintese do complex Pt-rtd, usando 0,50
mmol (107,9 mg) do ligante rtdH e 0,25 mmol do precursor metalico (105,9 mg). Resultado da
analise elementar para o complexo Pt-rtd (C14H27NSOPtCl,): Calculado (%) C 32,1, H 5,20,
N 2,68; Experimental (%) C 32,4, H 5,39, N 2,73. RMN 'H §: 4,10 (s, 1H), 3,49 (s, 1H), 3,35
(s, 6H), 2,80 (m, 1H), 2,01 (s, 3H), 1,68 (dd, 6H), 1,53 (dd, 6H), 1,36 (d, 3H) . RMN "N &:
10,0. RMN 3Pt §: -3090,20. ESI-QTOF-MS (m/z): 566,1272 [Pt(rtd)(DMSO).Cl]", 602,1131
[Pt(rtd)(DMSO)Cl, + H]". Cristais adequados para estudos de difracdo de raios X foram
obtidos pela técnica de difusdo liquido-vapor, sendo que éter etilico foi difundido em uma

solucdo de etanol/CH2Clz> do complexo.

3.2.3. Sintese do complexo de Pt(Il) com memantina (Pt-mtn)

Para a sintese do complexo Pt-mtn 0,50 mmol do ligante mtnH (107,9mg) foi dissolvido
em 10 mL de metanol e 0,25 mmol (106,3 mg) do precursor metalico, cis-
dicloridobis(dimetilsulféxido)platina(Il) foi adicionado no estado sélido. A mistura reacional
foi mantida sob agitacao por 1 h e, apos esse periodo, 0,50 mmol (28,3 mg) de KOH dissolvido
em 1,0 mL de metanol foi adicionado. A solu¢do permaneceu em agitacdo por 48 h e entdo
deixada em repouso a temperatura ambiente para evaporagdo lenta do solvente e formagao de
cristais.

Resultados da analise elementar para o complexo Pt-mtn (C16H33NS20,PtCl,): Calculado
(%) C 32,1, H 5,20, N 2,68; Experimental (%) C 32,4, H 5,25, N 2,65. RMN 'H &: 3,97 (s, 2H),
3,33 (s, 6H), 2,19 (m, 1H), 1,83 (s, 2H), 1,60 (dd, 4H), 1,32 (dd, 4H), 1,14 (s, 2H), 0,88 (s, 6H).
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RMN BN §: 34,8. RMN 5Pt §: 3085,69. ESI-QTOF-MS (m/z): 524,0769 [Pt(mtn)(DMSO)Cl,
+H]", 703,2385 [Pt(mtn)(DMSO)Cl, + H]".

3.3. Determinacio estrutural

3.3.1. Anadlise estrutural dos complexos Ag-atd e Ag-mtn por difracdo de raios X de
monocristais

A coleta de dados para os monocristais de Ag-atd ¢ Ag-mtn foi realizada em um
difratometro Bruker Apex II CCD com radiagio Mo-Ka (L = 0,71703 A). As dimensdes das
células unitarias e as matrizes de orientacao foram determinadas pelo refinamento de minimos
quadrados das reflexdes obtidas pelas varreduras phi € 6mega. Os dados foram indexados e
escalados com o Bruker Apex2 Suite. As estruturas foram resolvidas com o programa de
solugdo de estrutura SHELXT [38] usando fases intrinsecas e refinadas com SHELXL [39] no
programa Olex2 (v. 1.2.10) [40]. Todos os atomos diferentes de hidrogénio foram refinados
anisotropicamente e atomos de hidrogénio foram adicionados a estrutura em posigdes
idealizadas e refinados de acordo com “riding model” com C—H = 0,99 A e Uisx(H) =
1,2Uc(C) e N—H = 0,91 A e Uiso(H) = 1,2Ucq(N). Moléculas de agua desordenadas foram
incluidas no refinamento do cristal Ag-mtn. Graficos moleculares foram gerados usando Olex2
e Mercury [41]. Pesquisas no Cambridge Structural Database (CSD, v. 5.39) [42] foram
realizadas no ConQuest (v. 1.23) [43]. Informacdes cristalograficas de Ag-atd e Ag-mtn sdo

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Detalhes experimentais para determinagdo da estrutura cristalina e refinamento de

Ag-atd e Ag-mtn.

Parametro

Ag-atd

Ag-mtn

Formula quimica
Massa molar (g-mol™!)

Sistema cristalino, grupo espacial

C20H34AgN2 'N03
472,3

Monoclinico, C2/c

C24H42AgN2 ‘NO3-H,O
546,4

Ortorrombico, Aea?2

Temperatura (K) 150 150

a, b, c(A) 29.363 (3), 6.4685 (6), 11.6188 13.2609 (7),33.3090 (19), 11.6693
(10) (6)

B(®) 113.278 (2) 90

V(A% 2027.2 (3) 5154.4 (5)

Z 4 4

Tipo de radiacdo Mo Ka Mo Ka

g (mm™) 1.02 0.82

Tamanho do cristal (mm) 0.23 x 0.09 x 0.05 0.38 x0.16 x 0.06

Triny Tmax 0.595, 0.746 0.656, 0.746

No. de reflexdes medidas, 6369, 2320, 1779 59904, 7922, 6910

independents e observadas

[>20(1)]

Rint 0.026 0.036

R[F? > 28(F?)], wR(F?), S 0.025, 0.057, 1.04 0.029, 0.068, 1.05

No. de pardmetros 142 301

No. de restri¢des 0 1

APmax, Apmin (e-A7) 0.40, -0.28 0.75, -0.29

Parametro de estrutura absoluta - 0.400 (7)

3.3.2. Andlise estrutural dos complexos Pt-atd, Pt-rtd e Pt-mtn por difragdo de raios X de

monocristais.

A coleta de dados da difracdo de raios X de monocristal dos complexos Pt-atd, Pt-rtd e

Pt-mtn foi realizada em um difratometro Bruker APEX II duo com radiagao MoKa (A =0,71703
A) a 150 K. As dimensdes da células unitérias e as matrizes de orientagdo foram determinadas
pelo refinamento dos minimos quadrados das reflexdes obtidas pelas varreduras ¢ e w. Para
todos os conjuntos de dados, SAINT e SADABS foram utilizados para integragdao de dados e
correcdo de absor¢do de varredura multipla [21,22]. As estruturas foram resolvidas com o
programa de solucdo de estrutura SHELXT [46] usando fases intrinsecas e refinadas com
SHELXL [39] no programa Olex2 (v. 1.2.10) [40]. Todos os atomos que nao sao hidrogénio

foram refinados anisotropicamente, enquanto os atomos de hidrogénio foram refinados de
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acordo com o “riding model”. Para o complexo Pt-atd, foi utilizada a rotina de mascara de

solvente do Olex2, que mascarou a densidade eletronica residual das moléculas de solvente

desordenadas usando um raio de sonda de 1,2 A, produzindo assim uma fracdo de volume de

177,4 A3 e 50 elétrons. Isso sugeriu a presenca de 2 moléculas de metanol relacionado ao centro

de inversdo ¢ uma molécula de 4gua colocada em canais moleculares ao longo do eixo a-

cristalografico. Graficos moleculares foram gerados usando Mercury (v. 3.10.3) [41].

Informagdes cristalograficas para os complexos Pt-atd, Pt-rtd e Pt-mtn sdo apresentadas na

Tabela 2.

Tabela 2: Detalhes experimentais para determinagao da estrutura cristalina e refinamento de Pt-

atd, Pt-rtd e Pt-mtn.

Parametro

Pt-atd

Pt-rtd

Pt-mtn

Formula quimica

Massa molar (g-mol™)

Sistema cristalino, grupo espacial

Temperatura (K)
a, b, c(A)

B

V (A%)

z

Tipo de radiacdo

p (mm™)

Tamanho do cristal (mm)

Tiin, Trmax
No. de reflexdes
independents e
[>20(1)]

Rint

(sin 6/A)max (A™)

medidas,

observadas

R[F? > 26(F?)], wR(F?), S

No. de reflexdes
No. de pardmetros

Apmax, Apmin (G Ais)

C12H23CLLNOPtS
495,37

Monoclinico, P2,/c
150

12.7546 (18), 32.285
(5), 15.611(2)

90.421 (3)

6428.16

16

Mo Ka

9.183

0.12x0.11 x 0.07
0.615, 0.745

121659, 13309, 10507

0.067
0.628

0.038, 0.065, 1.11
13309

597

1.22,-1.51

C14H,7CLNOPtS
523,42
Monoclinico, P2;/c

150

13.405 (2), 9.4994
(14), 14.267(2)
102.871 (3)

1771.1

4

Mo Ka

8.338

0.18 x 0.08 x 0.07
0.561, 0.746

24304, 4378, 3547

0.046
0.666

0.026, 0.058, 1.02
4378

184

2.45,-1.04

Ci4sH2,CLLNOPtS
523,42
Ortorrémbico, Pbca
150

19.6534 (16), 8.5150
(7), 21.5493 (17)
90

3606.2 (5)

8

Mo Ka

8.190

0.33 x0.25x0.13
0.551, 0.746

84848, 5512, 5117

0.025
0.715

0.020, 0.039, 1.23
5512

193

1.22, -1.68
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3.4. Simulac¢io computacional

Os estudos por modelagem molecular foram feitos em colaboragdo com o Prof. Dr. Douglas
Henrique Pereira, da Universidade Federal de Tocantins-UFT, Brasil. Os resultados obtidos sdo

apresentados a seguir:

3.4.1. Simulagdo computacional para os complexos Ag-atd e Ag-mtn

Célculos teodricos dos compostos foram realizados utilizando a Teoria do Funcional da
Densidade (DFT — Density Functional Theory) com o funcional hibrido wB97XD [47]. O
conjunto de funcdo de base 6-31+G(d,p) [48—50] foi usado para amantadina € memantina e a
funcdo de base LANL2DZ [51] com potencial de nucleo efetivo foi usado para o atomo de
prata. Para confirmar que as estruturas otimizadas estavam em sua energia minima, calculos de
frequéncia foram empregados e nenhuma frequéncia imaginaria foi encontrada. Para corrigir o
erro associado as frequéncias harmonicas relacionadas ao método, foi utilizado o fator de escala

0,952. Todos os calculos foram realizados usando o programa Gaussian 09 [52].

3.4.2. Simula¢do computacional para os complexos Pt-atd, Pt-rtd e Pt-mtn

O estudo tedrico dos complexos e ligantes foi realizado por dois métodos diferentes, um
ab intio, MP2 [53-57], e outro baseado na Teoria do Funcional da Densidade (DFT) com
funcional hibrido B3LYP [58-60]. O conjunto de fun¢do de base 6-31+G(d, p) [48-50] foi
usado para os atomos C, H, S, N e O. A funcdo de base com potencial de nticleo efetivo
LANL2DZ [51] foi usado para atomos de Pt. Para confirmar que as estruturas otimizadas
estavam em sua energia minima, calculos de frequéncia foram aplicados e nenhuma frequéncia
imaginaria foi encontrada. Todos os calculos foram realizados utilizando o programa Gaussiano

09 [52]. Algumas estruturas foram geradas utilizando o programa Gauss View 5.09 [61].

3.5. Ensaios bioldgicos

3.5.1. Ensaios de concentragdo inibitoria minima (CIM)

Os valores de CIM foram obtidos de acordo com a metodologia descrita na literatura
[62]. Cepas bacterianas Gram-positivas (Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Bacillus cereus
ATCC 14579) e Gram-negativas (Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa
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ATCC 27583) foram inoculadas em tubos contendo 10,0 mL de BHI (Brain Heart Infusion
KASVI) e incubadas por 18 h a 35-37 °C. Um ino6culo suficiente de cada suspensdo bacteriana
foi adicionado em novos tubos de BHI estéril até atingir a turbidez 1,0 da escala nefelométrica
de McFarland (~3,0x10® UFC mL™!, UFC = unidades formadoras de colonias). Um volume de
50 pL (10 mg mL") dos compostos suspensos em solugio 20% de DMSO, foram adicionados
ao segundo poco da microplaca de 96 pocos, seguido de 50 pL. de meio BHI estéril e 100 uLL
das suspensodes de microrganismos na escala McFarland 1,0, foram adicionadas a cada pogo,
atingindo a turbidez 0,5 McFarland (~1,5x10® UFC mL™!), em um volume final de 200 pL/pogo.
Foram feitas dilui¢des em série dos compostos, atingindo concentracdes finais de 5,0 mg mL!
a 0,078 mg mL!. Como controle de crescimento positivo, 50 uL de BHI estéril, 50 uL de
solugdo aquosa de DMSO a 20% e 100 pL de suspensdes bacterianas foram adicionados em
pocos devidamente identificados nas placas. A maior concentracio de DMSO usada no
experimento foi de 5%. As microplacas foram incubadas por 18 h a 35-37 °C em uma camara
umida sob agitacdo a 150 rpm. Apds o periodo de incubagdo, 15 pL de resazurina a 0,02% em
solucao aquosa estéril foram adicionados a cada orificio nas placas. Apos 3 h de reincubagao,
a leitura foi realizada. Estes estudos foram realizados em colaboragao com o Prof. Dr. Wilton

Rogério Lustri da Universidade de Araraquara-UNIARA.

3.5.2. Ensaio de ativividade dos compostos frente ao Mycobacterium tuberculosis

A atividade dos complexos de Ag(I) e Pt(Il) e seus precursores sobre o Mycobacterium
tuberculosis (cepa H37Rv - ATCC 27294) foi determinada pelo método REMA (Resazurin
Microtiter Plate Assay) [63] em uma microplaca de 96 pocos. As solucdes estoques dos
antibioticos padrdo RIF (rifampicina), MOX (moxifloxacina) e INZ (isoniazida), dos
complexos e seus precursores foram preparadas em DMSO. As concentragdes testadas estavam
na faixa de 25 a 0,098 ug mL'. O M. tuberculosis foi cultivado em meio Middlelbrook 7H9
(Difco) suplementado com OADC (4cido oleico, albumina, dextrose e catalase), a 37 °C, sob
agitacdo e a concentragio foi ajustada a 5x10° UFC/mL. O volume de 100 uL deste inéculo
micobacteriano foi adicionado aos pogos contendo 100 pL. dos compostos testados a diferentes
concentragdes. As placas foram incubadas a 37 °C por sete dias. Apods esse periodo, 30 pL. da
solucao de resazurina (0,01% em meio Middlelbrook 7H9 suplementado com OADC 10%)
foram adicionados aos pogos, seguido de incubagdo a 37°C por 24h. As leituras de
fluorescéncia foram realizadas em comprimentos de onda 530/570nm (excitagdo/emissdo) em

um espectrofotometro Cytation 5 Cell Imaging Multi-Mode Reader, Biotek®.
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Os resultados sao apresentados como CIMoyo, que ¢ definida como a menor concentragao
de farmaco resultando em 90% de inibig¢do do crescimento em comparagao ao controle positivo.
Este estudo foi realizado em colaboragdo com o Prof. Dr. Fernando Rogério Pavan, da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP, Araraquara-SP.

3.5.3. Ensaio de mutagenicidade para os complexos de Pt(Il)

A atividade mutagénica dos complexos de platina foi avaliada em colaboragdao com o
grupo de pesquisas da Profa. Dra. Flavia Aparecida Resende Nogueira, docente da
Universidade de Araraquara — UNIARA, utilizando cepas de Salmonella typhimurium TA9S,
TA100, TA102 e TA97a, em experimentos com ¢ sem metabolizacdo pelo método de pré-
incubacdo [64]. As cepas inicialmente congeladas foram cultivadas durante a noite por 12-14 h
em Caldo Nutritivo Oxoid n°® 2. A mistura de ativagdo metabolica (S9) foi preparada
previamente a cada teste. Os complexos de platina foram solubilizados em DMSO e testados
em cinco concetragdes diferentes. As concentracdes variaram de 12,5 a 100 pg/placa para Pt-
rtd e 3,12 a 50 pg/placa para Pt-mtn e Pt-atd.

Aos complexos a serem testados foram adicionados 0,5 mL de tampao fosfato 0,2
mol L (pH 7,4) ou 0,5 mL de mistura S9 (4%) nos ensaios com ativagio metabolica e 0,1 mL
de cultura bacteriana e depois incubadas a 37 °C por 20-30 minutos. Apos esse tempo, 2 mL de
agar de superficie (top-agar) foram adicionados a mistura e vertidos sobre uma placa contendo
agar minimo.

As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h e as colOnias revertentes foram contadas
manualmente. Os ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados foram analisados
uutilizando o programa estatistico Salanal (U.S. Environmental Protection Agency, Monitoring
Systems Laboratory, Las Vegas, NV, versao 1.0, Research Triangle Institute, RTP, Carolina do
Norte, EUA), adotado por Bernstein ef al. [65]. Os dados (revertentes/placa) foram avaliados
por analise de variancia (ANOVA), seguida de regressdo linear. O indice mutagénico (IM)
também foi calculado para cada concentracao testada, sendo este o nimero médio de revertentes
por placa com o composto de teste dividido pelo nimero médio de revertentes por placa com o
controle negativo (solvente). Uma amostra ¢ considerada mutagénica quando uma relagdo dose-
resposta foi detectada ou quando um indice de mutagenicidade maior ou igual a 2 (IM > 2) for
observado em pelo menos uma concentragdo [66].

Os padrdes mutagénicos utilizados como controle positivo em experimentos sem

mistura S9 foram 4-nitro-o-fenilenodiamina (10 pg/placa) para TA98 e TA97a, azida de sodio
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(1,25 pg/placa) para TA100 e mitomicina (0,5 pg/placa) para TA102. A 2-antramina (1,25
pg/placa) foi usada com TA98, TA100 e TA97a e 2-aminofluoreno (1,25 pg/placa) com TA102
nos experimentos com ativagcao metabodlica. O DMSO serviu como controle negativo (solvente,
100 uL/placa). Os ligantes € o complexo de platina precursor, cis-[PtClo(DMSO).], também

foram avaliados.

3.5.4. FEnsaios antivirais

Os ensaios de atividade antiviral dos aminoadamantanos e de seus complexos foram
realizados no Laboratério de Virologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da
Universidade Federal de Uberlandia — UFU, sob a coordena¢dao da Profa. Dra. Ana Carolina

Gomes Jardim.

3.5.4.1. Linhagem celular BHK-21

Células BHK-21 (Baby Hamster Kidney) foram utilizadas para se avaliar a
atividade dos compostos frente a infec¢ao viral por CHIKV. Estas células foram cultivadas em
meio essencial minimo de Glasgow (GMEM, GIBCO-BRLA, Grand Island, NY, USA),
suplementado com 1% (v/v) penicilina e streptomicina, 1%(v/v) de caldo de triptose fosfato
(TBP) e 5% (v/v) de soro fetal bovino inativado (FBS, GIBCO-BRL), e incubadas a 37°C e 5%
de COa.

3.5.4.2. CHIKV-nanoluciferase

O CHIKV-nanoluciferase (CHIKV-nanoluc) [67] usado para os ensaios antivirais
foi construido com base na cepa CHIKV LR2006-OPY1 (genétipo Leste/Central/Africa do
Sul). O plasmideo de cDNA infeccioso CMV-CHIKV-nanoluc contém o promotor CMV, SV40
e uma sequéncia a qual codifica a proteina nanoluciferase inserida na regido que codifica o
dominio C-terminal da proteina nsP3 viral [67,68]. Para producdo dos virus, 2,3 x 107 células
BHK-21 foram transfectadas com 1,5 pg de plasmideo CMV- CHIKV-nanoluc, usando
lipofectamina 3000® e meio Opti-Mem. Quarenta e oito horas apos a transfec¢dao, o
sobrenadante contendo particulas de CHIKV-nanoluc foi coletado, centrifugado e armazenado
a—80 °C. Posteriormente, 5 x 10° células BHK-21 foram semeadas por pogo em uma placa de

6 pocos, 24 h antes da infec¢do. Em seguida, as células foram infectadas com dilui¢des em série
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de 10 vezes de CHIKV-nanoluc durante 1 h a 37 °C. Os in6culos foram removidos e as células
foram lavadas com tampao fosfato (PBS) para remover o virus ndo ligado e incubadas com
meio de cultura celular suplementado com 1% de penicilina, 1% de estreptomicina, 2% de FBS
e 1% de carboximetilcelulose (CMC). As células infectadas foram incubadas por 2 dias em uma
incubadora umidificada de 5% de CO- a 37 °C, seguido por fixagdo com 4% de formaldeido e
coradas com 0,5% de cristal violeta. As placas virais foram contadas para determinar o titulo

de CHIKV-nanoluc [69].

3.5.4.3. Viabilidade celular — Ensaio MTT

As células BHK-21 foram cultivadas em placas de 48 pogos e tratadas com diferentes
concentragdes de cada composto por 16 h a 37 °C com 5% de CO». Ap0s o tratamento, 0 meio
contendo o composto foi removido e as células foram adiconadas de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difenil tetrazdlio (MTT, Sigma-Aldrich®) a 1,0 mgmL™!, incubado por 30 minutos e
substituido por 300 uL de DMSO para solubilizar os cristais de formazan. A absorvancia foi
medida a 490 nm no leitor de microplacas Glomax (Promega®). A viabilidade celular foi
calculada de acordo com a equagdo (T/C) x 100%, em que T e C representaram a densidade
optica do poco tratado e dos grupos controle, respectivamente. O DMSO foi usado como

controle ndo tratado.

3.5.4.4. Ensaios de infeccao viral in vitro

As células BHK — 21 foram semeadas a uma densidade de 5 x 10* células por pogo em
placas de 48 pocos 24 h antes da infecgdo. O virus CHIKV-nanoluciferase a uma multiplicidade
de infeccdo (MOI) de 0,1 e os compostos foram simultaneamente adicionados as células. As
amostras foram colhidas em tampao de lise de Renilla luciferase (Promega®) 16 h pos-infecgcao
(h.p.1.), e a replicacdo do virus foi quantificada medindo a atividade da nanoluciferase usando
o Sistema Renilla luciferase (Promega®). Os dados foram analisados quanto a distribui¢do. Em
seguida, o teste One-way ANOVA ou Mann-Whitney foi usado para comparar o tratamento

com cada composto frente ao DMSO, usando um p <0,05.
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3.6. Ensaios biofisicos
3.6.1. Estudos de intera¢do com proteina sérica bovina

Amostras de albumina sérica bovina (BSA, 66.463 Da, absortividade molar 43.824 M-
'em™ a 279 nm) na concentragio 2,6 pmol L! foram preparadas em solugdo de tampao fosfato
(HPO4>/ H2PO4", 50 mmol L™, pH = 7,3) e tituladas a 25°C com solugdes dos complexos e seus
precursores em DMSO para garantir a solubilidade. Na titula¢do, 2,5 pL de cada solugdo de
amostra foram adicionadas sucessivamente a solu¢ao de BSA para obter concentracdes 5,0 —
50,0 umol L' de supressor. A emissdo da fluorescéncia da proteina foi monitorada de 300 a
450 nm (excitacdo a A=280nm) a 25 °C. Os resultados foram tratados de acordo com a equagao

de Stern-Volmer, equagdo 1, para uma analise quantitativa dos dados de supressdo da

fluorescéncia:
2 =1+ Ky [Q] = 1 + Kg.70.[Q] Equagio 1

Nesta equagdo, F, ¢ a intensidade da fluorescéncia na auséncia do supressor, F ¢ a
intensidade da fluorescéncia na presenga do supressor, Ky ¢ a constante de Stern-Volmer [Q]
¢ a concentracdao do supressor, Kq € a constante da taxa de supressdo biomolecular e 10 € o
tempo de vida do fluordforo na auséncia do supressor (aproximadamente 10” s para BSA) [70].

O valor de Ky € equivalente ao coeficiennte angular da equacdo da reta obtida pela
regressao linear do grafico Fo/F vs [Q]. Alteragdes na intensidade da fluorescéncia da proteina
causada pela presenc¢a dos compostos sdo indicios de possiveis interacdes. O valor da constante
de ligacdo (Kp) ¢ determinado pela equagdo de Scatchard [71], conforme apresentado na

equagdo 2:

Fy—F

F

log = log[K},] + n.log[Q] Equagao 2

O valor de Ky e n correspondem ao coefieciente linear e angular, respectivamente, da

equagao da reta obtida pela regressao linear do grafico log (Fo-F) / F vs log [Q].
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3.6.2. Estudos de interacdo com o DNA

A interagdo dos complexos de Ag(I) e Pt(II) com DNA foi avaliada por eletroforese em
gel de agarose, espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo circular. As solugdes estoques de
DNA de timo de bezerro (CT-DNA) foram preparadas por didlise de amostras dissolvidas em
tampao fosfato 10 mmol L! (pH = 7,4) por 24 h. As concentra¢des das solugdes foram medidas
considerando € = 6600L mol™' cm™ a 260 nm. Nos estudos por eletroforese foi utilizado o DNA
plasmidial pGEX-4T1, o qual foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Wilton Rogério Lustri da
Universidade de Araraquara-UNIARA.

3.6.2.1. Eletroforese em gel de agarose

Para o gel contendo os complexos de Ag(I): Os compostos Ag-atd, Ag-mtn, atdH,
rtdH, mtnH, AgNO; e cisplatina foram previamente dissolvidos em DMSO e as concentragdes
iniciais ajustadas para 250 pumol L' em tampdo fosfato (HPO4>/ H,POs4, pH = 7.4).
Quantidades diferentes de cada amostra foram adicionadas a 15 uL de solugdo plasmidial
pGEX-4T1 para uma concentracio final de 70 pmol L' ou 35 pmol L' dos compostos em
tampao fosfato e incubados a 37 °C por uma hora.

Para o gel contendo os complexos de Pt(II): Os compostos Pt-atd, Pt-rtd, Pt-mtn,
atdH, rtdH, mtnH, [PtCl(DMSO);], K2[PdCl4] e cisplatina foram dissolvidos em DMSO e
diluidos para 1,0 mmol L' em tampdo fosfato (pH = 7,4). As aliquotas de 2 pL de cada
composto ¢ 12 uL de solu¢do de DNA plasmidial pGEX-4T1 foram preparadas até¢ a
concentragio final de 80 pmol L' do composto em solugio tampao fosfato e incubadas a 37 °C
por duas horas.

Apds o periodo de incubagdo, 5 pL do tampao de corrida (azul de bromofenol 0,25%
m/v, xileno cianol 0,25% m/v, glycerol 30% m/v e EDTA 30 mmol L em 4gua destilada
estéril) foram adicionados a cada amostra. A matriz de gel de agarose (0,8%) foi preparada em
tampao Tris-Borato-EDTA 0,5x a pH 8,3 e submetida a eletroforese a 100 V. O controle
utilizado foi o plasmideo pGEX-4T1 puro e o DNA Ladder 1Kb Plus (12000 pb) foi usado
como marcador de peso. Apos eletroforese, o gel foi corado com solucdo 1x SYBR Green e

fotodocumentado utilizando-se o fotodocumentador UVDoc 4001 Delpho instruments.
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3.6.2.2. Interacdo dos complexos de Ag(I) com DNA por espectroscopia de fluorescéncia

Amostras de CT-DNA a 100 umol L! (em tampao fosfato 10 mmol L! e 1,5% DMSO)
foram incubadas por 20 h a 37 °C com atdH, mtnH, Ag-atd e Ag-mtn na proporg¢do
[composto]/[DNA] de 0,3 (30 umol L ). O SYBR Green I® (SG) foi utilizado como sonda
fluorescente. O comprimento de onda de excitagdo foi definido como 485 nm e a janela de
emissdo de 505 a 600 nm. Para cada amostra, a fluorescéncia a 520 nm foi monitorada com a

adicao consecutiva de 4 uLL de SG 5x. As medigdes foram realizadas em triplicata.

3.6.2.3. Interagdo dos complexos de Pt(Il) com DNA por dicroismo circular

As amostras de DNA a 100 pmol L' (em tampdo fosfato 10 mmol L™, pH = 7,4) foram
incubadas com os complexos de platina(Il) e seus precursores previamente solubilizados em
DMSO, em diferentes razdes [compostos]/[DNA] (variando de 0 a 0,50; volume final de 5,0
mL), a 37 °C e por 24 h. A amostra de CT-DNA a 100 umol L"! em tampao fosfato 10 mmol-L-
'pH=7,4 ¢ 1% de DMSO foi usada como controle. Os espectros foram registrados com

velocidade de varredura de 50 nm min™' com 8 acumulagdes e a temperatura ambiente.

3.7. Avaliacao do potencial antiviral do cloridrato de memantina

A atividade antiviral de mtnH contra CHIKV foi determinada infectando células BHK—
21 com CHIKV-nanoluc, nas mesmas condicdes descritas no procedimento 3.4.4. As células
BHK-21 foram mantidas em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich®)
suplementado com 100U/mL de penicilina (Hyclone Laboratories®), 100 mg/mL de
estreptomicina (Hyclone Laboratories®), 1% de diluicdo de estoque de aminodcidos nao
essenciais (Hyclone Laboratories®) e 1% de soro fetal bovino (FBS, Hyclonen Laboratories®)
em uma incubadora umidificada de 5% de CO; a 37 °C. Apds a construgdo do vetor viral,
conforme item 3.4.4.2, as células BHK — 21 em densidade 1x 10° foram semeadas em cada uma
das placas de 24 pogos 24 horas antes da infec¢do para determinagao do titulo viral. Em seguida,
as células foram infectadas com dilui¢des em série de dez vezes de CHIKV- nanoluc por 1 h a
37 °C. Os in6culos foram removidos, as células foram lavadas com tampao fosfato para remover
o virus nao ligado e adicionado meio fresco suplementado com 1% de penicilina, 1% de
estreptomicina, 2% de FBS e 1% de carboximetilcelulose (CMC). As células infectadas foram

incubadas durante 2 dias em uma incubadora de 5% CO ,a 37 °C, seguido pela fixagdo com
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formaldeido a 4% e coradas com 0,5% de violeta de cristal. Os focos virais foram contados para
determinar o titulo viral que foi apresentado em unidades formadoras de placa por mililitro
(UFP/mL). A viabilidade celular por ensaio MTT e os ensaios de infec¢do viral foram
realizados conforme procedimento 3.4.4.3 e 3.4.4.4, respectivamente. A concentracdo de mtnH
variou de 500 a 1,45 pmol L. A concentracdo eficaz de inibicio de 50% (ECs) e a

concentragdo citotoxica de 50% (CCs) foram calculadas usando GraphPad Prism 8. Os valores

de CCs e ECs, foram usados para calcular o indice seletivo( SI = %).
50
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4. Resultados e Discussoes

4.1. Complexos de Ag(I) com amantadina e memantina

4.1.1. Caracterizacdo

4.1.1.1. Estruturas cristalinas

O composto Ag-atd cristalizou em um sistema cristalino monoclinico, grupo espacial
C2/c, enquanto o composto Ag-mtn cristalizou no sistema cristalino ortorrdmbico, grupo
espacial Adea2. As estruturas cristalinas, Figura 4, confirmam as composigoes
[Ag(C1oH17N)2]NO3 e [Ag(Ci12H21N)2]NO3-H>0, nas quais duas moléculas do adamantano se
coordenam a prata simultaneamente pelo &tomo de nitrogénio do grupo amino, com o ion nitrato

atuando como contra-ion.

Figura 4: Representa¢do dos compostos (a) Ag-atd e (b) Ag-mtn. Elipséides de deslocamento
sao representadas no nivel de probabilidade de 50%. A desordem do grupo nitrato do complexo
Ag-atd ¢ representada por elipsdides translucidos. As moléculas de agua desordenadas do
complexo Ag-mtn ndo sdo mostradas. Apenas um dos ligantes mtn em Ag-mtn ¢ marcado e os
atomos de hidrogénio ndo foram marcados, para maior clareza. Codigos de simetria: (i) - x + 1,

-y+2,-z+1;(1)-x+1,y,-z+ 1/2.

O comprimento de ligagdo Agl—N1 é 2,124(2) A no complexo Ag-atd, enquanto o
complexo Ag-mtn tem ligagdes Agl—N1 e Agl—N2 mais longas de 2,160(2) e 2,163(2),
respectivamente. Estes valores sdo consistentes com a média de 2,14(7) para comprimentos de
ligagdo Ag—Namina em gemometria linear (dngulos N—Ag—N variando de 170° a 180°)
encontrados no Cambridge Structural Database (CSD) [42]. Enquanto o Ag-atd tem uma
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geometria linear perfeita, o Ag-mtn tem angulos de ligacdo de 173,4(1)°. As geometrias dos
complexos Ag-atd e Ag-mtn podem ser comparadas com a do complexo catidnico [Ag(NH3)2]",
que apresenta angulos e comprimentos de ligagdo N—Ag—N variados dependendo da estrutura
do cristal [72,73].

As diferentes orientagdes dos ligantes em cada estrutura comprovam que a amantadina
e a memantina sdo livres para girar em torno da ligagdo Ag—N em soluc¢do, levando a diferentes
conformagdes como resultado dos efeitos de empacotamento no estado soélido quando os
compostos cristalizam. Embora nenhuma outra estrutura cristalina de compostos de prata(I)-
amantadina ou memantina tenha sido encontrada no banco de dados, foram relatados complexos
com ligantes de iminoadamantano. Estes compostos t€ém o grupo amino condensado com um
aldeido, formando uma imina. O complexo de prata(I) com duas moléculas de 2-
(quinonil)iminoadamantano exibe uma geometria tetraédrica distorcida [74], enquanto o
complexo com dois ligantes 2,6-(piridil)iminodiadamantano apresenta uma esfera de
coordenacdo bipiramidal trigonal distorcida [75].

As principais interagdes intermoleculares presentes nas estruturas cristalinas de Ag-atd
e Ag-mtn sdo as ligagdes de hidrogénio entre o anion nitrato e os grupos amino dos ligantes
aminoadamantano. Na estrutura cristalina do complexo Ag-mtn, a molécula de dgua também

esta envolvida na formagdo de ligagdes do hidrogénio.

4.1.1.2. Espectroscopia de absor¢ao no infravermelho

Os espectros no infravermelho (IV) dos complexos e ligantes sdo mostrados na Figura
5a—d. As bandas entre 2914 € 2837 cm™! podem ser atribuidas aos estiramentos v(CH) e v(CH>)
da gaiola do adamantano [21]. O alargamento das bandas dos ligantes nesta regido (Figura 5b
e 5d), pode ser devido a sobreposi¢ao com bandas relacionadas ao alongamento do grupo amino
v(NH3") [76]. Uma banda em 2070 cm™ no espectro de atdH e 2053 cm™ no espectro de mtnH
foi atribuida a uma combinacao da vibra¢ao de deformagao assimétrica ¢ a oscilagao torcional
do grupo NH3" [76]. A auséncia desta banda no espectro no IV dos complexos Ag-atd e Ag-
mtn (Figura 5a e 5¢) indica a perda do atomo de hidrogénio do grupo R—NH3" apds a conversdo
de atdH e mtnH em formas neutras. Além disso, a presen¢a de duas bandas bem resolvidas em
3257 cm™ e em 3147 cm™! no espectro do complexo Ag-atd, e em 3270 e 3154 cm™! no espectro
do complexo Ag-mtn, correspondem ao modos de estiramento assimétrico e simétrico (NH»)
do grupo amino coordenado [77], confirmando assim a coordenacdo de atd ou mtn ao Ag(I)

pelo grupo NHz como j4 observado nas estruturas determinadas por dados de difracdo de raios
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X de monocristal. De acordo com a literatura, o ion nitrato livre exibe uma forte banda de
absor¢io de v(N—O) que se estende na faixa de 1389-1259 cm™ [77,78]. Como observado nas
Figuras 5a e 5c, a presenca de uma banda de absorcdo forte em 1343 e em 1321 cm’,
respectivamente, confirma a presenga de NO3™ ndo coordenado na composi¢ao dos complexos
Ag-atd e Ag-mtn. A banda em 3562 cm™! no espectro do complexo Ag-mtn confirma a presenca
de 4gua na sua composi¢do. Os modos de vibragao encontrados para o complexo Ag-atd foram

semelhantes aos obtidos por Jeremi¢ et al. para um complexo semelhante e previamente

reportado, o [Ag(1-AdNH2),]NOs-0,5CH3;0H [79].
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Figura 5: Espectros no infravermelho de (a) Ag-atd, (b) atdH, (¢) Ag-mtn, (d) mtnH.

4.1.1.3.Simulagdo computacional

Para entender melhor a estrutura eletronica do complexo metalico com amantadina e
memantina, simulagdes no nivel DFT foram realizadas para os complexos [Ag(atd):]” e
[Ag(mtn),]". Neste estudo, o contra-ion e a 4gua de hidratagio do sistema ndo foram simulados.
A Figura 6a mostra as estruturas otimizadas com a proporc¢ao ligante:metal 2:1 e a Figura 6b as
estruturas obtidas experimentalmente a partir das estruturas cristalinas. Os resultados da
simulacdo sdo consistentes com as estruturas cristalinas ao considerar o dngulo N—Ag—N.
Enquanto o angulo de ligagdio N—Ag—N para o complexo [Ag(atd)2]" € 177,9°, os resultados

encontrados para [Ag(mtn)2]" mostram que o complexo tem um angulo de 173,7°.
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Figura 6: Estruturas dos complexos (a) [Ag(atd)>]" (topo) e [Ag(mtn)*]* (baixo): (a) Otimizado
no nivel wB97XD/6-31+G(d, p)/LANL2DZ e (b) Estruturas cristalinas experimentais.

Os parametros estruturais, comprimento de liga¢do e frequéncias vibracionais para os
complexos estdo representados na Tabela 3. Apenas as frequéncias vibracionais dos atomos
diretamente ligados ao metal foram consideradas para analise. O comprimento da ligagdo N—
Ag encontrado teoricamente para [Ag (atd)2]" foi 2,187 A e experimentalmente 2,124 A. Para
[Ag(mtn)>]", o comprimento tedrico da ligagdo foi de 2,191 A e o experimental de 2,163 A. Os
resultados também mostram que os dados tedricos sdo semelhantes aos do cristal para outros

comprimentos de liga¢do do complexo.



46

Tabela 3: Comprimentos de ligagio experimentais e tedricos (em A) e frequéncias vibracionais

(em cm) para os complexos [Ag(atd)>]" e [Ag(mtn)*]*.

Complexos
[Ag(atd)2]" [Ag(mtn),]”
‘ Teorica Experimental Teorica Experimental
Ligacgdo
(A) (A)
C—N 1,494 1,481 1,495 1,485
N—Ag 2,187 2,124 2,191 2,161
o Teorico Experimental Teorico Experimental
Modos vibracionais
cm’! cm’!
Vas(N—H) 3578 3258 3585 3270
vs(N—H) 3506 3147 3512 3154
d(H—N—H) 1658 1589 1655 1596
v(Ag—N) 510 - 521 -

Os orbitais moleculares de fronteira (OMF) foram também simulados, pois, com base
em sua localizagdo, ¢ possivel realizar analises qualitativas e quantitativas da possibilidade de
ocorrer uma reagdo [80]. O HOMO, LUMO e o gap de energia também podem gerar
informagdes sobre a estabilidade cinética e reatividade quimica. Diferentes aplicacdes de OMFs
podem ser encontradas na literatura, como reagdes periciclicas, complexos organicos e
inorganicos, comportamento de acidos e bases, entre outros [80-86]. Os orbitais HOMO e
LUMO e o gap de energia foram calculados e sdo apresentados nas Figuras 7 e 8. Os resultados
mostram as mesmas tendéncias para as estruturas e indicam que o orbital HOMO para os
ligantes esté localizado principalmente no grupo NH2 e o LUMO nos 4tomos de carbono. Para
os complexos, 0 HOMO esta localizado principalmente nos atomos de carbono do ligante e o
LUMO esta localizado na ligagdo Ag—N. O gap de energia encontrado para o atd livre e o
complexo Ag-atd (AE = 10,20 eV e 10,10 eV), Figura 7, sdo semelhantes aos resultados Ag-
mtn (AE = 10,14 eV e 9,82 eV), Figura 8. Quanto menor o gap de energia, mais reativa ¢ a
molécula. Comparando os complexos, € possivel sugerir que o complexo Ag-mtn € ligeiramente

mais reativo do que o complexo Ag-atd.
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4.1.1.4. Andlise termogravimétrica

As curvas DTA e TG para os complexos de prata sdo apresentadas na Figura 9. De
acordo com os dados experimentais, o composto Ag-atd comega a se decompora 100 °C.
Para Ag-mtn h4 uma perda de massa de 4,2% acima de 100 °C, que ¢ atribuida a perda de uma
molécula de 4gua. Existem variagdes de peso de 62,4% e 67,3% de 100 — 260 °C para Ag-atd
e Ag-mtn, respectivamente, que correspondem a perda de dois ligantes atd ou mtn. De 260 °C
a 700 °C houve perdas de massa de 14,8% e 9,0% para Ag-atd e Ag-mtn, atribuidas a perda do
ion nitrato.
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Figura 9: As curvas de TG e DTA de (a) Ag-atd e (b) Ag-mtn.

A curva DTA para o complexo Ag-atd exibe um pico exotérmico definido centrado em

241 °C e outro exotérmico amplo com um maximo em 513 °C, que sdo consistentes com a
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perda das moléculas do ligante e do ion nitrato. Para o complexo Ag-mtn, a curva DTA mostra
um pico exotérmico definido centrado em 247 °C e outro exotérmico amplo centrado em 388
°C, que também pode ser atribuido a perda das moléculas de ligante e do ion nitrato conforme
observado para o complexo Ag-atd. Um pico endotérmico com maximo a 140 °C também ¢
observado para o complexo Ag-mtn. Esse pico pode ser atribuido a perda da molécula de agua
presente na composi¢ao desse complexo. A 700 °C, os residuos finais correspondentes a 22,8%
para Ag-atd e 19,5% para Ag-mtn em massa (calculado 22,8% e 19,7%, respectivamente) sdo
consistentes com a formagao de prata metéalica. Os dados termogravimétricos experimentais
reforcam a composicdo 1:2 metal/ligante dos compostos e a presenca de uma molécula de dgua

em Ag-mtn, conforme verificado por analises elementares e espectroscopia no infravermelho.

4.1.1.5. Espectrometria de massas

Os complexos de prata foram analisados por ESI(+)-QTOF-MS e os espectros sdo
apresentados na Figura 10, enquanto os padrdes isotopicos (experimentais e calculados) para
os ions correspondentes as composi¢des [AgL,]" esperadas sdo apresentados na Figura 11. Para
Ag-atd, o sinal observado em m/z 152,1512 foi atribuido ao ion [(CioHi7N) + H'],
correspondente ao ligante protonado e o sinal em m/z 409,1615 foi atribuido ao
[Ag(CioH17N)2]" ion, confirmando a composi¢do 1:2 metal/ligante. Curiosamente, o espectro
de massa de Ag-mtn tem apenas um conjunto de picos intensos em m/z 465,2338,
correspondendo ao fon [Ag(Ci2H21N)2]". Apenas para Ag-atd, picos correspondentes a
aglomerados de atd com 4cido nitrico foram observados em m/z 366,2743, m/z 580,3838 e m/z
794,5087. Estes picos correspondem a [(CioHi7N)2(HNO3) + H']*, [(C1oHi17N)3(HNO3)> + H]"
e [(C1oH17N)4(HNO3)3 + H']" aglomerados de amina-acido nitrico, como relatado recentemente

[87], sendo consistentes com as condi¢des acidas usadas para os experimentos.
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Figura 10: Espectro de massas para (a) Ag-atd e (b) Ag-mtn.
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Figura 11: Padrdes isotopicos para os ions [Ag(L)2]": (a) experimental e (b) calculado para Ag-

atd - [Ag(C10Hi7N)2]", enquanto (c) e (d) correspondem a Ag-mtn - [Ag(Ci2H21N)2]".

4.1.1.6. Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN de 'H em solugdo dos complexos de prata e dos ligantes
correspondentes (Figura 12 e Figura 13) foram obtidos em DMSO-ds deuterado. Os espectros
dos complexos foram analisados por comparagdo com os espectros dos ligantes
correspondentes a fim de verificar se a coordenacdo de atd e mtn a Ag(I) ¢ mantida neste
solvente. Os esquemas de numeracdo de atomos sdo apresentados nos espectros, enquanto as
atribui¢des de sinal sdo apresentadas na Tabela 4.

Os espectros de RMN de 'H para atdH e Ag-atd apresentam diferengas nos
deslocamentos quimicos, que podem ser atribuidos a coordenagdo. O deslocamento mais
notavel corresponde ao sinal dos atomos de hidrogénio do grupo -NH3" de atdH, visto a 8,18
ppm, que sdo observados a 4,00 ppm no espectro Ag-atd quando coordenado com prata como

-NH;.
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A presenga de dois grupos metil adicionais na estrutura de mtnH quando comparada a
atdH leva a espectros distintos de RMN de 'H. No entanto, as mesmas mudangas quimicas
ocorrem quando se compara mtnH e Ag-mtn, sugerindo também que a coordenacao do ligante
para Ag(I) é mantida em solucfo. Os experimentos de HMBC de RMN de {!°N, 'H} foram
realizados para ver mudancgas diretas na densidade eletronica do 4tomo de nitrogénio apos

coordenacdo com prata. Os mapas de correlagdo 2D sdo apresentados na Figura 14.
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Figura 12: Espectros de RMN 'H para (a) atdH, (b) Ag-atd. Os espectros dos ligantes

protonados e dos complexos de prata foram registrados em DMSO-d.
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Figura 13: Espectros de RMN 'H para (a) mtnH, (b) Ag-mtn. Os espectros dos ligantes

protonados e dos complexos de prata foram registrados em DMSO-ds.

Tabela 4: Atribuicdes de RMN de 'H e desvios quimicos (ppm) para atdH, Ag-atd, mtnH e Ag-

mtn. Para a numeracdo dos atomos de hidrogénio, consulte a Figura 12 e 13.

Atribuicdo  Integral atdH  Ag-atd  Atribuicdo  Integral mtnH Ag-mtn

-NH;"/ -NH> 3 8,18 4,00 -NH3'/-NH; 3 8,20 4,09
H4, H7, H9 6 1,60 1,57 H2, H6 4 1,45 1,32
H2, H6, H10 6 1,80 1,65 H4 2 1,12 1,07
H3, HS, H8 3 2,06 2,05 H7, H9 4 1,29 1,23
HS8 1 2,15 2,12

HI10 2 1,65 1,5

-CH; 6 0,85 0,84
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Figura 14: Mapas de correlcio de HMBC {'°N, 'H} para (a) atdH, (b) Ag-atd, (c) mtnH e
(d) Ag-mtn em DMSO-db.

Os atomos de nitrogénio dos grupos R-NH3" de atdH e mtnH sdo observados em 62,0 e
60,6 ppm, respectivamente, enquanto para seus complexos correspondentes os sinais foram
encontrados em 51,6 ppm e 49,7 ppm. A variagdo Ad (complexo o - ligante d) de -10,4 € -10,9,
respectivamente, atesta o fato de que a coordenagdo de atd e mtn para prata (I) pelo &tomo N
do grupo NH; ¢ mantida na solu¢do. Finalmente, para verificar se os complexos sofrem alguma
substituicdo significativa do ligante pelo solvente (DMSO-ds), os espectros de RMN de 'H dos
compostos foram registrados com o tempo, por um periodo de 24 h. Os conjuntos de espectros
para Ag-atd e Ag-mtn sdo apresentados nas Figuras 15 e 16, respectivamente. Nenhuma
substitui¢do de ligante aparente em DMSO-ds € observada durante o periodo de tempo avaliado.

Evidenciando que esses compostos sdo bem estaveis em solugao.
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4.1.2. Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana dos complexos Ag-atd e Ag-mtn e de seus precursores contra
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos foi avaliada por ensaio de concentragdao
minima inibitoria (CIM). A ampicilina foi usada como um farmaco controle antibacteriano para

este experimento. Os resultados sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5: Comparacao entre os valores de concentracao inibitoria minima de Ag—atd, Ag—

mtn, atdH, mtnH e AgNOs contra as quatro cepas bacterianas testadas.

CIM (mmol L)
S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa

Compostos ATCC -25923 ATCC - 14579 ATCC —-25922 ATCC —27853

atdH R R R R

mtnH 9,27 R R 9,27
Ag-atd 16,5x 107 16,5x 107 16,5 x 107 16,5x 107
Ag-mtn 114,0x 103 57,2x 103 57,2x 1073 572x 103
AgNO3 46,0 x 107 46,0 x 107 23,0x 1073 23,0x 103
Ampicilina 28,6 x 107 28,6 x 107 1,8x 107 7.1x 103

R = Resistente

As cepas bacterianas foram resistentes ao ligante atdH nas condigdes experimentais
consideradas, enquanto mtnH apresentou atividade contra S. aureus e P. aeruginosa. Embora o
mtnH fosse ativo apenas em alta concentracado, essa atividade antibacteriana nunca havia sido
relatada para essa molécula. Os valores de CIM de Ag-atd, Ag-mtn e AgNOs3 contra as cepas
bacterianas testadas revelaram atividade na faixa de micromolar. O complexo Ag-atd foi mais
ativo do que Ag-mtn em todas as cepas bacterianas testadas. O Ag-atd também foi mais ativo
que o AgNO;3, principalmente contra cepas de bactérias Gram-positivas, o que indica que esse
composto pode ter um mecanismo de acdo que ndo estd relacionado exclusivamente ao ion
prata. O fato de o AgNOs ter uma atividade antibacteriana pronunciada por si s6 ¢ bem relatado
na literatura. No entanto, sabe-se também que esse sal de prata € toxico para os tecidos humanos
devido a sua rapida absor¢do na pele [88]. Dados os baixos valores de CIM de Ag-atd e Ag-
mtn contra as cepas bacterianas testadas, outros ensaios devem ser realizados para avaliar a

extensdo de suas propriedades antibacterianas, bem como para determinar a toxicidade desses
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complexos para células humanas. Os resultados também sdo consistentes com os dados
anteriormente relatados sobre a atividade antibacteriana do complexo [Ag(l-

AdNH>)2]NOs3-0,5CH30H contra S. aureus ¢ E. coli [79].

4.1.3. Atividade antimicobacteriana

Os estudos bioldgicos relativos as atividades anti-M. tuberculosis para determinagao da
concentracdo inibitéria minima (CIMgo) dos compostos testados sdo mostrados na Tabela 6.
Antibioticos como moxifloxacina (MOX), rifampicina (RIF) e isoniazida (INZ) foram

utilizados como controle positivo.

Tabela 6: Atividade antimicobacteriana dos complexos Ag(I) e dos compostos de partida. Os

valores sdo apresentados em pg mL™".

Composto CIMoo (ng mL1)
atdH 25,000
mtnH 25,000

Ag-atd 0,574
Ag-mtn 0,674
AgNO; 3,128
MOX <0,098
RIF <0,098
INZ 0,186

Os complexos Ag(I) mostraram-se mais ativos sobre M. tuberculosis do que seus
precursores (nitrato de prata e ligantes). Embora os complexos fossem menos ativos que os
antibioticos padrdes testados no experimento, os compostos com valores de CIMgo < 10 pg mL"
! sd0 considerados promissores, podendo esses novos compostos serem usados em combinagio
com os antibidticos ja consolidados na clinica para superar as cepas resistentes do M.

tuberculosis.

4.1.4. Atividade antiviral

Os compostos foram avaliados quanto a sua atividade antiviral, utilizando um CHIKV

recombinante desenvolvido para expressao do reporter de nanoluciferase (CHIKV-
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nanoluciferase). Esta construcdo foi usada para avaliar a atividade anti-CHIKV desses
compostos e possui taxas de replicagdo semelhantes as do virus do tipo selvagem [67,68].
Primeiramente, as células BHK—21 foram tratadas com compostos a 50 uM, 10 uMe2 uM e a
viabilidade celular foi avaliada por ensaio de MTT. Os resultados demonstraram que as células
toleraram diferentes concentracdes de cada composto. A concentracdo ndo citotoxica mais
elevada (10 ou 50 uM, dependendo do composto) foi selecionada para avaliar a atividade anti-
CHIKYV dos compostos. As células foram infectadas com CHIKV-nanoluciferase aum MOI de
0,1 na presenga ou auséncia de cada composto, € os niveis de atividade da nanoluciferase, que
¢ proporcional a replicacdo viral, foram avaliados 16 horas ap6s a infec¢ao (Tabela 7). O ensaio
de viabilidade foi realizado em paralelo. Nestes casos, DMSO foi usado como controle nao

tratado.

Tabela 7: Infeccao por CHIKYV e viabilidade de BHK-21 para os compostos de Ag(I) e seus
precursores a 10 uM e 50 uM.

10 pM 50 uM
Inibicao Inibicao
Viabilidade Viabilidade
Compostos CHIKV Compostos CHIKV
celular (%) celular (%)
(%) (%)
atdH 107,8 4,2 mtnH 85,9 72,7
Ag-atd 103,0 46,0 AgNO3 88,3 61,3
Ag-mtn 94,4 48,8

As porcentagens de inibicdo da infec¢do viral foram obtidas através de uma triagem
realizada em concentragdes isoladas, contudo os compostos de Ag(I) apresentaram bons valores
de inibigdo. O grande destaque deste estudo foi para o potencial anti-CHIKV do ligante

cloridrato de memantina, conforme sera descrito no item 4.3.

4.1.5. Estudo de interagdo com BSA por espectroscopia de fluorescéncia

Uma avaliagao detalhada do potencial de interagdo dos compostos com a proteina BSA
foi realizada por estudos espectroscopicos de fluorescéncia. A proteina albumina sérica bovina
(BSA) ¢ amplamente utilizada como modelo em estudos de interacdo devido as suas
semelhangas com a albumina sérica humana (HSA) [89]. As albuminas séricas atuam no

organismo como transportadoras de substancias exogenas e enddgenas e estdo presentes em
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altas concentracdes no plasma sanguineo [71]. Os residuos de aminoacidos responsaveis pela
fluorescéncia da proteina BSA sdo triptofano, tirosina e fenilalanina [90] e a supressdo da
fluorescéncia desses fluordéforos ocorre quando ha interagdes moleculares através de processos
como rearranjos moleculares, transferéncia de energia, formagao de complexos e supressao por
colisdes [90]. Os efeitos dos compostos Ag-atd, Ag-mtn e AgNOs, na intensidade de

fluorescéncia da BSA sdao mostrados na Figura 17.
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Figura 17: Espectros de supressdo da fluorescéncia de BSA por (a)Ag-mtn (b)Ag-atd e (c)
AgNO:s.

Os espectros obtidos por titulacdo de Ag-atd e Ag-mtn em solu¢do de BSA mostraram
13% e 17%, respectivamente, de supressdo de fluorescéncia de BSA na maior concentragdao
testada ([complexo] = 30,0 pmol L!), semelhante ao valor de supressio da fluorescéncia obtida
com AgNO3 (15%) na mesma concentragdo. Uma comparagao entre os valores de Ky e Ky dos
complexos de Ag(I) e AgNOs, bem como a porcentagem de diminuicdo da intensidade de

fluorescéncia inicial da BSA é mostrada na Tabela 8.
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Tabela 8: Constante de Stern-Volmer (Ky), constante de ligagdo (Kp) € porcentagem de redugao

na intensidade de fluorescéncia para a interacao de Ag-atd, Ag-mtn e AgNO3 com BSA.

Compostos Ky (L mol™) Kyp (L mol™) Redugao (%)
Ag-atd 4,4x10° 2,04x10? 13,0%
Ag-mtn 6,6x10° 1,17x10° 17,5%
AgNO3 5,4x10° 2,07x10? 15,7%

Os valores constantes de ligagdo, Ky para os compostos de Ag(I), ndo sdo tdo altos
quanto os descritos na literatura para outros complexos de prata(I) [91,92], indicando que a
interacdo de Ag-atd e Ag-mtn com BSA ¢ mais fraca do que as relatadas anteriormente. A
semelhanca dos resultados obtidos para os complexos e para o AgNOs3 sugere influéncia da

concentragdo de ions Ag" na supressio da fluorescéncia da BSA [93].

4.1.6. Estudo de interagdo com DNA por eletroforese em gel de agarose

Estudos sobre a interacdo dos compostos com biomoléculas geralmente sio realizados
para investigar seus possiveis alvos moleculares. Neste caso, a capacidade dos ligantes
aminoadamantanos e seus correspondentes complexos de prata para alterar a conformacdo do
DNA plasmidial foi monitorada por ensaio de eletroforese em gel de agarose. A cisplatina em
diferentes concentracgdes foi utilizada como controle positivo. Os resultados sdo apresentados

na Figura 18.
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Figura 18: Eletroforese em gel de agarose do DNA circular na presenca de atdH, mtnH, Ag-
atd, Ag-mtn, AgNO:s e cisplatina em diferentes concentra¢des. OC = circular aberta, LF = forma

linear e SC = formas superenoveladas do plasmideo pGEX-4T1.

O DNA plasmidial ¢ separado por eletroforese em diferentes bandas que sao divididas
devido a trés conformagdes principais, conforme mostrado na Figura 18: forma circular aberta
(OC = Open-circular), forma linear (LF = linear form) e forma superenovelada (SC = super
coiled form) [94,95]. Essas conformagdes do plasmideo sao separadas de uma maneira que as
formas mais condensadas podem migrar ainda mais no gel, enquanto as formas abertas migram
menos. Quando o perfil de migragdo das bandas de DNA ¢ alterado, hé evidéncias de interagao
com os compostos testados. A Figura 18 mostrou que a cisplatina, que ¢ conhecida por sua
capacidade de formar adutos covalentes com o0 DNA [96], apresenta consideravel alteragdo nas
bandas de DNA nas duas concentragdes avaliadas, enquanto o AgNOs3, os ligantes
aminoadamantanos e seus complexos de prata ndo interagem covalentemente com DNA nas

condi¢cdes experimentais consideradas.

4.1.7. Estudo de interagdo com DNA por espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia foi usada para melhor avaliar a interagdo entre os
compostos € 0 DNA por ligagcdo competitiva com o fluor6foro SYBr Green, Figura 19. Quando

este corante interage com o DNA (razdo corante/pares de base acima de 0,15) [97], um sinal de
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fluorescéncia aumenta devido a vincula¢do ao sulco menor. Nesse caso, se os compostos de

interesse podem interromper a interagdo DNA-SG, ocorre uma supressao da fluorescéncia.
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Figura 19: Intensidades de fluorescéncia de SG na presenca de DNA livre e DNA incubado

com atdH, mtnH, Ag-atd e Ag-mtn na propor¢ao (composto/DNA) 0,3.

De acordo com os resultados obtidos na Figura 19, h4 apenas uma pequena interagao
dos compostos obtidos com CT-DNA, com a maior supressdo de fluorescéncia resultante de
atdH e Ag-atd. A presen¢a de grupos metil em mtnH parece ter diminuido a afinidade desse
ligante e seu complexo de prata correspondente com o DNA. A pequena supressdo da
fluorescéncia indica um modo ndo covalente de interagdo com o DNA. Além disso, a carga
positiva nos ligantes e complexos e sua capacidade de formar ligagdes de hidrogénio pelo grupo

NH: determinada que a interagao ¢ de natureza eletrostatica ou por ligacdo ao sulco [98].

4.2. Complexos de Pt(I) com amantadina, rimantadina e memantina
4.2.1. Caracterizacdo

4.2.1.1. Estruturas cristalinas

Os compostos Pt-atd e Pt-rtd cristalizaram no grupo espacial monoclinico P2/,

enquanto Pt-mtn cristalizou no grupo espacial ortorrombico Pbca. A estutura cristalina de Pt-
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atd tem quatro moléculas independentes na unidade assimétrica, enquanto Pt-rtd e Pt-mtn tem
uma. As trés estruturas cristalinas confirmaram a composicao esperada pelos dados de anélise
elementar, [PtCly(ligante)(DMSO)], em que apenas uma molécula de cada derivado
aminoadamantano (ligante) ¢ coordenado aos ions platina(Il), com 2 ligantes cloreto e uma

molécula de dmso completando a geometria quadrada dos complexos, conforme Figura 20.

Figura 20: Representagdo molecular dos compostos (a) Pt-atd*, (b) Pt-rtd e (c) Pt-mtn.
Elipsoides representadas com 50% de probabilidade. Os atomos de hidrogénio ndo foram
rotulados, para maior clareza. *Apenas uma das quatro unidades assimétricas da estrutura do

cristal do complexo Pt-atd ¢ mostrada.

Uma caracteristica estrutural importante ¢ observada nessas estruturas cristalinas, em
que os complexos Pt-atd e Pt-rtd exibem uma configuragdo frans para os dtomos de cloro,
enquanto o isomero cis € observado para Pt-mtn. Os principais comprimentos e angulos de

ligacdo para as trés estruturas sao apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Comprimentos de ligagio selecionados (A) e 4ngulos (°) para as estruturas cristalinas

Pt-atd, Pt-rtd ¢ Pt-mtn.

Ligagdo ou angulo Pt-atd* Pt-rtd Pt-mtn
Pt1—CI1 2,304 (4) 2,307 (1) 2,298 (1)
Pt1—CI2 2,302 (4) 2,294 (1) 2,301 (1)
Pt1—NI1 2,070 (12) 2,079 (4) 2,067 (2)
Pt1—S1 2,217 (4) 2,221 (4) 2,192 (1)

Cl1—Pt1—CI2 176,80 (14) 174,73 (4) 89,70 (3)
N1—Pt1—S1 175,5 (4) 172,5 (1) 90,16 (6)
N1—Pt1—ClI1 88,8 (4) 86,9 (1) 90,28 (7)
Cl1—Pt1—S1 94,97 (12) 92,02 (4) 172,88 (3)
S1—Pt1—CI2 87,48 (13) 93,16 (4) 90,08 (3)
CI2—Pt1—NI1 88,9 (4) 88,1 (1) 178,23 (7)

*Qs valores apresentados sdo uma média dos comprimentos e dngulos de ligagdo observados nas quatro moléculas

de Pt-atd.

A ligacdo Pt—Cl e Pt—N dos trés compostos tem, estatisticamente, o mesmo valor. A
unica diferenca significativa surge da ligacdo Pt—S em Pt-mtn, o inico composto cis, o qual
difere dos valores observados em Pt-atd e Pt-rtd. Os comprimentos de ligacao Pt—CIl, Pt—N e
Pt—S (esta ultima do DMSO) também estdo de acordo com os valores observados em uma
pesquisa no Cambridge Structural Database [99], que retornou os seguintes valores médios:
2,32(4), 2,04(3) e 2,22(4)A, respectivamente. Os angulos de ligagdo observados sdo
consistentes com a geometria quadrada, com apenas pequenas diferencas dos valores ideais e
as principais interagdes intermoleculares presentes nas estruturas cristalinas sdo ligagcdes de

hidrogénio N—H:--O.

4.2.1.2. Espectroscopia de absor¢ao da regido do infravermelho

Os espectros no infravermelho dos complexos Pt-atd, Pt-rtd e Pt-mtn e seus precursores
sao apresentados nas Figuras 21 e 22, respectivamente. As bandas na regido de 2903-2841 cm’
! podem ser atribuidas ao modos de estiramento v(CH) e v(CHz) dos carbonos do adamantano
[21] dos ligantes. Bandas na regido de 3273-3104 cm™ nos espectros dos complexos

correspondem aos modos de estiramento assimétrico e simétrico do grupo amino coordenado
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(NH>) [100]. Essas mesmas bandas ndo sdo evidentes nos espectros dos ligantes porque, neste
caso, eles estdo na forma de cloridrato e, portanto, os modos de estiramento do grupo amino
v(NH3") estdo sobrepostos. As bandas na regido entre 1582-1565 cm™ foram atribuidas as
vibragdes 8(H-N-H) [79]. Bandas de absor¢do na regido 1131-1110 cm™ e 1034-1017 cm’!
foram atribuidas as vibragdes vS=0 e vC-S, respectivamente, o que confirma a coordenacao do
enxofre da molécula de DMSO a Pt(II) [101]. Finalmente, as bandas na regido 445-438 cm’!
podem ser atribuidas ao modo de vibragao vPt-S caracteristico dos complexos de platina com

sulfoxidos coordenados por enxofre [102].

438
vPt-S
—
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vPt-S
/

Pt-atd V570 ves)

445
/th-S
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Figura 21: Espectros no infravermelho dos complexos de platina.

cis - [PtCl (dmso) ]

mtnH

wm
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm'l)

Figura 22: Espectros no infravermelho dos ligantes e do precursor metalico.
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4.2.1.3. Propriedades eletronicas e estruturais téoricas dos complexos de platina

As estruturas dos complexos [PtClx(atd)(DMSO)], [PtClo(mtn)(DMSO)] e

[PtClx(rtd)(DMSO)] foram otimizadas nas configuragdes cis e trans ¢ a diferenca de energia
entre elas (AEc;s - srans) s30 apresentados na Tabela 10. Os AE s - qns calculados para os trés

complexos foram menores que = 2,0 kcal mol™!, o que sugere que, em teoria, podem existir
isdmeros cis ou trans. O célculo teodrico também suporta os resultados experimentais por
difracdo de raios X que mostra uma configuracdo cis para Pt-mtn e configuragdes trans para

Pt-atd e Pt-rtd.

Tabela 10: Energias calculadas para os complexos [PtClz(atd)(DMSO)], [PtClo(mtn)(DMSO)]

e [PtClx(rtd)(DMSO)] em Hartree e a diferenga de energia entre as conformagdes cis € trans

(AE¢is - trans, em kcal mol™!). Os valores foram obtidos com a funcio de base 6-31+G(d,

p)/LANL2DZ.
Estruturas Métodos
B3LYP MP2
[PtCl2(atd)(DMSO)]
Cis (Hartree) -2038,982800  -2034,603288
Trans (Hartree) -2038,985824  -2034,602198
AEis-irans (kcal mol™) 1,90 -0,68
[PtCl2(mtn)(DMSO)]
Cis (Hartree) -2117,620948  -2112,986220
Trans (Hartree) -2117,623698  -2112,984698
AEis-irans (kcal mol™) 1,73 -0,96
[PtCL2(rtd)(DMSO)]
Cis (Hartree) -2117,611550  -2112,967294
Trans (Hartree) -2117,614200  -2112,966852
AEcis-trans (keal mol™) 1,66 -0,28

As energias dos orbitais HOMO e LUMO foram calculadas e sdo apresentadas na Figura
23. Os resultados mostram que o gap de energia entre HOMO e LUMO para os ligantes atd (AE
= 6,27 eV), mtn (AE = 6,28 eV) e rtd (AE = 6,10 eV) sdo maiores que os seus respectivos

complexos de Pt(Il), independentemente da configuracao.
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Compounds
Figura 23: HOMO, LUMO e gap para: Al) atd, A2) cis-[PtClx(atd)(DMSO)], A3) trans-[PtClx(atd)(DMSO)], M1) mtn, M2) cis-
[PtClz(mtn)(DMSO)], M3) trans- [PtClo(mtn (DMSO)], R1) rtd, R2) cis-[PtCla(rtd)(DMSO)], R3) trans- [PtClx(rtd)(DMSO)]. Dados obtidos no
nivel teorico B3LYP/6-31+G(d, p)/LANL2DZ.
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4.2.1.4. Andlise termogravimétrica

As curvas termogravimétricas para os complexos de platina sdo mostradas na Figura 24.
De acordo com os dados experimentais, o composto Pt-atd comega a se decompor a 160 °C
com perda de massa de 56,4% até 400 °C. A perda de massa pode ser atribuida a fragdo organica
da molécula (calc. 57,4%). O residuo final correspondente a 42,6% ¢ consistente com a
formagdo de 6xido de platina, PtO (calc. 43,6%).

Para o composto Pt-rtd, a decomposi¢do térmica comega a 160 °C com uma perda de
massa de 44,10% de 160-257 °C, que ¢ equivalente a perda das moléculas rtd e dmso (calc.
46,5%). Ha uma perda de peso subsequente de 14,1% de 257-360 °C, que ¢é consistente com a
perda de dois dtomos de Cl (calc. 13,6%) com a formacao de um residuo final de 41,4%, que ¢
consistente com 6xido de platina, PtO (calc. 40,3%).

Para Pt-mtn, ha uma primeira etapa de perda de massa de 2% de 25 a 120 °C, que foi
atribuida a perda de dgua ou solvente residual. De 120 °C a 696 °C foi observada uma perda de
massa de 54,8%, que corresponde a perda da memantina e uma molécula de DMSO
[(CH3)2S0)], além de dois atomos de Cl (calc. 59,7%). Em 696 °C existe um residuo de 41,4%
que ¢ consistente com a formagao de PtO (calc. 40,3%). De 696 °C para 900 °C ha uma perda
de massa que, provavelmente, corresponde a redugio de PtO para Pt°.

Os dados de decomposicdo térmica estdo resumidos na Tabela 11. Os dados
termogravimétricos experimentais reforcam a composi¢ao dos complexos conforme verificado

pelas analises anteriores.
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Figura 24: Curvas TG (azul) e DTG (preto) de (a) Pt-atd, (b) Pt-rtd e (¢) Pt-mtn.

Tabela 11: Dados de comportamento térmico dos complexos.
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Complexo etapa Temperatura ~ DTG TG perda de massa Atribui¢do
§®) pico (o)
Calc. Exp.
Pt-atd 1? 160 — 400 344°C 574 56,4 Ligante + (CH3)2SO +
2C1
Residuo 42.6 43,6 PtO
Pt-rtd 1? 160 — 257 246 °C 46,1 44,5 Ligante + (CH3)2.SO
28 257 —-360 315°C 13,6 14,1 2Cl1
Residuo 40,3 41,4 PtO
Pt-mtn 1? 26 —-120 43 °C 2,00 Solvente residual
22 120 — 696 422°C 59,7 54,8 Ligante + (CH3)2SO +
2C1
Residuo 40,3 432 PtO
3° 696 — 900 789 °C Pt
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Os complexos Pt-atd, Pt-rtd e Pt-mtn foram analisados por ESI(+)-QTOF-MS e os

padrdes isotopicos do ion molecular para os complexos sao apresentados na Figura 25, enquanto

os espectros completos sdo mostrados na Figura 26. Para Pt-atd, o pico observado em m/z
460,0752 foi atribuido ao ion [Pt(CioHi7N)(DMSO)CI]" ¢ um pico em m/z 496,0482 foi
atribuido ao [Pt(CioH;7N)(DMSO)Cl, + H]" ion, em que dmso se refere a composi¢do
(CH3)2S0. Para Pt-rtd, uma espécie contendo dois ligantes dmso [Pt(C12H2:N)(DMSO),C1]" foi

observada em m/z 566,1272 e ¢ provavelmente uma consequéncia da recombinagdo do ligante

que ocorre durante a andlise. O espectro Pt-mtn apresentou um sinal correspondente a

composi¢do proposta do complexo [Pt(Ci2H2iN)(DMSO)Cl: + H]" em m/z 524,0769.

@ 496,0482
4959473/ 4970504
494,0471 \498,0534
S 499,0576
Kperimenta 500,0486

(©  566,1272 () _
565,1329 524,0769
594,1245- 567,1373 523,0914—
~568,1333 522,0778
Experimental /569’1302 Experimental

-570,1279

488 492 496 500 504
m/z
(b)
496,0585

495,0605 497,0583

494,0582
498,0585

499,0578
\ 500,058

Calculado

488 492 496 500 504
m/z

560 562 564 566 568 570 572

525,078
) ['526,0799
527,0682
| [528,0687

516 520 524 528 532
m/z m/z
(d ®
565,129 56,1279 524,0899
564,1268 523,0018 525,0897
567,1275
565,128 522,0895 526,0892
569,1291 527,0894
Calculado ( [570,1278 Calculado (r528,0894
560 562 564 566 568 570 572 516 520 524 528 532
m/z m/z

Figura 25: Padrdes isotdpicos do pico do ion molecular (a) experimental e (b) calculado para

Pt-atd, enquanto (c) e (d) correspondem a Pt-rtd e (e) e (f) correspondem a Pt-mtn.
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Figura 26: Espectros de massas de (a) Pt-atd, (b) Pt-rtd e (c) Pt-mtn.

4.2.1.6. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H em solu¢io dos complexos de Pt(Il) e dos ligantes
correspondentes sdo fornecidos na Figura 27. Os espectros dos complexos foram registrados
em CDCl; e analisados por comparagdo com os espectros dos ligantes correspondentes. As
atribuicdes sao apresentadas na Tabela 12. Sinais em 3,3 ppm nos espectros dos complexos sao
caracteristicos da presen¢a de moléculas de DMSO coordenadas aos atomos de platina em todos
os casos [103]. Diferencas entre os deslocamentos quimicos nos espectros dos ligantes e
complexos sdo observadas para &tomos de hidrogénio proximos aos locais de coordenacdo. Para
atdH e mtnH, os atomos de hidrogénio H2, H6 e HI0 sofrem desblindagem de
aproximadamente 0,15 ppm apds coordenagdo com o ion Pt(Il). Para rtdH, os atomos de

hidrogénio do grupo metil vizinho ao grupo -NH; sofrem desblidagem de 0,24 ppm.
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Figura 27: Espectros de RMN 'H de (a) atdH, (b) rtdH e (c) mtnH em DMSO-ds e de (d) Pt-atd, (¢) Pt-rtd e (f) Pt-mtn em CD>Cl..
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Tabela 12: Atribuicdes de RMN de 'H e desvios quimicos (ppm) para atdH, rtdH e mtnH em
DMSO-ds e Pt-atd, Pt-rtd e Pt-mtn em CD>Cly. Para o esquema de numeragdo do atomo de

hidrogénio consultar Figura 27.

Atribuicdo -NH3"/-NH: H4,H7,H9 H2,H6,H10 H3,H5,H8 DMSO

Integral 6 6 3 6
atdH 8,18 1,60 1,80 2,06 --
Pt-atd 3,91 1,65 1,96 2,12 3,32
Atribui¢io -NH3*/-NH: H3, HS, H4, H1 -CHs DMSO
H7,H11 HS8,H10 H9, H6
Integral 6 6 3 1 3 6
rtdH 7,98 1,53 1,63 1,97 2,74 1,12 --
Pt-rtd 4,10/3,49 1,53 1,68 2,01 2,80 1,36 3,35

Atribuicio -NH3"-NH: H2,H6 H4 H7,H9 H8 HI10 -CHs DMSO

Integral 4 2 4 1 2 6 6
mtnH 8,20 1,45 1,12 1,29 2,15 1,65 0,85 --
Pt-mtn 3,97 1,60 1,14 1,32 2,19 1,83 0,88 3,33

Os experimentos de HMBC {!°N, 'H} foram realizados para ver mudancas diretas na
densidade eletronica do atomo de nitrogénio dos aminoadamantanos apos a coordenagdo com
a platina. Os mapas de correlagdo 2D sdo mostrados na Figura 28. Os atomos de nitrogénio dos
grupos R-NH3" de atdH e mtnH sdo observados a 62,0 e 60,6 ppm, respectivamente, enquanto
0 atomo de nitrogénio do grupo R-NH3" de rtdH ¢é observado a 42,6 ppm. Para seus complexos
correspondentes, os sinais foram encontrados em 36,2 ppm, 34,8 ppm e 10,0 ppm,
respectivamente. A variagdo Ad (complexo 6 - ligante o) de -25,8, 25,8 e 32,6,

respectivamente, refor¢a a coordenacao dos ligantes a Pt(II) pelo &tomo N do grupo NHo.
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Figura 28: Mapa de correl¢do {1°N, 'H} HMBC de (a) atdH, (b) rtdH, (c) mtnH em DMSO-ds
e de (d) Pt-atd, (e) Pt-rtd e (f) Pt-mtn em CD,Cl>.

Os espectros de RMN ?°Pt, apresentados na Figura 29, foram obtidos usando Ks[PtCle]
como uma referéncia interna. O composto K>[PtCls] foi usado como padrao externo com sinal
em -1609,41 ppm. Os sinais observados em —3049,49, —3090,20 ¢ —3085,69 ppm correspondem
a Pt nos complexos Pt-atd, Pt-rtd e Pt-mtn, respectivamente. O sinal do complexo de platina

parental [PtClo(DMSO);] foi observado em —3445,96 ppm.
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Figura 29: RMN de '*°Pt e deslocamentos quimicos (ppm) dos complexos metélicos.
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A pequena diferenca de deslocamento quimico entre Pt-atd e Pt-rtd (ambos os
complexos trans) € provavelmente devido as diferentes naturezas dos grupos doadores de amino
entre esses dois ligantes. Para Pt-atd e Pt-mtn, com ambiente quimico igual do grupo amino, a
diferenca de mudancas quimicas provavelmente aumenta a partir de configuragdes distintas
(trans vs cis, respectivamente). Na verdade, a configuragdo cis ou trans dos complexos de Pt(II)
pode nio alterar drasticamente os desvios de RMN de '*°Pt, como exemplificado pela diferenca
de apenas 4 ppm entre os sinais de RMN de '*°Pt de cisplatina (-2149 ppm) e transplatina (-
2145 ppm ) [104].

A fim de avaliar a labilidade dos complexos na solu¢do de DMSO-ds em fungdo do
tempo, os espectros de RMN de 'H foram registrados para cada composto por 24 h a
temperatura ambiente. Neste estudo foi possivel diferenciar o sinal do ligante DMSO (que nao
¢ deuterado) do DMSO-ds (solvente), e também foi possivel identificar a troca de DMSO na

esfera de coordenagdo com o solvente, conforme mostrado no Esquema 1.

Cl Cl cl Cl
/Pt\ ¢O 4 [l [DMSO-d6]>>>[dmso] /Pt\ ¢O + I
CH; HiD DHj | “DHs HaC CHy
H3C HzD

Esquema 1. Esquema de reacao de troca de ligante entre o dmso coordenado e 0 DMSO-d.

Os sinais de DMSO-ds ndo sdo observados por RMN de 'H, além do sinal caracteristico
de RMN de 'H do DMSO-ds que é observado a 2,54 ppm (quinteto, Jup= 1,9 Hz) [105]. No
entanto, moléculas de DMSO coordenadas e ndo coordenadas sao observadas como dois sinais
distintos em 3,27 e 2,55 ppm, respectivamente, no espectro de Pt-atd, conforme observado na

Figura 30.
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Figura 30: Estudos cinéticos de Pt-atd por 24 horas a 25 °C por RMN 'H. Os sinais de DMSO
coordenado (3,27 ppm) e DMSO nao coordenado (2,55 ppm) sdo indicados pelas setas.

O sinal do DMSO coordenado diminui em intensidade (4rea de integragdo) com o
tempo, enquanto o sinal do DMSO livre aumenta, o que ¢ uma indicacdo de que a reacdo
sugerida no Esquema 1 ocorre em solugdo. Como a concentragdo de DMSO-ds (solvente) ¢
muito maior do que a concentragdo de DMSO do complexo, ¢ razoavel supor que a reacao de
troca de ligante alcancgaria o equilibrio onde todas as moléculas de DMSO sao substituidas por
DMSO-ds na esfera de coordenagdo. Os estudos cinéticos do Pt-atd mostram que ap6s 12 horas
o dmso coordenado ¢ completamente substituido pelo DMSO-ds, mas nenhuma alteracao €
observada nos sinais do ligante atd (1,50 - 2,10 ppm).

Isso estd em contraste com o que foi observado para Pt-mtn e Pt-rtd, porque o DMSO ¢
completamente substituido apds apenas 2 horas e pequenas alteragdes nos sinais dos ligantes
também sdo observadas para ambos rtd e mtn, conforme mostrado nas Figuras 31 e 32,

respectivamente.
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Figura 31: Estudos cinéticos de Pt-rtd durante 24 horas a 25 °C por RMN 'H. Os sinais de
DMSO coordenado (3,31 ppm) e DMSO nao coordenado (2,55 ppm) sdo indicados pelas setas.

A intensidade dos sinais entre 1,20 e 2,00 ppm foi aumentada para melhor visualizagdo.
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Figura 32: Estudos cinéticos de Pt-mtn durante 24 horas a 25 °C por RMN 'H. Os sinais de
DMSO coordenado (3,47 ppm) e DMSO nao coordenado (2,55 ppm) sao indicados pelas setas.

A intensidade dos sinais entre 1,00 e 1,80 ppm foi aumentada para melhor visualizagdo.

Para quantificar a taxa de troca de DMSO, a integrac¢ao dos picos nos espectros de RMN

de 'H dos complexos foram correlacionados com a concentragdo conhecida do complexo em
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solugdo para tragar curvas cinéticas. Os resultados foram ajustados a equacdo 3, equagdo

exponencial que descreve uma reagdo de taxa de primeira ordem:

[A] = [A,]e™*¢ Equagio 3

Onde [A] é a concentragio de DMSO (coordenado ou livre) em mol-L! e [Ao] é a
concentragio inicial de DMSO (coordenado ou livre), também em mol-L!, k é a constante de
velocidade e t é o tempo em segundos. Os graficos das equagdes de taxas calculadas para a

troca de DMSO nos trés complexos sdo apresentados na Figura 33.
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Figura 33: Cinética de troca de DM SO nos trés complexos de platina.

As linhas tracejadas descrevem a concentracdo de dmso livre em fun¢do do tempo.
Percebe-se que as concentragdes iniciais de DMSO livre ndo sdo zero, pois ha picos
correspondentes ao DMSO livre em todos os espectros de RMN (Figura 30-32). No entanto,
essas concentragdes iniciais sdo muito baixas e aumentam com o tempo, ao contrario das
concentragdes iniciais de dmso coordenado, que se aproximam da concentragdo real dos
complexos e diminuem com o tempo. As constantes de taxa calculadas mostram que os ligantes
dmso de Pt-mtn e Pt-rtd sdo mais labeis (k = 6,7 £ 0,2 s' € 9,3 + 0,4 ™!, respectivamente) do
que o dmso de Pt-atd (k = 1,68 + 0,03 s’'). Para Pt-mtn e Pt-rtd, nio s6 o DMSO est4 sendo

substituido pelo DMSO-ds, mas também os ligantes. Os sinais de mtn livre come¢am a ser
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visiveis ap6s 6 horas (0,83 ppm) e os sinais de rtd livre s3o mais evidentes (logo apds 30
minutos, 1,29 ppm). Portanto, os experimentos cinéticos sugerem uma ordem de labilidade de
Pt-rtd > Pt-mtn >> Pt-atd em condi¢des de alto excesso de DMSO-ds. A labilizagao do ligante
atd ndo foi observada durante o periodo de 24 horas.

Essa ordem de labilidade pode ser devida a dois efeitos principais. Ao comparar Pt-atd
e Pt-rtd (ambos complexos trans), a diferenga provavelmente ocorre devido a natureza do sitio
doador do ligante, uma vez que atd e rtd t€ém valores de pKa ligeiramente diferentes (10,71 vs
10,14, de acordo com o banco de dados DrugBank) [106]. Agora comparando Pt-atd e Pt-mtn,
que t€ém o mesmo ambiente quimico no local doador do ligante, a diferenca provavelmente
surge das configuracdes trans e cis, respectivamente. A terceira comparagdo, Pt-rtd e Pt-mtn,
ndo ¢ tdo direta, uma vez que a natureza do ligante e a configuracdo geométrica mudam,
resultando em uma cinética geral de substituicao de ligante semelhante. Essas observagdes sao

consistentes com a ordem dos deslocamentos quimicos '*>Pt dos complexos.

4.2.2. Atividade antibacteriana

As atividades antibacterianas in vitro dos ligantes e complexos de Pt(Il) foram avaliadas
contra cepas bacterianas Gram-positivas (S. aureus e B. cereus) ¢ Gram-negativas (E. coli e P.
aeruginosa) por meio da determinacdo da sua concentracdo inibitoria minima (CIM) e os
resultados podem ser encontrados na Tabela 13. O ligante atdH ndo mostrou atividade mesmo
na concentracdo mais alta testada neste experimento, enquanto os ligantes rtdH e mtnH foram
inativos contra B. cereus. Os complexos de Pt(Il) foram particularmente ativos contra as
bactérias Gram-positivas. O complexo Pt-mtn apresentou a maior atividade geral contra S.
aureus (CIM = 0,3 mmol-L) e B. cereus (CIM < 0,14 mmol-L) e foi o Ginico complexo capaz

de inibir bactérias Gram-negativas neste experimento (E. coli, CIM < 0,14 mmol-L™").
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Tabela 13: Comparacdo entre os valores de concentragdo inibitéria minima de Pt—atd, Pt-rtd,

Pt-mtn, atdH, rtdH, mtnH e [PtCI,(DMSO):] contra as quatro cepas bacterianas testadas.

CIM (mmol L)

Compostos S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa
(ATCC-25923) (ATCC-14579)  (ATCC -25922) (ATCC —27853)
atdH R R R R
rtdH 11,0 R 11,0 11,0
mtnH 11,0 R 11,0 11,0
Pt-atd 0,30 0,63 R R
Pt-rtd 4,77 4,77 R R
Pt-mtn 0,30 <0,14 <0,14 R
[PtCI(DMSO);] R R R R
Ampicilina 0,0286 0,0286 0,0018 0,0071

R= Resistente

Esses resultados indicaram nao apenas um potencial antibacteriano melhorado dos
complexos de Pt(I[) em comparacdo com os ligantes, mas também a presenca de alguma
seletividade para bactérias Gram-positivas. As bactérias Gram-negativas também se mostraram
mais resistentes a outros complexos de platina(Il) relatados na literatura [107]. E interessante
notar que o precursor [PtCl2(DMSO).] ndo foi capaz de inibir nenhuma das cepas bacterianas
testadas neste experimento, sugerindo que a atividade antibacteriana observada para os
complexos nao pode ser atribuida apenas a presenga do ion Pt(Il), mas sim a formagdo dos

compostos de coordenagdo com os ligantes bioativos.

4.2.3. Atividade antimicobacteriana

O potencial antimicobacteriano dos compostos foi avaliado in vitro por meio da
determina¢do da concentracdo inibitoria minima (CIMgo) para a cepa laboratorial M.
tuberculosis H37Rv (ATCC 27294). Os valores encontrados para os complexos de platina e seus

precursores sao apresentadas na Tabela 14.
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Tabela 14: Atividade antimicobacteriana dos complexos de Pt(Il) e dos materiais de partida.

Composto CIMoyo (ug mL1)
atdH > 25
rtdH >25
mtnH >25
atdH >25
Pt-atd >25
Pt-rtd >25
Pt-mtn >25
[PtCl2(dmso)2] >25

Isoniazida 0,56 £0,15

O antibidtico isoniazida foi utilizado como controle positivo. Os compostos de platina
foram avaliados quanto a sua atividade antimicobacteriana e ndo apresentaram inibi¢do no

crescimento de M. tuberculosis mesmo na maior concentracao testada.

4.2.4. Atividade antiviral

O potencial antiviral dos complexos de platina foi avaliado utilizando a mesma
metodologia aplicada aos complexos de Ag(I). Os resultados obtidos sdo apresentados na

Tabela 15.

Tabela 15: Infec¢dao por CHIKV e viabilidade de BHK-21 para os compostos de Pt(Il) e seus
precursores a 10 uM e 50 uM.

10 pmol L! 50 pmol L!
Viabilidade Inibicao Viabilidade Inibicao
Compostos cellular CHIKV Compostos cellular CHIKV
(%) (%) (%) (“o)
atdH 107,8 4,2 mtnH 85,9 27,3
rtdH 96,9 45,9 [PtCL,(DMSO);] 95,2 20,3
Pt-rtd 51,5 100,0
Pt-mtn 46,4 100,0
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O complexo Pt-atd ndo foi avaliado quanto seu potencial antiviral, pois nos estudos
preliminares apresentou elevada toxicidade frente as células BHK-21 mesmo na menor
concentragio testada (2 pmol L™). J4 os complexos Pt-rtd e Pt-mtn inibiram completamente a

infecgdo viral, porém apresentaram uma reducao na viabilidade das células BHK-21.

4.2.5. Ensaio de mutagenicidade

Os resultados do ensaio de mutagenicidade dos complexos de Pt(II) podem ser
encontrados na Tabela 16. Os dados revelam o nimero médio de revertentes/placa (M), o desvio
padrdo (DP) e o indice mutagénico (IM) apds os tratamentos com complexos de platina,
observados nas cepas de S. typhimurium TA98, TA100, TA102 ¢ TA97a, na presenga (+ S9) e
auséncia (-S9) de ativagdo metabdlica. Os ensaios de mutagenicidade mostraram que nenhuma
das cepas de S. typhimurium, expostas a diferentes concentracdes de Pt-rtd induziu um aumento
duas vezes ou maior no nimero médio de revertentes em comparagdo ao grupo controle
negativo, indicando a auséncia de atividade mutagénica, nas condigdes utilizadas neste estudo.
Por outro lado, na auséncia e presenca do sistema metabolizador externo, os complexos de Pt-
mtn e Pt-atd se mostraram mutagénicos, com um indice mutagénico superior a 2,0 em todas as
concentragdes testadas nas cepas TA98 e TA97a. Na cepa TA100, o complexo Pt-mtn também
induziu um aumento no niamero de colonias revertentes em relagdo ao controle negativo na
presenca de ativagdo metabolica, com um indice mutagénico de 2,0 na concentragdo de 50
ug/placa, indicando também a atividade mutagénica indireta por substituicdo de pares de bases.
Na cepa TA102, nenhuma mutagenicidade foi detectada na auséncia ou presenca de ativagao
metabolica. Nenhum dos ligantes assim como o complexo de platina precursor foram

mutagénicos nas condigdes utilizadas neste estudo.
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Tabela 16: Revertentes/placa, desvio padrio e indice mutagénico (entre parénteses) nas linhagens TA98, TA100, TA102 e TA97ade S. typhimurium

apos tratamento com varias doses de Pt-rtd, Pt-mtn e Pt-atd com (+ S9) e sem (- S9) ativagao metabolica.

Numero de revertentes (M = DP)/placa e IM

TA98 TA100 TA102 TA97a
-S9 +S9 -S9 +S9 -S9 +8S9 -S9 +S9
DMSO 20+4 21+5 93+3 106 +5 274 + 36 270 + 47 96 +13 112 +18

C+ 654 +912 1221 + 734 1458 + 85° 1132 + 684 1982 =+ 249¢ 2359 +114¢ 1518 + 1232 1442 + 1524
Pt-rtd (ng/placa)

12,5 22+6(1.13) 22 +3(1.05) 112+ 11 (1.20) 121+ 16 (1.15) 270 + 29 (0.98) 267 £+ 30 (0.99) 125+4 (1.31) 1286 (1.14)

25 20+0(1.03) 26+0(1.27) 106+ 6 (1.13) 107+£5 (1.01) 289+ 32 (1.05) 222 +22(0.82) 11718 (1.23) 116 + 15 (1.04)

50 22+3(1.13) 26+1(1.24) 102 + 18 (1.09) 110+ 11 (1.04) 251+ 18 (0.91) 232+ 16 (0.86) 98+5 (1.03) 123+£8 (1.09)

75 21+3(1.08) 24+7(1.17) 84 +4 (0.90) 124+6 (1.17) 267 +47 (0.97) 235+ 15 (0.87) 931 (0.97) 143 + 12 (1.28)

100 22+1(1.13) 24 +2(1.15) 74+8 (0.80) 96 +4 (0.91) 268 +20 (0.98) 228 + 15 (0.84) 886 (0.92) 119+ 10 (1.06)
Pt-mtn (ng/placa)

3,12 83 £ 13%* (4.23) 64+ 10%* (3.12) 128 +21 (1.38) 144+ 15 (1.36) 253 £36 (0.92) 264 + 49 (0.98) 376 + 28** (3.93) 303 £36** (2.71)

6,25 60 + 8** (3.08) 75 £ 30%* (3.66) 116 £ 16 (1.24) 159 +£22* (1.50) 312+41 (1.14) 232 +26 (0.86) 340 + 13** (3.56) 273 £20%** (2.43)

12,5 70 + 4** (3.59) 63 £21%*(3.07) 127+ 11 (1.37) 147+8  (1.39) 322 +26(1.17) 259 + 40 (0.96) 367 +24** (3.84) 327 +33*%* (2.92)

25 77 £ 9%* (3.92) 111+ 17%*% (5.41) 138 +28 (1.48) 185+ 16 * (1.75) 356 +31 (1.30) 230+ 33 (0.85) 235 + 18** (2.46) 259 + 15%* (2.31)

50 99 + 5** (5.05) 132 +22%%* (6.44) 124 £ 14 (1.33) 211 £ 24** (2.00) 338 +49 (1.23) 212 +25(0.79) 198 £ 25%* (2.07) 234 + 17** (2.09)
Pt-atd (ng/placa)

3,12 43 £3*%F (2.21) 49 +4%* (2.39) 79+£2 (0.85) 124 + 18 (1.18) 253 +36(0.92) 280+ 19 (1.04) 216+ 31** (2.26) 280 £ 14** (2.50)

6,25 76 £ 18%* (3.87) 46 + 14%* (2.24) 84+ 14 (0.90) 118+ 15 (1.11) 312+ 41 (1.14) 245 +22(0.91) 233 £42%* (2.43) 294 + 27%* (2.63)

12,5 73 £9** (3.74) 52 £ 6%* (2.54) 108+9 (1.16) 157+9 (1.48) 322 4+26(1.17) 283 +21 (1.05) 206 £ 26** (2.16) 247 + 13** (2.21)

25 82 £4** (4.18) 46 £ 6** (2.22) 92+5 (0.99) 154 £ 11 (1.45) 356 + 31 (1.30) 261 + 31 (0.97) 260 + 13** (2.72) 327 + 18** (2.92)

50 95 £ 15%* (4.87) 68 £ 12%*(3.32) 78 £12 (0.84) 125+4 (1.18) 338 £49 (1.23) 279 + 28 (1.03) 253 +£29%** (2.65) 237 £20%* (2.12)

*p <0,05 (ANOVA); ** p <0,01 (ANOVA), M + DP = média e desvio padrdo ; IM = indice mutagénico; Controle negativo/Solvente: dimetilsulféxido (DMSO - 100 pL/placa); C+ = Controle
positivo: *4-nitro-o-fenilenodiamina (TA98 e TA97a, 10,0 ug/placa); Pazida de sodio (TA100, 1,25 pg/placa); “mitomicina (TA102, 0,5 pug/placa), na auséncia de S9 and 92-antrramina (TA9S,

TA100, TA 97a, 1,25 pg/placa), ©2-aminofluoreno (TA102, 10,0 pg/placa ), na presenga de S9. Valores entre parénteses (IM) >2 indicam mutagenicidade.
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4.2.6. Estudos de interagdo com BSA por espectroscopia de fluorescéncia

Os espectros de supressdao da fluorescéncia da proteina BSA com concentracdes
crescentes dos complexos de Pt(II) sao mostrados na Figura 34. De acordo com os resultados,
a supressao da fluorescéncia de BSA na concentragdo mais alta avaliada dos complexos Pt-atd,
Pt-rtd e Pt-mtn (50,0 umol L) corresponde a 21%, 53% e 28% do maximo intensidade de
emissdo de fluorescéncia, respectivamente, enquanto o cis-[PtCl(DMSO);] apresentou
supressdo da fluorescéncia de 14%. Os ligantes atdH, rtdH, mtnH e o solvente DMSO nao
apresentaram supressao significativa na fluorescéncia. Uma comparacao entre os valores de Ky

e Ky dos complexos de Pt(Il), bem como a porcentagem de supressdo na intensidade de

fluorescéncia inicial da BSA é mostrada na Tabela 17.
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Figura 34: Espectros da supressdo de fluorescéncia de BSA por (a) Pt-atd, (b)Pt-rtd, (c)Pt-mtn
e (d) cis-[PtClo(DMSO)z].
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Tabela 17: Constante Stern-Volmer (Ksy), constante de liga¢ao (Kp) e porcentagem de reducao

na intensidade de fluorescéncia para a interacdo dos compostos com BSA.

Complexos Ky (L-mol™) K (L~mol'1) Supressao (%)
Pt-atd (4.93+0.07)x 10° (12+02)x 10° 21
Pt-rtd (1.89 +£0.07) x 10* (7.3 +3.4)x 10* 53
Pt-mtn (7.3£0.1)x 10° (2.5+£0.8)x 10° 28

[PtClo(DMSO):] (33£0.1)x 10° (8.6+4.7)x 10° 14

Fortes interagdes farmaco-albumina frequentemente mostram constantes de ligagdo
variando de 10° a 10° L mol! [108,109], o que significa que os complexos de Pt(I) ndo
interagem muito fortemente com BSA, mas podem ter uma constante de ligagdo mais alta do
que a cisplatina. A constante de liga¢ao geral para cisplatina-HSA (albumina de soro humano)
¢ estimada em 8,52x10? L mol! [110], embora HSA seja diferente de BSA. Além disso, o
complexo Pt-rtd mostrou um valor de Ky na mesma ordem de magnitude que o encontrado para

outro agente antineoplésico (cloridrato de gencitabina - GEM) com BSA [111].

4.2.77. Estudo de interagdo com DNA por eletroforese em gel de agarose

Os complexos de Pt(II) sao conhecidos por se ligarem ao DNA. A avaliacao da interagao
de DNA dos complexos de Pt(II) e ligantes foi realizada por meio de eletroforese em gel de

agarose usando o plasmideo pGEX-4T1 como DNA modelo (Figura 35).
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Figura 35: Eletroforese em gel de agarose para DNA plasmidial pGEX-4T1 na presenca dos

compostos na concentragio de 80 pmol-L"".
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Conforme j& apresentado quando da andlise dos complexos de prata, o perfil
eletroforético do plasmideo exibe as trés seguintes formas: forma circular aberta (OC = Open-
circular), forma linear (LF = linear form) e forma superenovelada (SC = super coiled form)
[94,95,112,113]. O [K2PdCl4] e a cisplatina foram usados como controles positivos por serem
capazes de causar alteracao na mobilidade eletroforética das bandas de DNA do plasmideo. Nas
condi¢des experimentais, os compostos testados ndo apresentaram evidéncias de interacdo com

o DNA.

4.2.8. Estudo de interagdo com DNA por dicroismo circular

Para melhor avaliar o potencial de interacdo dos complexos ao DNA, a espectroscopia
de dicroismo circular (DC) foi usada para identificar modificagdes estruturais na estrutura
tridimensional de um CT-DNA de dupla hélice. O espectro de CD do CT-DNA (Figura 36)
apresenta duas bandas: uma banda negativa proxima a 247 nm que esta relacionada a helicidade
do DNA e uma banda positiva a 275 nm atribuida as caracteristicas de empilhamento de bases
da forma B-DNA [114,115]. Os espectros de DC de CT-DNA na presenga dos ligantes nas
relacdes ligante/DNA (1) 0,1, 0,3 e 0,5 ndo revelaram alteracdes significativas na estrutura do
DNA (Figura 36) [114,116]. No entanto, resultados diferentes sdo observados em a presenga
dos complexos (Figura 37), mostrando evidéncias de interacdo semelhantes aos efeitos da
cisplatina na forma B-DNA [117]. Os efeitos da ligacdo da cisplatina sdo caracterizados por um
deslocamento batocromico das duas bandas, uma diminui¢do na banda negativa em 245 nm e
um aumento na intensidade da banda positiva em 275 nm para razdes molares inferiores (r),
seguido por uma diminui¢do da mesma banda em valores de r maiores. Os efeitos sao mais
evidentes nos espectros de DC de DNA com Pt-atd e Pt-rtd (Figura 37(a) e (b)), sugerindo
algum grau de intera¢do covalente dos complexos com DNA. Os desvios batocromicos das
bandas em 275 nm foram da ordem de 4 a 6 nm para todo o complexo, enquanto os desvios na
banda negativa (247 nm) foram de no maximo 2 nm. Para a amostra com cis-[PtCl(DMSO)z],
a diminui¢do da intensidade da banda negativa ¢ muito pronunciada, sugerindo uma alteragao

de helicidade mais forte em comparacao aos outros trés complexos [13,115,118-121].
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Figura 36: Espectros de dicroismo circular de CT-DNA (100 umol-L"! em tamp3o fosfato e 1%
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Figura 37: Espectros de dicroismo circular de CT-DNA (100 pmol-L! em tampdo fosfato e 1%
de DMSO, linhas tracejadas) na presenca de (a) Pt-atd, (b) Pt-rtd, (c) Pt-mtn e

(d) cis-[PtCl(DMSO);] nas razdes molares r = 0,1, 0,3 e 0,5 (cinza claro, cinza e cinza escuro,

respectivamente).

4.3. Cloridrato de memantina: Reposicionamento de fairmaco

O cloridrato de memantina, utilizado clinicamente por ser um agente
antineurodegenerativo, foi avaliado quanto ao seu potencial anti-CHIKV. Foi realizado um
ensaio de dose-resposta para determinar a concentra¢do de citotoxicidade de 50% (CCs) e a
concentragdo antiviral eficaz de 50% (ECsy). Para isso, as células BHK-21 foram infectadas
com CHIKV- nanoluc e simultaneamente tratadas com mtnH em concentracdes que variam de
500 a 1,45 umol L', e a replicagdo viral foi avaliada 16h pos-infecgdo (hpi). Paralelamente, a

viabilidade celular foi avaliada por um ensaio MTT. Os resultados obtidos estdo representados

na Figura 38.
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Figura 38: Porcentagem de replicagdo de CHIKV (quadrado fechado) e a viabilidade celular
(circulo fechado) de células BHK-21 infectadas com CHIKV-nanoluc na presenca ou auséncia
de mtnH* com concentrag¢des variando de 500 a 1,45 umol L', *Os resultados sio apresentados
como uma andlise de regressdo ndo linear, indicando as percentagens de viabilidade celular ou
replicagdo viral por mtnH. Sao apresentados os valores médios + DP de trés experiéncias independentes,
cada uma medida em triplicata. A comparagdo de cada curva foi realizada por meio do teste F (nivel de

confianca de 95%), resultando em p <0,0001, e F2,116 = 260,5.

A partir desta faixa de concentragdes, foi determinado que mtnH tem CCs, de 248,4 +
31,9 umol L' e ECsode 32,4 £ 4 pmol L' (p <0,0001, F ,,16 =260,5). O indice de seletividade
(IS) calculado ¢ 7,67. Esses resultados sugerem mtnH como uma alternativa potencial para o
futuro tratamento da infec¢ao por CHIKV. Apesar do valor de IS relativamente modesto em
comparagdo com outros firmacos, o mtnH tem um esquema de dosagem de 20 mg por dia para
o tratamento de Doenca de Alzheimer leve a severa [122], sem efeitos adversos graves. Pode-
se sugerir que a auséncia de efeitos adversos in vivo pode, portanto, superar o modesto IS in
vitro em termos de significado terapéutico. Porém, ¢ importante ressaltar que a concentracao
efetiva para o tratamento de animais e/ou individuos infectados deve ser melhor avaliada. Além
disso, valores de IS maiores que 1,0 sugerem um beneficio positivo para o potencial
medicamento antiviral [123]. Por ser um medicamento aprovado mundialmente e de custo
relativamente baixo, com um perfil terapéutico bem estabelecido tanto em termos de seus
resultados bioldgicos (atividade dose-resposta e potenciais efeitos adversos), bem como seus
aspectos fisico-quimicos e propriedades farmacocinéticas [124], ¢ possivel hipotetizar que
mtnH pode resultar em um custo e caminho reduzidos nos ensaios clinicos, com um potencial

consideravel para ser capitalizado como um medicamento antiviral sobre o CHIKV.
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5. Consideracoes finais

Complexos de prata(I) com amantadina, memantina de formula de coordenagdo
[Ag(Ci10H17N)2]NO3 [Ag(C12H21N)2]NO3-H20 e complexos de platina(Il) com amantadina,
rimantadina ¢ memantina de férmula [PtCly(Ligante)(DMSO)] foram obtidos e suas
composi¢des foram determinadas por analises quimicas e espectroscopicas. As estruturas dos
complexos foram resolvidas por difragdo de raios X de monocristais, em que cada molécula do
ligante se coordena ao ion metalico pelo 4&tomo de nitrogénio do grupo NHoy.

Para os compostos de Ag(I): Estudos cinéticos por RMN de 'H mostraram estabilidade
dos compostos em DMSO por até 24 h. Os complexos exibiram atividade antibacteriana sobre
cepas Gram-positivas e Gram-negativas com valores de CIM na ordem de micromolar e
apresentaram atividade anti-M.tuberculosis promissora e potencial anti-CHIKV satisfatorio.
Estudos de espectroscopia de fluorescéncia revelaram fraca interagdo dos compostos com BSA
com supressao de 13% e 15% na fluorescéncia da proteina. O ensaio de eletroforese em gel de
agarose mostrou que os complexos ndo interagem covalentemente com o DNA, mas
experimentos de ligacdo competitiva mostraram que interacdes eletrostaticas e com os sulcos
do DNA podem ocorrer.

Para os complexos de Pt(II): Estudos cinéticos por RMN de '"H em DMSO-ds mostraram
que o dmso coordenado ao ion metalico com o tempo ¢ completamente substituido por DMSO-
ds com ordem de labilidade de Pt-rtd > Pt-mtn >> Pt-atd. Os complexos de Pt(I) apresentaram
uma certa seletividade por cepas bacterianas Gram-positivas, sendo o complexo Pt-mtn o mais
promissor nesse estudo com valores de CIM = 0,3 mmol-L! para S. aureus e CIM = < 0,14
mmol-L"! para B. cereus e E. coli. Os complexos de Pt(I) ndo apresentaram atividade anti-
M.tubeculosis e apenas o complexo Pt-rtd ndo apresentou potencial mutagénico. Os compostos
também reduziram a viabilidade celular nos ensaios anti-CHIKYV. Ensaios de espectroscopia de
dicroismo circular revelaram interagdes dos complexos de Pt(I) com DNA, enquanto estudos
de fluorescéncia de interacdo com albumina de soro bovino revelaram supressdo da
fluorescéncia das proteinas por interacdo com os complexos de Pt(II), especialmente para o
complexo de Pt-rtd.

Por fim, o ligante mtnH mostrou um excelente percentual de inibicao da infec¢ao por
CHIKYV, sendo possivel considera-lo um candidato vidvel a ser reposicionado como um

farmaco anti-CHIKV.
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