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RESUMO

Titulo: SINTESE, CARACTERIZACAO E AVALIACAO DE PROPRIEDADES
FOTOFISICAS, BIOLOGICAS E MAGNETICAS DE COMPOSTOS HIDROXAMICOS
E DE UM COMPLEXO DE FERRO(III)

Autor: Samantha Oliveira Monteiro
Orientador: Prof. Dr. Juliano Rosa de Menezes Vicenti

O presente trabalho consiste na sintese e caracterizacao de dois compostos hidroxamicos,
4-(hidroxicarbamoil)benzoato de metila (CoHoNOy4) (1) € o composto [K(CoHgNO4)] (2), e um
complexo octaédrico de ferro(IIl), [Fe(CoHgNO4)3]-H,O (3), além de estudos referentes as suas
propriedades fotofisicas, biologicas e magnéticas. As andlises de infravermelho e Raman
confirmaram a obten¢do dos compostos hidroxadmicos pelo aparecimento das bandas de absorcao
caracteristicas, como N-H e C=0. O espectro de ultravioleta-visivel para (2) sugere transi¢des
eletronicas de transferéncia de carga envolvendo os orbitais HOMO de um anion hidroxamato e
LUMO de um anion vizinho proximo. O espectro de Mdssbauer revelou que (3) apresenta um
estado de oxidagdo +3 e uma geometria octaédrica e, através da analise de magnetismo,
verificou-se que o hidroxamato atua como ligante de campo fraco e que (3) apresenta spin alto.
As analises de DRX em p6 revelaram um sistema cristalino monoclinico e grupo espacial P2,
para o composto (1), onde a estrutura do cristal é composta por duas moléculas de acidos
hidroxamicos relacionadas por um eixo 2; paralelo a b. Além disso, mostraram que a por¢ao do
grupo hidroxamico adota uma forma cis devido as interagdes intermolecular de hidrogénio.
Estudos computacionais refor¢aram este resultado e também mostraram que os orbitais HOMO e
LUMO encontram-se sobre os grupos hidroxamato e anel benzeno, respectivamente. Estudos
quanto a atividade bioldgica revelaram que (1), (2) e (3) foram ativos contra M. tuberculosis,
levando a estudos de docking molecular. Este mostrou que as fragdes do acido hidroxamico e do
¢éster s@o ancoradas no sitio ativo da urease através de interacdes de ligagdo de hidrogénio,

inibindo a atividade da enzima.

Palavras chaves: hidroxamato, complexo de ferro(Ill), estudo computacional, espectroscopia,

cristalografia.
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ABSTRACT

Title: SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF AN IRON (III) COMPLEX WITH
HYDROXAMATE BINDING AND PHOTHYSICAL, BIOLOGICAL AND MAGNETIC
PROPERTIES

Author: Samantha Oliveira Monteiro
Advisor: Prof. Juliano Rosa de Menezes Vicenti, Ph.D.

The present work consists of the synthesis and characterization of two hydroxamic
compounds, methyl 4-(hydroxycarbamoyl)benzoate (CoHyNO4) (1) and compound K[CoHsNO4]
(2), and an octahedral complex of iron (III), Fe,(CoHgNOy); (3), besides studies referring to its
photophysical, biological and magnetic properties. The infrared and RAMAN analyzes
confirmed the obtaining of the hydroxamic compounds by the appearance of characteristic
absorption bands, such as N-H and C = O. The ultraviolet-visible spectrum for (2) suggests
electron transfer transitions involving the HOMO orbitals of a hydroxamate anion and LUMO
from a nearby neighbor anion. The Mossbauer spectrum revealed that (3) has a +3 oxidation
state and an octahedral geometry and, through magnetism analysis, it was found that the
hydroxamate acts as a weak field binder and (3) has a high spin. XRD analyzes revealed a
monoclinic crystalline system and spatial group P2; for compound (1), where the crystal
structure is composed of two molecules of hydroxamic acids related by an axis 2; parallel to .
In addition, they showed that the portion of the hydroxyl group adopts a cis-form due to the
intermolecular hydrogen interactions. In addition, they showed that the portion of the hydroxyl
group adopts a cis-form due to the hydrogen bonding interactions. Computational studies
reinforced this result and also showed that the HOMO and LUMO orbitals are on the
hydroxamate and benzene ring groups, respectively. Studies on biological activity revealed that
(1), (2) and (3) were active against M. tuberculosis, leading to molecular docking studies. This
showed that the hydroxamic acid and ester fractions are anchored at the active site of the urease

through hydrogen bonding interactions, inhibiting the activity of the enzyme.

Keywords: hydroxamate, iron complex (IlI), computational study, molecular orbitals,

spectroscopy, crystallography.



1. INTRODUCAO

Os acidos hidroxamicos sdo compostos resultantes, tipicamente, da reacdo entre uma
hidroxilamina e um grupo acilo ativado, este podendo ser um éster, haleto de acila ou amida
(Esquema 1). Estes compostos desempenham importantes papéis na biologia e na medicina e
tem sido fonte de muito interesse devido ao fato de apresentarem uma grande variedade de
atividades bioldgicas. Estas estdo relacionadas com a capacidade em formar complexos estaveis
com ions metalicos, principalmente com metais de transicdo e, em especial, com ions ferro(III)

(CODD, 2008; MARMION et al, 2004; UGWU et al, 2014).

Esquema 1 — Esquema geral da sintese de acidos hidroxamicos, onde R =aril ou alquil e X = CI,

Broul.

O 0
o = T
H
Haleto de acido Hidroxilamina Acido hidroxamico

Fonte: adaptado de MARMION et al., 2004.

Devido a capacidade quelante dos acidos hidroxdmicos, capacidade esta que ¢
relacionada com as suas formas tautoméricas (ceto/enol) e seus isomeros (cis/trans ou Z/E), estes
compostos sdo bastante utilizados como sider6foros, no qual tem como fungéo captar o ferro do
meio ambiente e fazer com que esteja disponivel para a célula microbiana, através do complexo
Siderdforo-Ferro. Os sideroforos coordenam através dos atomos de oxigénios, sendo a geometria
mais comum a forma octaédrica, onde os seis atomos doadores sdo dispostos em torno do centro
metalico de ferro(Il) (MARMION et al, 2004; NEILANDS, 1995; WANDERSMAN,
DELEPELAIRE, 2004 ). A Figura 1 mostra uma estrutura geral do siderdforo tipo ferricromo.



Figura 1 — Estrutura do siderérofo do tipo ferricromo coordenado ao ferro(Ill), onde R =R’ =R”’
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Fonte: NEILANDS, 1995.

A porcdo hidroxamato apresenta diversos locais para interagdes de ligacdo de hidrogénio
com as estruturas de enzimas (Esquema 2), se tornando, assim, potentes ¢ seletivos inibidores
enzimaticos de uma série de enzimas, como, por exemplo, peroxidases, hidrolases, ureases,
lipoxigenases, histona-desacetilases, cicloxigenases e peptideos deformilases. Com isso, sdo
utilizados no desenvolvimento de agentes terapéuticos contra uma série de doengas como, por
exemplo, cancer, tuberculose, HIV e Alzheimer (CODD, 2008; MARMION et al., 2004; UGWU
etal.,2014).



Esquema 2 — Sitios para possiveis interagdes de ligacdo de hidrogénio, onde A = ligacdo de

hidrogénio receptora e D = ligag¢do de hidrogénio doador e M = metal.
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Fonte: Adaptado de MARMION et al., 2004.

Os estudos conformacionais e de interagdes moleculares sdo de grande importancia para
o desenvolvimento de novos compostos bioativos, pois estes podem ser o principal determinante
da agdo biologica ou farmacologica destes compostos. A utilizacdo tanto de métodos
experimentais quanto de métodos computacionais tem sido fundamental, nos dias de hoje, para
estudos de novos compostos bioativos. Existem métodos, como o docking molecular, que
possibilitam estimar a energia livre de ligacdo do ligante-receptor como também permitem
prever as conformagdes adotadas pelos ligantes nos sitios ativos das macromoléculas. A Figura
2 mostra um esbogo de docking molecular feito por Ferreira et al. (2015). Outro método bastante
utilizado é o método baseado nas densidades eletronicas dos sistemas, o qual permite o
desenvolvimento de estratégias computacionais para obter informagdes quanto as energias,
estruturas e propriedades destes sistemas (HASSANZADEH et al., 2016; FERREIRA et al.,
2015; ORIO et al., 2009; GEERLINGS et al., 2003).



Figura 2 — Esboc¢o de docking molecular. (A) Estrutura do ligante; (B) Estrutura da
enzima (C) Ligante ancorado no sitio ativo da enzima; (D) Identificacdo da conformacao de

ligagdo mais provavel e das interagdes intermoleculares correspondentes.

Fonte: FERREIRA et al., 2015.

Visto a grande gama de aplicagdes e propriedades biologicas e fisico-quimicas dos acidos
hidroxamicos, ¢ de grande importincia o desenvolvimento de compostos hidroxamatos que
exibam propriedades e/ou caracteristicas interessantes no estado sélido e em solucdo e que
também possam ser empregados como novos agentes antimicrobianos tanto para linhagens
sensiveis como resistentes de microrganismos patogénicos. Dessa maneira, este trabalho propde
caracterizar e investigar propriedades biologicas e fisico-quimicas associadas a um complexo

octaédrico de ferro(IIl) com ligante hidroxamato.



OBJETIVOS

Tendo em vista a versatilidade dos acidos hidroxdmicos em apresentar diversas

propriedades biologicas e fisico-quimicas, o presente trabalho tem como objetivo geral sintetizar

dois compostos hidroxdmicos ¢ um complexo de ferro(Ill), bem como investigar novas

propriedades em solucgdo e no estado solido.

Objetivos especificos:

>

Caracterizar os compostos sintetizados através das técnicas de espectroscopia de
infravermelho, espectroscopia Raman, espectroscopia de UV-Vis e analise elementar
CHN. Como também caracterizar o complexo de ferro(Ill) através de espectroscopia

Modssbauer.

Caracterizar a morfologia e a estrutura do acido hidroxdmico através das técnicas de
microscopia eletronica de varredura, espectroscopia de energia dispersiva e difracdo de

raios-x em po.

Empregar métodos computacionais a modelos moleculares para otimizagdo da geometria
¢ calculo dos orbitais moleculares para os compostos hidroxamicos e complexo de
ferro(Ill), Além do estudo de docking para o acido hidroxamico utilizando modelo de

urease H. Pylori.

Realizar testes de sensibilidade dos compostos sintetizados com Mycobacterium

tuberculosis (cepa H37Rv).
Determinar para os compostos biologicamente ativos a concentracdo minima inibitoria.

Investigar as propriedades térmicas e magnéticas do complexo de ferro(Ill) empregando-

se as técnicas de termogravimetria e magnetometria SQUID, respectivamente.






2. REFERENCIAL TEORICO

Nesta sessdo serd apresentada uma revisdo da literatura sobre os acidos hidroxamicos,
sider6foros e complexos metalicos com ligantes hidroxamatos, as propriedades biologicas desses
compostos, estudo de interagdes moleculares e teoria do funcional da densidade (DFT). Além
disso, ainda sera apresentada uma breve revisdo tedrica sobre as propriedades magnéticas de

compostos solidos e espectroscopia Mdssbauer.

2.1. Acidos hidroxamicos, sideréforos e complexos metalicos com ligantes

hidroxamatos

Acidos hidroxamicos constituem um grupo de espécies quimicas caracterizadas pela
estrutura geral RCO-NH—OH, sendo R um substituinte alquila ou arila. Estes compostos sdo
utilizados como ligantes na quimica de coordenagdo, sendo o principal modo de coordenagdo a
forma quelante bidentada através dos atomos de oxigénio. Nesses casos, o ligante pode se
apresentar de duas formas (Esquema 3): anion hidroxamato, através da perda de um proéton do
acido hidroxdmico, ou anion hidroximato, pela perda de um segundo préton do Aacido
hidroxamico. Eles ainda podem apresentar isomeria cis/trans ou Z/E, resultante da livre rotacao
da ligacdo C—N, tautomerismo, onde o tautdbmero ceto é predominante em condi¢des acidas e o
tautomero enol ¢ mais estdvel em meio alcalino. A capacidade quelante dos acidos hidroxamicos

possui relacdo com essas estruturas (CODD, 2008; MARNION et al., 2004).



Esquema 3 - Estruturas de acidos hidroxamicos (1), hidroxamatos (2) e hidroximatos (3) com
representagdes do isomerismo cis—trans (1b, 1a), tautomerismo ceto-enol (1b, 1c) e ressonancia (2a, 2b;

3a, 3b).
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Fonte: adaptado de CODD, 2008.

Calculos tedricos indicam que a estrutura ceto-Z € mais estavel do que as estruturas ceto-
E, enol-Z e enol-E, dependendo do meio (GARCfA et al., 2005; KAKKAR et al., 2003;
SALDYKA, MIELKE, 2003). Em 2005, Garcia e colaboradores realizaram estudos
experimentais e tedricos quanto a estrutura e desprotonagdo do acido benzohidroxamico em
solvente na fase gasosa, em acetona e em agua. Os resultados indicaram que o composto
apresenta estrutura ceto, em ambos o0s meios, ¢ que a conformagdo Z ¢ favorecida na fase gasosa
e agua, enquanto que em acetona a conformacado que se faz dominante ¢ a E. Em 1998, Wu e Ho
estudaram a interconversdo de cinco tautdmeros isoméricos de acido formohidroxdmico e a
estrutura mais estavel apresentou conformagdo ceto-Z (Figura 3). Senent e colaboradores
também verificaram uma conformacao estavel ceto-Z para o acido acetohidroxadmico através de
investigacOes tedricas e experimentais dos isdmeros e seus processos de desprotonagdo. Em
1996, Brown e seu grupo de pesquisa investigaram o comportamento conformacional Z/E de

uma série de acidos mono e dihidroxdmicos em estado solido e em solugdo. Verificaram que a



conformagdo Z ¢ predominante em dimetilsulfoxido e que em cloroférmio pode ocorrer ambas as

conformagdes, Z ¢ E.

Figura 3 — Conformagao ceto-Z de um 4cido hidroxamico geral, onde R = H.

Fonte: Adaptado de WU, HO, 1998.

Os acidos hidroxamicos sdo conhecidos desde 1869, a partir da descoberta do acido
oxalohidroxamico por Lossen. No entanto, o impulso nos estudos referentes as suas aplicacdes
biologicas, como também as sinteses e estruturas dos acidos hidroxdmicos e seus complexos
metalicos foi adquirido apos o ano de 1980. Um dos primeiros papéis biologicos desses
compostos foi associado a sua utilizagdo como sideroforos, uma classe de agentes sequestrantes
de ferro de baixa massa molecular (MARNION et al, 2004).

Sider6foros sao compostos com peso molecular entre 500-1500 Da que possuem uma alta
afinidade por ferro(Ill). Estes compostos sdo produzidos por bactérias, fungos e plantas
gramineas que crescem sob baixas condi¢des de ferro (HIDER, KONG, 2010). Este ¢ essencial
para o crescimento de quase todos os microorganismos vivos, devido as suas propriedades
quimicas: catalisador em processos enzimaticos, metabolismo do oxigénio, transferéncia de
elétrons e sinteses de DNA e RNA. Os sideroforos tém como fungio retirar o ferro do ambiente
e fazer com que este esteja disponivel para as células microbianas uma vez que, devido a baixa
solubilidade do ferro(Ill), ele ndo é biologicamente disponivel em todos os ambientes. Desta
forma, os microorganismos desenvolveram estratégicas para a captacdo de ferro como, por
exemplo, a producio de sider6foros (AHMED, HOLMSTROM, 2014; WANDERSMAN,
DELEPELAIRE, 2004). Estes s@o divididos em trés familias principais, que dependem do grupo

funcional caracteristico: hidroxamatos, que sdo produzidos pelas bactérias ferrioxamina B e
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fungos ferricromo, catecolatos, produzidos pelas bactérias enterobactina e os carboxilatos,
produzidos por rizobactinas. Ainda existem os sideroforos bacterianos que apresentam uma

mistura destes principais grupos (AHMED, HOLMSTROM, 2014).

Os microrganismos fazem uso de diferentes sistemas de transporte de ferro nos quais sdo
mediados por sideroforos. Estes sistemas, para bactérias, variam entre as gram-positivas e gram-
negativas. As bactérias Gram-negativas possuem receptores de membrana externa que
reconhecem os complexos de ferro(Ill)-sideroforo na superficie celular, no qual ¢ formado
devido a alta afinidade entre o sider6foro e o ferro. Apos, o complexo ferro(Ill)-sider6foro passa
pela membrana através de um sistema dependente de energia, ¢ liberado para o espago
periplasmatico e entdo liga-se a uma proteina periplasmatica ligante de ferro, a qual ird conduzir
o complexo para um transportador localizado na membrana interna. Este transfere o complexo
para o citoplasma em um processo dependente de energia. No citoplasma, devido as condicoes
de redugdo, o ferro(Ill) ¢ reduzido a ferro(Il) e ¢ liberado, uma vez que a maioria dos complexos
sider6foros apresentam baixas constantes de ligagdo. O ferro(Il) que foi liberado pode
permanecer na sua forma livre, pode ser utilizado para a sintese de novas enzimas, ou ainda ser
armazenado na forma de ferritina. J& em bactérias gram-positivas, os receptores de membrana
externa se fazem ausentes, visto que essas bactérias ndo possuem membrana externa. Neste caso,
as proteinas ligantes de ferro, na qual irdo ligar-se ao complexo ferro(Ill)-sider6foro, estao
ancoradas a membrana celular devido a falta de um espago periplasmico. Apds, o complexo ¢
transferido para o citoplasma, através de transportadores dependentes de energia, da mesma

forma que em bactérias gram-negativas (ZETH, 2012; AHMED, HOLMSTROM, 2014).

O ferro ¢ essencial para os seres humanos, porém, em excesso se torna prejudicial a
saude. O elemento ¢ absorvido no intestino delgado e acumula-se no figado, no pancreas e
também em alguns locais do cérebro, prejudicando as fungdes vitais (HIDER, KONG, 2010;
ALTES et al., 2015). Este excesso de ferro acumulado pode ser removido por meio de quelantes,
como a Desferroxamina (Desferal), um quelante hexadentado de ferro eficaz e muito utilizado
em tratamentos de sobrecarga de ferro (MOBARRA et al., 2016). Esta sobre carga de ferro pode
ser adquirida ou genética e ¢ causadora de diversas doencas como, por exemplo, Alzheimer,
cancer de figado, hepatite, cirrose hepatica, disturbios de tiredide e disfungdes cardiacas

(MOBARRA et al., 2016).
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Desde a descoberta dos sideréforos, a quimica dos complexos hidroxamatos tem sido
bastante estudada. Os acidos hidroxamicos podem formar quelatos com diversos ions metalicos,
especialmente ions ferro(Ill), e também podem atuar como ligantes em ponte entre os centros
metalicos (MARMION et al., 2004). Goleya e colaboradores (2012), relataram a obtencdo de um
complexo tris-(hidroxamato) de ferro(Ill) através da reacdo de cloreto de ferro(Ill) com acido
isonicotinilhidroxamico (4-PyMHA) na presenca de hidroxido de sddio em solucdo aquosa. Os
autores verificaram, através da analise de difracdo de raios X de monocristal, que a estrutura
molecular do complexo contém cations complexos trinucleares [Na{Fe(4-PyMHA);},]™ que
consistem em dois tris-(hidroxamato) mononucleares de ferro(Ill), onde trés atomos de oxigénio
de amida de um fragmento sdo orientados para trés atomos de oxigénio de amida de outro

fragmento (Figura 4).

Figura 4 — Estrutura molecular do complexo trinuclear [Na{Fe(4-PyMHA);},](OH)-19H,0. Os
atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor entendimento. Codigos de simetria: (A): -x, -y, -z; (B):

v,z x,(C): z, x, y;, (D): -y, -z -x; (E): -z, -x, -y.

Fonte: GOLENYA et al., 2012.
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A literatura relata diversos complexos de ferro(II) com ligantes hidroxamatos, porém ha
pouco relato sobre complexos com ligantes hidroxamatos dissubstituido. Complexos com estes
tipos de ligantes foram relatados por Griffith e colaboradores (2007). Os autores sintetizaram e
caracterizaram complexos de Ruténio(IIl) com ligantes dihidroxamatos em ponte através das
reacdes dos acidos dihidroxamicos 1,3-bhaH,, 1,4-bhaH, e 2,6-pyhaH, (bhaH, = acido
benzohidroxamico, pyha = 4cido piridinhidroxamico) com K[Ru(Hedta)Cl] e verificaram que os
ligantes se coordenavam ao centro metalico, em forma de ponte, através dos dois atomos de
oxigénio da por¢do hidroxamato, resultando na formacdo de complexos dinuclear Ruténio(III)-

dihidroxamato (Figura 5).

Figura 5 — Estruturas dos complexos dinucleares de Ruténio(Ill): a)[ {Ru(H,edta)},(1-1,4-bha)] ,
b)[{Ru(H,edta)},-(1-1,3-bha)] e c)[{Ru(H,edta)},(1-2,6-pyha)], onde bhaH, = acido benzohidroxamico,

pyha = acido piridinhidroxamico.
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Fonte: adaptado de Griffth et al., 2007.
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2.2.Propriedades bioldgicas dos acidos hidroxamicos e seus complexos metalicos

Os acidos hidroxamicos representam um amplo espectro de compostos biologicamente
ativos com propriedades anticancerigenas, hipotensivas, antituberculose, entre outras. Esses
compostos podem atuar como inibidores potentes e seletivos de um grande niimero de enzimas
como, por exemplo, metaloproteinases de matriz, peroxidases, hidrolases, histonas desacetilases
e uréases. Seu efeito inibitério se da através da forte interagdo do grupo hidroxamato com o ion
metalico no centro ativo da enzima, interrompendo a atividade da enzima. Com isso, os
compostos hidroxamatos sdo utilizados na concep¢do de agentes terapéuticos contra diversas
doencas, tais como cancer, doencas cardiovasculares, HIV, Alzheimer, malaria, doencas
alérgicas entre outras (MURI ez al., 2003; MARMION et al., 2004; UGWU et al., 2014;
ADIGUZEL et al., 2017).

Os 4cidos hidroxamicos sdo potentes e inibidores especificos da atividade da uréase
(MURI et al., 2003). Estas sdo enzimas que catalisam a hidrolise da uréia em amoénia e
carbamato, o qual se decompde e forma didxido de carbono e uma segunda molécula de amonia.
Esta hidrolise faz com que haja um aumento de pH, um efeito secundario negativo da acdo da
urease para a satide humana e animal (KRAJEWSKA, 2009; KRAJEWSKA, et al., 2001; MURI
et al., 2003). A atividade excessiva da urease esta envolvida com uma série de doengas, tais
como encefalopatia hepatica, coma hepatico, infec¢des no trato urinario, cancer, entre outras. A
urease apresenta dois ions de niquel(Il) no seu sitio ativo, onde estes sdo ligados entre si por uma
lisina cabamilada, através dos seus atomos de oxigénio, ¢ por um ion hidréxido. Um dos ions de
niquel(I) esta ligado a duas histidinas, através dos atomos de nitrogénio, e por uma molécula de
agua terminal. Ja o outro ion metdlico, além das duas histidinas e da molécula de dgua, também
esta ligado a um 4cido aspartico, através do atomo de oxigénio (Figura 6a). Atividade da urease
pode ser inibida pelo acido acetohidroxamico, onde este desloca todas as moléculas de agua do
sitio ativo e, entdo a ligacdo em ponte dos ions de niquel(Il) ¢ proporcionada pelo oxigénio da
hidroxila da porcdo do 4cido, como esta representado na Figura 6b, ainda observa-se uma
ligacdo do atomo de oxigénio do grupo carbonila a um dos ions de niquel(Il) (KRAJEWSKA,
2009).
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Figura 6 - Estruturas esquematicas do sitio ativo da urease: (a) nativa, e inibida por (b) acido

acetohidroxamico.
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Fonte: Adaptado de KRAJEWSKA, 2009.

Os compostos hidroxamatos inibem outras enzimas como, por exemplo, as histona-
desacetilases (HDAC) (KELLY, 2003; LEONIDOVA, 2016; RICHON, 2006). Elas possuem um
sitio ativo de zinco e apresentam a fun¢@o de catalisar a remogdo de grupos acetil de residuos de
lisina de proteinas celulares. O acido hidroxamico suberoilanilida (SAHA), conhecido
comercialmente como Vorinostat (Figura 7a), ¢ uma molécula linear de baixo peso molecular
que possui a capacidade de inibir a atividade dessas enzimas, induzindo assim a acumulacdo de
histonas acetiladas. A porg¢do do acido hidroxamico da molécula liga-se ao ion zinco(II), inibindo
a atividade da enzima, enquanto que o resto da molécula fica ao longo da superficie da proteina,
como ¢ mostrado na Figura 7b (RICHON, 2006; KWAK et al., 2015). O excesso de HDAC esta
relacionado com doengas como o cancer. O inibidor dessas enzimas, SAHA, bloqueia a
proliferacdo de células cancerigenas in vifro como também in vivo com pouca ou ainda nenhuma
toxicidade para células sadias (KELLY, 2003; RICHON, 2006). Em 2015, Kwak e
colaboradores avaliaram a atividade antitumoral de SAHA incorporado em nanoparticulas contra
células humanas de colangiocarcinoma. Verificou-se que o volume do tumor diminuiu
significativamente com o tratamento envolvendo dacido hidroxdmico incorporado nas

nanoparticulas (KELLY, 2003; KWAK et al, 2015).
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Figura 7 — a) estrutura do SAHA (Vorinostat); b) mecanismo de interacdo do SAHA com o sitio

ativo de zinco(Il) de histonas desacetilases.
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Fonte: Adaptado de RICHON, 2006.

2.3. Interac¢des moleculares

O estudo das interagdes moleculares dos acidos hidroxamicos ¢ de grande importancia
para entender o papel do meio na estabilidade conformacional desses compostos. Diversos
estudos t€m sido realizados relacionando as caracteristicas desses compostos com suas
estruturas. Saldyka e Mielke (2003) estudaram as caracteristicas espectrais do &cido
formohidroxamico e seus isOtopos andlogos e verificaram que o acido formohidroxamico
apresenta o tautdmero ceto-Z como sendo o mais estavel na fase gasosa. No entanto, estudos
mostram que, em solugdo, pode haver um equilibrio entre tautomeros. Isso ¢ devido aos acidos

hidroxamicos apresentarem em sua estrutura trés atomos com pares de elétrons isolados, os quais
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proporcionam uma capacidade de formar ligagdes de hidrogénio tanto intermoleculares como
também intramoleculares. Desta forma, o tautomerismo em solu¢do se faz dependente do
solvente, sendo o estudo de interag¢@o de ligacdo de hidrogénio com agua o de maior importancia
visto que a agua ¢ o solvente mais utilizado e ¢ também abundante em sistemas bioldgicos
(SALDYKA, MIELKE, 2003, SALDYKA, MIELKE, 2002, KAUR, KOHLI, 2008). Em 2008,
Kaur e Kohli estudaram as interagdes intra ¢ intermoleculares de ligagdo de hidrogénio
envolvendo a molécula de acido formohidroxamico em diferentes formas isoméricas. Este estudo
indicou que as interagdes de ligagdo de hidrogénio estavam presentes apenas no isomero ceto-Z.
Ainda verificaram que os componentes responsaveis pelas ligacdes de hidrogénio tanto intra
como intermolecular sdo as interagdes eletrostaticas e a estabilizacdo da transferéncia de cargas.
As interagoes de ligagdes de hidrogénio sdo responsaveis pela variacdo na reatividade das
moléculas, onde a sua presencga no local ativo de reagdes enzimaticas tem sido sugerida como a

razdo responsavel pelo aumento da taxa de reacdo (KAUR, KOHLI, 2008).

O reconhecimento do sitio ativo, a conformagdo dos ligantes e a sua estabilidade na
cavidade do local de ligagdo, tém estimulado o uso de métodos computacionais. Estes métodos
sdo bastante utilizados pela pesquisa farmacéutica para o estudo de sistemas biologicos e
quimicos (HASSANZADEH et al., 2016). Estratégias computacionais e experimentais t€ém sido
associadas e¢ se tornam de grande importancia na identificacdo e¢ desenvolvimento de novos
compostos promissores. O docking molecular ¢ um método computacional que prevé, com
precisdo, as conformagdes dos ligantes adotadas nos locais de ligagdo de alvos
macromoleculares, como também estima a energia livre de ligacdo ligante-receptor, avaliando
fenomenos criticos envolvidos no processo de reconhecimento intermolecular (FERREIRA et
al., 2015).

Zang e colaboradores (2014) realizaram diversos estudos, incluindo docking molecular,
para o desenvolvimento de novos inibidores de HDAC. Estes inibidores possuem em sua
estrutura um grupo de cobertura, que interage com um local de ligacdo periférico adjacente ao
ion de zinco(Il), um grupo hidroxamato de ligacdo de zinco (ZBG), que coordena o ion de zinco
(IT) catalitico dentro do local ativo, e um grupo ligante, que se liga a residuos hidrofobicos e
posiciona o grupo hidroxamato para interacdes no sitio ativo (Figura 8a). Os autores

substituiram esses grupos por outras por¢des ¢ avaliaram as novas moléculas quanto a
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ancoragem molecular e outras propriedades, ¢ selecionaram as moléculas que apresentaram
melhores resultados quando comparadas com SAHA. Uma dessas foi o composto 101 (Figura
8b), no qual ainda foi estudado por outros métodos para avaliar a estabilidade da ligacdo com a
enzima HDAC. Os resultados de docking molecular indicaram que o composto 101 possui uma
melhor interacdo com o sitio ativo da enzima do que o SAHA uma vez que o oxigénio da
hidroxila do grupo hidroxamato e o oxigénio da carbonila estdo mais proximos do centro
metalico do que no SAHA. Os resultados também mostraram que ambos os grupamentos,
hidroxamato e o grupo tampao, formaram interagdes de ligagdo de hidrogénio com residuos de
aminoacidos (Figura 9). Também o grupo tampao e o grupo de ligacdo do composto 101,
direcionaram a por¢do hidroxamato para o interior da cavidade no sitio ativo para coordenar ao
ion de zinco(Il), desempenhando um importante papel na estabilidade do complexo (ZANG et

al., 2014).

Figura 8 — Estrutura geral do inibidor de HDAC (a) 4cido hidroxamico suberoilanilida e (b)

composto 101.
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Fonte: Adaptado de ZANG, et al., 2014.
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Figura 9 — Docking molecular ; (A) Mapa de conformagdo e interagdo de HDAC-8 com SAHA
(destacado em amarelo) e composto 101 (destacado em verde); (B) ampliagdo das interagdes no sitio

ativo; (C) rotagdo de B.

Aspl 7B

Fonte: ZANG et al., 2014

Em 2016, Hassanzadeh e colaboradores, através da metodologia de docking como
também simulagdes de dinamica molecular e calculo de energia livre de ligacdo, investigaram e
compararam intera¢des de uma nova série de hibridos, que foram feitas através da associagdo da
colchicina e SAHA como inibidor da proteina globular tubulina e de HDAC, respectivamente.
Os resultados indicaram diferentes modos de interagdes e poténcias de inibicdo dos inibidores
estudados tanto para HDACS8 quanto para HDACI. Os resultados da simulagdo de dinamica
molecular revelaram a estabilidade e a seletividade favoravel dos inibidores estudados formando

ligagdes de hidrogénio fortes e interagdes hidrofobicas com os principais residuos de
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aminodcidos do sitio ativo. As energias livres de ligagdo de HDAC8 mostraram maior afinidade

de ligacdo a HDACS8 em comparacdo com HDAC1(HASSANZADEH et al., 2016).

2.4. Teoria do funcional da densidade (DFT)

A quimica quantica tem como principal objetivo prever as propriedades moleculares
como também explicar a natureza das ligacdes quimicas. A teoria do funcional da densidade
(DFT) ¢ baseada na mecanica quéntica e descreve os estados eletronicos de atomos e moléculas
em termos da densidade eletronica tridimensional do sistema (CRAMER, TRUHLAR, 2009).
Essa teoria permite o desenvolvimento de estratégias computacionais para a obtengdo de
informagdes quanto a energia, estrutura, mecanismos de reacdo e propriedades de atomos e
moléculas através da densidade eletronica (GEERLINGS et al., 2003; ORIO et al., 2009). Os
elétrons das ligagdes sdo descritos pela equacdo de Schrodinger onde trés fatores sdo levados em
consideragdo: 1) a energia vinculada aos niveis energéticos do oscilador harmonico, 2) o
operador Hamiltoniano e 3) a fun¢do de onda. Os estudos de DFT complementam as analises
experimentais e sdo bastante utilizados em aplicagcdes relacionadas a sistemas biologicos

(NEESE, 2009).

A DFT foi criada nos anos 60 ¢ ¢ baseada em dois teoremas fundamentais, comprovados
por Kohn ¢ Hohenberg, e uma derivagdo de um conjunto de equacdes de Kohn e Sham. O
primeiro teorema de Kohn e Hohenberg diz que: a densidade eletronica do estado fundamental
determina exclusivamente todas as propriedades, incluindo a energia e a funcdo de onda, do
estado fundamental de um sistema eletronico. Isso significa que a equacdo de Schrédinger pode
ser resolvida ao encontrar a densidade eletronica. Com isso, a DFT substitui a fun¢do de onda,
que ¢ dependente de trés varidveis espaciais para cada um dos N elétrons, pela densidade
eletronica, que € uma fung@o de apenas trés variaveis. Ja o segundo teorema diz que: a energia de
uma distribui¢do de elétrons pode ser descrita como um funcional da densidade de elétrons, e
este funcional ¢ um minimo para a densidade do estado fundamental (SHOLL, STECKEL,
2009). Quanto a Kohn e Sham, estes demonstraram que a densidade eletronica que minimiza o
funcional de energia pode ser expressa de forma a envolver a resolucdo de um conjunto de
equacdes em que cada equacdo envolve somente um unico elétron. Porém, para resolver essas

equacgdes ¢ preciso conhecer a fungdo de correlagdo de troca, a qual ¢ o Unico termo
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desconhecido de tal sistema. Isso pode ser feito através de aproximagdes que possibilitam o
calculo de propriedades moleculares com grande precisdo, como por exemplo, aproximacdo de
densidade local (ALD), aproximacdo de gradiente generalizado (AGG) e funcionais hibridos,
onde o mais utilizado para tratamento de moléculas contendo metais de transi¢do é o funcional

B3LYP (ORIO et al., 2009; SHOLL, STECKEL, 2009).

2.4.1. Otimizagao da geometria

A otimizagdo da geometria utiliza técnica de gradiente analitico que visa minimizar a
energia potencial do sistema, e é o primeiro procedimento a ser realizado em analises de DFT. E
uma etapa essencial, visto que para se obter calculos quanticos confiaveis, ¢ necessaria uma
geometria molecular precisa (BUHL, KABREDE, 2006; PULAY, FOGARASI, 1991). Os
métodos de otimizagdo sdo baseados numa idéia simples de aproximagdo quadratica local a
superficie, chamada técnica de Newton-Raphson, onde estes métodos sdo capazes de prever a
disposig¢do tridimensional dos 4tomos em um sistema (PULAY, FOGARASI, 1991). A eficiéncia
da otimizagao ¢ dependente de trés fatores, sendo eles: o algoritmo de otimizacao, a qualidade da
aproximacdo quadratica e as coordenadas utilizadas para descrever o sistema (ECKERT et al.,

1997; PULAY, FOGARASI, 1991).

Os algoritmos de otimizagdo sdo baseados em coordenadas como, cartesianas,
coordenadas internas naturais, redundantes ou deslocalizadas. As coordenadas cartesianas sdo as
mais simples, porém so6 funcionam bem se houver boas aproximacdes quadraticas. As
coordenadas internas sdo mais eficientes do que as cartesianas, elas sdo construidas a partir de
estiramentos de ligacdo e combinacdes lineares de angulo de ligacdo e angulo de torcdo. A
escolha adequada das coordenadas ¢ essencial para se aumentar a robustez da otimizagdo da

geometria (REVELES, J. U., KOSTER, A. M. 2004, ECKERT et al., 1997).

Os funcionais AGG dependem da densidade eletronica e do gradiente, e proporcionam
boas geometrias e realizam otimizacgdes rapidas. No entanto, para determinados sistemas estes
funcionais ndo sdo precisos. Esta precisdo pode ser alcancada com a utilizagdo de funcionais

hibridos como, por exemplo, B3LYP, que contém um termo de troca de Becker (B), um termo de
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correlagdo de Lee, Yang e Par (LYP), e ainda apresenta trés parametros empiricos (3). Além da
sua precisdo, 0 B3LYP ¢ rapido o suficiente para poder tratar modelos moleculares grandes, com
algumas centenas de atomos. Com isso, ele ¢ o funcional mais utilizado para andlises de

complexos metalicos (ORIO et al., 2009; NEESE, 2009; NEESE, 2006; SIEGBAHN, 2006).

2.4.2. Orbitais Moleculares de Fronteira

A reatividade na quimica estd relacionada aos mecanismos de reagcdo, permitindo com
que as reagdes quimicas sejam melhores entendidas e com isso possam facilitar os
procedimentos de sintese para a obtencdo de novos compostos. Os orbitais moleculares de
fronteira (OMF) sdo aqueles onde as rea¢des quimicas verdadeiramente acontecem, sendo eles o
orbital de mais alta energia ocupado (HOMO) e o orbital de mais baixa energia desocupado
(LUMO) (BULAT et al., 2004). A interpretacdo destes ¢ de extrema importancia e surgiu em
1952 quando Fukui e colaboradores estudavam sobre a reatividade de compostos aromaticos, na
qual descobriram que a densidade eletronica no HOMO era relevante para a reatividade desses
compostos (FUKUI et al., 1952). Dentro da teoria dos OMF de Fukui, a interpretacdo da
reatividade quimica se da através da andlise dos gap de energia entre os orbitais, onde uma
molécula com pequeno gap € mais polarizavel e, desta forma, ¢ associada a uma alta reatividade
quimica e baixa estabilidade cinética. Com isso, as energias do HOMO e do LUMO sao
relacionadas ao potencial de ionizagdo ¢ a afinidade eletronica, respectivamente (EL-NAHASS,

2011).

Diversos estudos s@o realizados aplicando DFT para célculos de orbitais moleculares de
fronteira, ordem de ligacdo, momento dipolo, energia conformacional, transi¢des eletronicas
entre outros. Adiguzel e colaboradores (2017) investigaram as formas ceto/enol, E/Z e
hidromaxato/hidroximato de dois acidos hidroxamicos (acido 2-fenilbenzimidazol-N-aceto-
hidroxamico (HLl) e acido 2-fenilbenzimidazol-N-butano-hidroxamico (HL2)) e seus complexos
metalicos de niquel(Il), cobre(Il), zinco(Il) e caddmio(Il). Eles utilizaram DFT para calcular os
OMF e verificaram que as densidades eletronicas nos HOMO e LUMO estavam localizadas nos
anéis benzénicos para todas as formas de HL' e também para a forma ceto de ZnL', enquanto

1 . A . o
que para a forma enol de ZnL', as densidades eletronicas estavam localizadas no centro metalico
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(Figura 10). Os autores também calcularam os valores de energia entre os orbitais e verificaram
um pequeno intervalo de energia para a forma enol de ZnL' a qual poderia ser associada a uma
alta reatividade quimica, baixa estabilidade cinética, refletindo uma forte interagdo eletronica de
transferéncia de carga. Com isso, concluiram que os ligantes preferiam, principalmente, a forma

enol nos complexos (ADIGUZEL, et al., 2017).

Figura 10 - Orbitais Moleculares de fronteira, e suas energias, de HL' (forma ceto-Z ¢ ceto-E) e

ZnL' (Forma enol e ceto), onde as energias sio dadas em Hartree.
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Fonte: Adaptado de Adiguzel. E. et al., 2017.
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Arjunan e colaboradores realizaram estudos computacionais envolvendo o acido trans—2—
metoxicindmico. Além das andlises por espectroscopia de infravermelho e Raman, foram
realizados célculos de potencial eletrostatico molecular, andlise do perfil de energia potencial e
dos orbitais moleculares de fronteira. Esses calculos apresentam notavel relevancia para explicar
sistemas de ligagdes de hidrogénio e relagdes estrutura—atividade de moléculas, incluindo

biomoléculas e farmacos (ARJUNAN et al, 2016).

2.5. Propriedades Magnéticas dos materiais

Quando um campo magnético (H) ¢ aplicado a um material, este d4 uma resposta em
termos de indu¢do magnética (B), na qual a relacdo entre B ¢ H, que ¢ uma propriedade do

material, pode ser expressa pela equacdo abaixo,
B=uy(H+ M)

Onde uy = 4n 107 T.m/A ¢é a permeabilidade no vacuo ¢ M é a magnetizacdo, na qual
expressa 0 momento magnético total por unidade de volume da substdncia (PUREUR, 2010;
SPALDIN, 20). M ¢ dependente dos momentos magnéticos individuais dos ions, 4&tomos ou
moléculas que constituem o material e também pela forma de como esses momentos interagem
uns com os outros. M ¢ uma propriedade do material, desta forma, as propriedades dos materiais
podem ser definidas pela magnetizagdo, pela indugdo e também pela forma de como estes variam
de acordo com o campo magnético aplicado (SPALDIN, 2010). A fun¢do resposta de M ¢

chamada de susceptibilidade magnética (x) e pode ser descrita como:
M=x-H

Os principais tipos de fendmenos magnéticos sdo o diamagnetismo, paramagnetismo,
ferromagnetismo e antiferromagnetismo. O diamagnetismo corresponde ao tipo mais fraco de
resposta magnética de um sistema, onde a magnetizacdo aponta no sentido contrario do campo
aplicado e ¢ caracterizado por uma susceptibilidade negativa. O fendémeno de diamagnetismo se
d4 quando H interage com elétrons de um atomo de tal maneira que 0 momento magnético €

induzido. Todos os materiais sdo diamagnéticos uma vez que toda matéria contém elétrons
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movendo-se em Orbitas, porém sO ¢ observado na auséncia de outros comportamentos

magnéticos (PUREUR, 2010; MORRISH, 2001).

O fenomeno de paramagnetismo se dd em materiais que apresentam momentos
magnéticos intrinsecos ndo interagentes entre si, ou seja, momentos magnéticos independentes, e
sdo caracterizados por susceptibilidades magnéticas positivas. Existem duas formas de
paramagnetismo o de Curie e o de Pauli. No paramagnetismo de Curie, as substancias
apresentam susceptibilidade independente do campo e dependentes da temperatura, onde essa
dependéncia ¢ resultante da competicdo entre a tendéncia que alinha os momentos paralelos ao
campo ¢ a tendéncia da agitacdo térmica em romper este alinhamento (PUREUR, 2010;

MORRISH, 2001). A susceptibilidade de Curie é expressa pela seguinte equacao:

Onde C ¢ a constante de Curie especifica de cada material.

Existe também o paramagnetismo de Pauli, que ¢ resultante do momento magnético
associado ao momento angular de spins dos elétrons livres do metal e ¢ independente da
temperatura. A susceptibilidade de muitos materiais paramagnéticos segue a lei de Curie, porém
isso ndo se aplica para metais de transi¢do. Nestes, os elétrons responsaveis pelo magnetismo se
situam nas camadas mais externa, ficando expostos a interagdes com os atomos vizinhos. Com
1$s0, nesses materiais, 0s momentos magnéticos interagem entre si ¢ tendem a se alinharem na
mesma direcdo, produzindo um estado magneticamente ordenado. Quando os spins dos vizinhos
sdo alinhados paralelamente, chama-se ordenamento ferromagnético. J4 quando sdo alinhados
antiparalelamente s3o chamados de antiferromagnético (Figura 11) (PUREUR, 2010;
MORRISH, 2001).
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Figura 11 — Ordenamento de materiais magnéticos.
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Fonte: adaptado de SPALDIN, 2010.

Nos materiais com momento magnético ordenado, acima de uma dada temperatura, o
ordenamento deixa de existir e os spins passam a se orientar aleatoriamente. Esta ¢ chamada de
temperatura de Curie (T¢). Desta forma, a susceptibilidade desses materiais ¢ descrita pela lei de

Curie-Weiss, na qual € expressa na equagdo abaixo (PUREUR, 2010).

Os materiais ferromagnéticos possuem uma relagdo nao-linear com o campo H (Figura
12). Em temperaturas abaixo da T, o sistema apresenta uma forte magnetizacdo mesmo sem a
aplicagdo de um campo externo. Ao aumentar a temperatura, a magnetizacdo diminui e, em
temperaturas minimas proximas a 0 K, a magnetizagao atinge um valor de saturagdo, indicando
um alinhamento paralelo de todos os momentos magnéticos microscopicos. Quando a
temperatura for maior que T,, o material deixa de ser ordenado, pois a energia térmica se torna

maior que as energias de interagdes (PUREUR, 2010).
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Figura 12 — Magnetizagdo de um sistema ferromagnético em funcéo da temperatura.

Fonte: Adaptado de RIBEIRO, 2000.

A determinagdo das propriedades de um material magnético em funcdo da temperatura
pode ser realizada de diversas formas. Uma delas ¢é através da técnica do magnetometro SQUID
(Superconductor Quantum Interferometer Device), na qual a amostra ¢ colocada em um campo
magnético homogéneo em combinacdo com um sensor SQUID (MULLENDER et al., 1993).
Golenya e colaboradores, avaliaram as propriedades magnéticas de complexos tris-
(hidroxamato) de ferro(Ill) (Figura 4) através de um estudo criomagnético. Os autores
obtiveram um momento magnético, independente da temperatura, dentro da faixa de 295 — 50 K
de p de 5,894 B.M, o que ¢ um valor proximo do valor esperado para complexos de ferro(Ill) de
spin alto (5,916 B.M.). No emtanto, os autores também verificaram que a medida que a
temperatura diminui a menos de 50 K, o momento magnético também diminui e, ainda, uma
diminuicdo adicional da temperatura, para 2 K, resultou em uma queda no momento magnético

para 5,023 B.M. (Figura 13) (GOLENYA et al., 2012).
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Figura 13 — Dependéncia da temperatura do momento magnético effetivo pn no complexo

[Na{Fe(4-PyMHA);},](OH)-19H,0, onde os pontos verdes e pretos sdo as medidas em 2000 e 5000 Oe,

respectivamente.
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Fonte: GOLENYA et al., 2012.

2.6. Espectroscopia Mossbauer

A espectroscopia Mossbauer ¢ uma técnica importante que fornece o estado de oxidagdo
do centro metalico de complexos como também o seu ambiente de coordenacdo. Esta técnica se
baseia em transi¢des nucleares envolvendo absorcdo e emissdo ressonante de raios gama (y) em
solidos, também conhecida como efeito Mossbauer, na qual foi descoberta por Rudolf L.
Mossbauer no ano de 1958. Quando um nucleo de um estado excitado de energia decai para um
estado fundamental de energia este emite um foton (raios y) que pode ser totalmente absorvido
por um nucleo do mesmo tipo, ou seja, mesmo numero de protons e néutrons, no seu estado
fundamental. Este fenomeno ¢ chamado de absor¢do de ressonancia nuclear de raios y. Ao emitir
o foton de raio y, uma parte desta energia ¢ transferida para o ntcleo, com isso o nucleo sofre um
recuo (GUTLICH et al., 1978; MURAD, CASHION, 2004). Desta forma, a energia do raio y
emitida (Ey) ¢ dada por

Ey=E, - Eg

Onde:
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Ey = energia de transi¢do nuclear da fonte;
Eg = energia de recuo, Eg = Ey*/ 2M¢? (M= massa do nucleo emissor e ¢ = velocidade

da luz).

Para que se tenha o efeito de ressonéncia, as linhas de absor¢do e emissdo devem estar
sobrepostas (Figura 14). Isto se da devido ao efeito Doppler. Se a emissdo do raio y ocorrer
enquanto o nicleo esta em movimento a uma velocidade na direcdo da propagagdo do raio vy, o

foton da energia y recebe uma velocidade Doppler, Ep (GUTLICH et al., 1978).
Ep= 2 .Ey
C
Onde V'n é a velocidade na diregcdo da propagacdo dos raios Y.

Quando as linhas espectrais de emissdo e absorc¢do estdo centradas na mesma posigdo de
energia Ey, ou seja, totalmente sobrepostas, se tem a absor¢do maxima. Se uma das linhas ¢

deslocada, a sobreposi¢do sera menor e, consequentemente, a absor¢do também sera menor.

Figura 14 — Sobreposicao das linhas espectrais de emissdo, E, (F), e absor¢go, E, (A), do nucleo

e da amostra, respectivamente.

al y=o

Sobreposicéo
maxima

Ey(F)
Eg(A)

b) v=0p
Sobreposicdo
parcial

) v=0

Sobreposicdo
parcial

- E

d) v=<0

Sem sopreposicio
Semressonancia

Fonte: Adaptado de GUTLICH et al., 1978.
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O espectro Mossbauer € caracterizado por fatores relacionados com as linhas de absorco.
Estas sdo resultantes da natureza das varias interacdes, da dependéncia do tempo e também de
qualquer movimento dos nucleos de Mdssbauer. As interagdes de maior importancia sdo: o
deslocamento isomérico, desdobramento quadrupolar e desdobramento hiperfino. O
deslocamento isomérico (&) das linhas de absor¢do ¢ resultado da interacdo do monopolo elétrico
entre a distribuicdo de carga nuclear e a densidade da carga eletronica presente no nucleo, onde
essa distribuigdo de carga ¢é esférica. O espectro de Mdssbauer resultante apresenta uma Unica
linha de absorcdo em uma posicdo determinada pelo & (Figura 15a). Ja o desdobramento
quadrupolar (AEq) tem uma distribuigdo de carga nuclear ndo esférica e ¢ resultante da interagdo
do momento quadrupolar nuclear com o gradiente de campo elétrico na regido do nucleo, onde o
momento quadrupolar mede o desvio da simetria esférica das cargas externas ao nticleo. Estas
interagdes causam uma divisdo dos niveis de energia envolvidas gerando subestados e, entdo, o
espectro de Mossbauer resultante apresenta duas linhas de absorgdo divididas pelo momento
quadrupolar (Figura 15b). Quanto ao desdobramento hiperfino (ou desdobramento magnético),
este ¢ resultado de interagdes entre 0 momento magnético nuclear e o campo magnético, onde o
efeito do campo magnético desdobra a degenerescéncia de um estado nuclear, dividindo-o em
subestados ndo degenerados. Assim, o espectro de mdssbauer resultante pode apresentar seis
linhas de absorcdo e est4 representado na Figura 15¢ (DICKSON, BERRY, 1986; GUTLICH et
al., 1978). Os espectros de Mdssbauer nos dao informacdes referentes ao estado de oxidagdo e
spin, ambiente de coordenacdo, simetria e também a natureza da ligacio (GUTLICH et al.,

1978).
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Figura 15 — Espectro de Mdsbauer resultante nas formas de (a) singleto, deslocamento isomérico,

(b) dubleto, desdobramento quadrupolar e (¢) sexteto, desdobramento hiperfino.
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Fonte: Adaptado de GUTLICH et al., 1978.

Nem todos os nucleos podem ser analisados por espectroscopia Mossbauer (Figura 16),
pois a absor¢ao de radiagdo de raios gama deve ter energia adequada para as transigdes nucleares
dos atomos analisados ¢ também deve ser baixa, ¢ nem todos os atomos preenchem esses
requisitos (GUTLICH er al., 1978). Um dos nucleos mais estudados é *'Fe, pois o efeito
Maossbauer € facil de observar e, geralmente, os espectros sdo bem definidos. Utilizando fonte de
>’Co, 0 “"Fe recebe radiagdo gama e passa para um estado excitado e, ap6s decai para o estado
fundamental >’Fe. Outros nucleos podem ser estudados como, por exemplo, 61Ni, 99Ru, 1OORu,
81Ta, 182W, 1860s, 1880s, 91Ir, 193Ir, 195Pt, 197Au, 67Zn, 1°7Ag, 199Hg, 201Hg. No entanto, estes
apresentam alguns inconvenientes, tais como: 1) dificuldade em medir o efeito de ressonancia
devido ao longo tempo de vida util do nucleo de Mdossbauer excitado; 2) baixa resolucdo das
linhas de ressondncia devido a momentos nucleares pequenos; 3) efeito de ressonancia
insuficiente devido a alta energia de transi¢do entre o estado excitado e fundamental (DICKSON,

BERRY, 1986; GUTLICH et al., 1978).
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Figura 16- Tabela periédica Mdssbauer, onde os nticleos em claro sdo ativos na espectroscopia

Maossbauer.
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Fonte: adaptado de GUTLICH et al., 1978.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho estdo descritos a seguir, sendo utilizados

conforme recebidos.

- Tereftalato de dimetila (ALDRICH)

- Cloridrato de hidroxilamina - P. A. - A.C.S. (VETEC)
- Hidréxido de potassio em p6 - P. A. (VETEC)

- Sulfato férrico pentahidratado — P.A. (ALDRICH)

- Brometo de potassio - P. A. (VETEC)

- Acido acético glacial - P. A. - A.C.S. (SYNTH)

- Alcool metilico - P. A. - A.C.S. (SYNTH)

- Dimetilsulfoxido - P. A. - A.C.S. (SYNTH)

- Agua destilada
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3.2. SINTESES DOS COMPOSTOS

Nesta sessdo serdo apresentadas as sinteses dos compostos, onde estas foram adaptadas

da literatura (HAUSER; RENFROW, 1939; CODD, 2008; GRIFFTH et al., 2007).

3.2.1. Sintese do composto 4-(hidroxicarbamoil)benzoato de metila (CoHoNOy4) (1) e do
composto [K(CoHgNOy)] (2)

O 4cido hidroxamicos € obtido a partir da reacdo entre um éster € uma hidroxilamina em
meio alcalino, havendo a formagao de hidroxamato de potassio como intermediario. As sinteses

foram adaptadas da literatura (HAUSER; RENFROW, 1939; GRIFFTH et al., 2007).

O composto (2) foi obtido a partir da reacdo entre o tereftalato de dimetila e o cloridrato
de hidroxilamina numa propor¢do 1:4 (éster/hidroxilamina) (Esquema 4b), onde 2 g (10,3
mmol) de tereftalato de dimetila foram solubilizados em 70 mL de metanol a quente. A parte, foi
preparada a solugdo de hidroxilamina, onde 2,9 g (41,7 mmol) desta foram dissolvidas em 50 mL
de metanol e, ap6s completa solubilizagdo, foram adicionados 3,46 g (61,6 mmol) de hidroxido
de potassio. Esta solucdo, contendo NH,OH livre, foi filtrada sobre a solugdo do éster com
agitacdo e aquecimento de 40 °C, deixando-se reagir por 2h. Posteriormente, foi feita a filtracao
simples e o hidroxamato formado, de coloragdo amarela, foi lavado com cloroférmio quente para
a remocao do tereftalado de dimetila residual. Rendimento em relagdo ao éster: 49,63% (1,1913
g). Analise elementar %Calc. CoHoNOy: C, 46,34; H, 3,46; N, 6,00. %Obs. C, 48,89; H, 3,71;
N, 5,26.

O composto (2) foi convertido no seu respectivo acido hidroxamico, composto (1),
através do tratamento com uma solucdo aquosa de 4cido acético 1,25 mol.L”'(Esquema 4c),
onde a mistura destes foi mantida com agitagdo e aquecimento (40 °C) até a obtencdo de um
solido branco. Apds foi feita a filtragdo a vacuo e o produto obtido foi lavado com agua destilada
gelada e deixado secar a temperatura ambiente. Rendimento em relagdo ao hidroxamato de
potassio: 98,66% (0,4064 g). Analise elementar %Calc. CoHsNO4: C, 55,39; H, 4,65; N, 7,18.
%Obs. C, 55,39; H, 4,60; N, 7,12.
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Esquema 4 — Rotas de sintese do composto (1).

a) Etapal
NH,0OH-HCI + KOH —» NH,OH + KCl + H,0
CH3;0H
b) Etapa?2
o [e]
OK
o/ H/
+ NH,0H —»CHAOH o * CHO0H
/O KOH ~
pH - 12
o Composto (2)
Tereftalato de dimetila
c) Etapa3
o o
/O_K+ OH
N A N + CH;COOK
+ CH,COOH ——» ;
o H0 o
~ ~
o Composto (2) o

Composto (1)

3.2.2 Sintese do complexo [Fe(CoHgNQ4);] (3)

O composto (3) foi sintetizado através da reagdo entre o composto (2) e sulfato férrico
pentahidratado em solucdo aquosa (Esquema 5), onde 0,7 g (3 mmol) e 24,5 mg (0,5 mmol) de
(2) e sulfato férrico, respectivamente, foram solubilizadas, separadamente, em 20 mL de agua
destilada. A solugdo do composto (2) foi adicionada gota a gota sobre a solugdo contendo

sulfato férrico pentahidratado. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética constante
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e aquecimento a 40 °C, durante trinta minutos. O solido vermelho obtido foi entdo filtrado a
vacuo e seco a temperatura ambiente. Rendimento em relagdo ao sulfato férrico pentahidratado:
32,37% (0,2125 g). Analise elementar %Cale. Cy7Ha6FeNs;Ojs: C, 49,36; H, 3,96; N, 6,40.
%Obs.: C, 49,68; H, 3,92; N, 6,5.

Esquema 5 — Sintese reacional do composto (3).

H,0

+  Fey(804)3-5H,0 —> 2 ‘H,0

I
P4

Composto (2)
Composto (3)

_—0

3.3. Caracterizacio, aplicacdo bioldgica e estudo de modelagem molecular dos compostos

sintetizados.

Nesta sessao serdo apresentadas as metodologias de caracterizagdo do acido hidroxamico
e de seu complexo de ferro(IIl), bem como a metodologia de investigagdo biologica empregada

para os compostos sintetizados.
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3.3.1. Analise elementar

A andlise elementar (CHN) dos compostos foi realizada na Central de analitica da USP,
utilizando um equipamento Perkin-Elmer, modelo CHN 2400. Foi utilizado acetanilida
(CgH9ON) para calibragdo, contendo 71,09% de C, 6,71% de H e 10,36% de N. As analises

foram realizadas em duplicatas.
3.3.2. Andlise cristalogrdfica e morfologica:

A analise morfologica e cristalografica foi realizada no Centro de Microscopia Eletronica
do Sul da FURG, CEME-SUL. Os compostos sintetizados foram analisados através da técnica de
difracdo de raios-X em po (DRX). As analises foram realizadas em um difratdmetro para pés da
Bruker, modelo D8-ADVANCE, com um filtro de Ni entre 5° e 80° para 20 (incremento 0,02°
com 500 ms por passo) e um tubo gerador de raios-X de cobre: 40 kV / 40 mA, fenda de 0,02
mm (Cu Ka, A = 1,540598 A). A indexacio, a solugdio e o refinamento final de Rietveld foram
realizados usando o software TOPAS Diffrac™, empregando uma abordagem de parimetros
fundamentais para o perfil dos picos (RIETVELD, 1969). A morfologia dos so6lidos foi avaliada
através da técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) utilizando um equipamento
Jeol, modelo JSM — 6610LV, acoplado a espectroscopia de energia dispersiva (EDS),
equipamento Thermo Scientific, modelo Ultra Dry. As amostras foram depositadas em um stub e
revestidas em um revestidor de carbono Denton Vacuum antes da analise por microscopia (60 s

de exposi¢cdo com 40 mA).

3.3.3. Andlise de espectroscopia na regido do infravermelho e espectroscopia Raman

Os compostos sintetizados foram caracterizados por espectroscopia de infravermelho em
um equipamento da marca Shimadzu, modelo IR Prestige-21, disponivel na Escola de Quimica e
Alimentos da FURG, EQA. A partir da analise dos modos vibracionais foi confirmada a
coordenacgdo dos ligantes aos centros metalicos, comparando-se os espectros dos complexos com
os espectros dos ligantes livres (YANG ef al, 2006). Os experimentos foram realizados em

acessorio para refletdncia difusa — DRIFTS e os espectros foram registrados na regido de 400—
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4000 cm™' com uma resolucdo 4 em™. Quanto a espectroscopia Raman, os espectros foram
registrados na faixa de 4000 a 50 cm™ com excitagio a 532 nm e resolu¢io de 8 cm™ utilizando
um espectrometro Raman Senterra da Bruker, acoplado a microscopia Raman, na Universidade

Federal de Santa Maria, Laboratorio de Materiais Inorganicos, LMI — UFSM.

3.3.4. Andlise de espectroscopia na regiao do ultravioleta-visivel:

Os espectros de UV-Vis foram registrados na regido de 200-800 nm com um
espectrofotometro de feixe duplo Shimadzu UV-2550, disponivel na Escola de Quimica e
Alimentos da FURG, EQA. As analises foram realizadas em solugdo de dimetilsulfoxido,
utilizando uma cubeta de quartzo com um caminho de 1 cm, caracterizando as transicoes

eletronicas presentes para os compostos sintetizados.

3.3.5. Andlise de espectroscopia Mossbauer

A espectroscopia Mossbauer foi realizadas a temperatura ambiente, utilizando um sistema
de acionamento eletromecénico de aceleragdo constante com um analisador multicanal para
coletar e armazenar os dados. A escala de velocidade foi calibrada usando uma folha de ferro de
alta pureza. Os pardmetros hiperfinos foram obtidos por um procedimento de minimos
quadrados, assumindo restricdes nas formas das linhas de Lorentz para igualar a meia largura.
*’Co em rodio foi utilizado a temperatura ambiente como fonte, com atividade nominal de 50
mCi. Os dados de deslocamento isomérico sdo relativos ao a-Fe. Os erros tipicos sdo + 3% nos
parametros hiperfinos e + 5% no local de ocupagdo. Os dados foram tratados levando-se em
consideragdo dois sitios ndo magnéticos. A analise foi realizada no instituto de fisica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) em colaboracdo estabelecida na
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacé&uticas e de

Alimentos (CCQFA).
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3.3.6. Andlise magnética

As medidas de magnetizagdo foram realizadas usando um magnetdmetro de dispositivo
de interferéncia quantica supercondutor comercial (SQUID, Quantum Design, MPMS7). As
propriedades magnéticas foram medidas com um campo magnético aplicado poH = 1 kOe em um
intervalo de temperatura entre 298 K e 2 K. As analises foram realizadas no Instituto de Fisica
Gleb Wataghin (IFGW — Unicamp), em colaboracdo estabelecida no Instituto de Matemética,
Estatistica e Fisica da FURG, IMEF.

3.3.7. Andlise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica foi realizada na Central de Analitica da USP, sob atmosfera
de nitrogénio (10 mL-min™") usando um equipamento 74 Instruments, 0500, variando de 30 °C a
950 °C (5 °C min") como condigdo para os compostos. Esta analise foi feita a fim a obter
informagdes sobre o perfil de decomposi¢do térmica do complexo de ferro(Ill), bem como

avaliar o conteudo de agua presente no mesmo.

3.3.8. Avaliacdo da atividade biologica

A avaliacdo biologica antimicobacteriana dos compostos obtidos foi realizada via
colaboracdo com o Nucleo de Pesquisas em Microbiologia Médica da Faculdade de Medicina da
FURG (NUPEMM-FAMED). O experimento foi realizado com M. tuberculosis H37Rv (ATCC
27294), cultivada em duplicata, no meio Ogawa Kudoh durante 14 dias, a 37 °C. O REMA
(Ensaio de Microestimulagdo de Resazurina) foi utilizado para determinar a atividade
antimicobacteriana como descrito por Palomino et al., 2002. Brevemente, foram preparadas
suspensdes bacterianas em agua até a turvacgao correspondente a escala de McFarland 1,0 (3,2 x
10° unidades formadoras de colonias/mL). Esta suspenséo foi diluida 1:20 em meio Middlebrook
7H9 (4,7 g de Middlebrook 7H9, Difco, Becton Dickinson) suplementado com 10% de OADC
(acido oleico, albumina, dextrose e catalase BBL®), para preparar o indculo micobacteriano. O

ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos, adicionando 100 uL do meio 7H9 + OADC em
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todos os pocos de teste e foi realizada a diluigdo em série dos compostos, na concentragdo de 200
a 6,25 pg/mL. Finalmente, adicionaram’se 100 pl do inoculo (preparado como descrito
anteriormente) e a microplaca foi incubada durante sete dias a 37 °C. Apods este periodo de
incubac¢do, foram adicionados 30 pl de resazurina 0,02% em cada poco ¢ depois incubados por
um tempo adicional de dois dias a 37 °C. A redug¢do da resazurina foi utilizada para determinar a
viabilidade celular, pela mudanga de sua cor devido ao crescimento celular (de azul a rosa). A
concentracdo inibitéria minima (MIC) foi determinada como a concentragdo minima do

composto que inibe o crescimento bacteriano.

3.3.9. Estudos de modelagem molecular através de métodos computacionais

Modelos moleculares dos isdmeros ceto/enol do acido hidroxamico e complexo de ferro(II)
foram criados e submetidos a uma pré-otimizagdo de suas geometrias através de mecanica
molecular utilizando-se a interface grafica GABEDIT (ALLOUCHE, 2011). Métodos semi-
empiricos PM7 (modelo parametrizado 7) incluidos no software livie MOPAC foram utilizados
para otimizac¢do final das geometrias (STEWART, 2016) bem como para célculo dos orbitais
moleculares. As simulagdes de “docking” molecular foram realizadas no software livre
ARGUSLAB (THOMPSON, 2004), empregando-se modelos moleculares totalmente otimizados
¢ estruturas cristalinas de ureases H. Pylori obtidas em banco de dados de macromoléculas
bioldgicas. A busca das poses de menor energia foi realizada utilizando-se algoritmo genético e
método AScore (LUO et al., 2012). Foram admitidos como pardmetros principais para a busca

dimensdes iguais a 15x15x15 A com uma resolucio de 0,25 A e um modelo ligante flexivel.



4.APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Griffith et al. (2007) relataram a obtengdo do 4cido 1,4-benzohidroxdmico, apos 72h de
reagdo. Ao reproduzir este trabalho em funcdo das estruturas cristalinas ndo elucidadas,
verificamos que apds 2h de reacdo ja se tinha um produto intermediario de coloragdo amarela, o
qual ndo havia sido descrito pelos autores. O produto, composto (2) (Figura 17), foi entdo
isolado e caracterizado conforme descrito na sessdo experimental. A analise elementar revelou
inicialmente uma pureza suficiente para a continuidade dos estudos envolvendo o hidroxamato,
incluindo posterior purificacdo. O resultado para CHN sugere a presenca de uma pequena
quantidade do éster de partida, o qual foi removido através do tratamento do composto (2) com
acido acético 1,25 mol.L™. O 4cido hidroxamico obtido foi investigado frente a sua coordenagio

com ions ferro(III).

Figura 17 - Estrutura do composto (2) obtido.
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4.1. Espectroscopia vibracional

As técnicas de espectroscopia de infravermelho e Raman sdo bastante utilizadas para
estudar diversos tipos de amostras, em diferentes estados fisicos. Estas técnicas sdo
complementares e revelam vibracdes fundamentais caracteristicas que s3o utilizadas na
identificacdo dos compostos. Embora algumas vibracdes possam ser ativas tanto no

infravermelho quanto no Raman, estas duas formas de espectroscopia surgem de processos
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distintos. Ambas as técnicas envolvem o estudo das interagdes da radiagdo com as moléculas, no
entanto, diferem na maneira pela qual a energia do foton ¢é transferida para a molécula alternando

seu estado vibracional (LARKIN, 2011).

A regido do infravermelho envolve numeros de onda entre 14290 e 200 cm’. Para
compostos organicos, a regido mais comumente utilizada é regido chamada de infravermelho
médio, que compreende a faixa de niimero de onda de 4000-400 cm™, uma vez que nesta regido
sdo encontradas as bandas de absor¢do destes compostos (BARBOSA, 2008). Através do
espectro de infravermelho dos compostos € possivel verificar a presenca de isomeros (HIGGINS
et al., 2006). A Figura 18 mostra o espectro de infravermelho obtido para os compostos (1), (2)
e (3), na qual se pode observar os estiramentos e deformagdes dos principais grupos que nos

permitem confirmar a formacao destes compostos.

Figura 18 — Espectros na regido do infravermelho para os compostos (1), (2) ¢ (3).
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——— Composto (2)
— Composto (3)
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Os valores de estiramento dessas principais bandas sdo mostrados na Tabela 1.
Verificou-se que para o composto (1) as bandas de absor¢do dos estiramentos VN-H e vC=0
encontram-se nas regioes de 3281 e 1644 cm™, respectivamente, estando de acordo com os dados
referentes a literatura (HIGGINS ez al., 2006; AL-SAADI, 2012). Além dessas bandas, também
foi possivel verificar uma banda larga na regido de 3000 cm™ caracteristica do estiramento vO-H
do acido hidroxamico, e uma banda de absor¢do na regido de 1713 cm’, sendo esta uma banda
C=0 caracteristica do grupo éster. Quanto ao composto (2), pode-se observar os estiramentos
vN-H na regido de 3219 cm™, vC=0 referente 4 amida na regido de 1589 cm™ e vC=0 referente
ao éster, em 1704 cm™, valores bem proximos aos relatados na literatura (HIGGINS et al., 2006;

AL-SAADI, 2012; LARKIN, 2011).

Higgins e colaboradores (2006) realizaram estudo de espectroscopia de infravermelho e
Raman de isdmeros de compostos hidroxamatos alquilicos. Segundo os autores, a presenga de
bandas de absor¢cdo de (VCNH + vCN) na regido de 1553 cm’ juntamente com a banda de
ressonancia de Fermi, 3050 cm™, indicam o isdmero frans, enquanto que para o isdmero cis a
banda (vVCNH + vCN) se encontra na faixa de 1490 a 1440 cm™. No entanto, como o composto
em questdo nesse trabalho apresenta em sua estrutura um anel aromatico, estas conclusdes de
isomeros ndo podem ser feitas, pois nessas mesmas regides sdo encontrados os estiramentos

referentes ao anel aromatico.

As bandas de absorcdo para o composto (3) se encontraram nas regides de 3254, 1623 e
1713 cm™ para os VN-H, vC=0O (NH) e vC=0 (COC), respectivamente. Analisando os
deslocamentos das bandas de absorcdo do 4cido hidroxamico livre e do complexo, ¢ possivel
verificar quais os atomos que se coordenam ao centro metalico para formarem o complexo.
Observando o espectro, nota-se que algumas bandas de absor¢do se deslocaram para regides de
nameros de onda menores, como ¢ visto pelo valor de estiramento para o grupo C=O(NH) que
passou de 1644 cm™ para 1623 cm™. Segundo dados da literatura, a confirmacio da coordenagéo
de 4cidos hidroxamicos a centros metalicos se da através do deslocamento de bandas C=0O para
regides mais baixas (GRIFFITH et al., 2007). Tendo em vista isso, a diferenga de 21 cm” no
valor de estiramento para a banda C=0 entre o composto (1) ¢ o composto (3), sugere a obtengado

do complexo, onde o ligante hidroxamato atua em um modo de coordenagdo bidentado quelato



43

(Figura 19). O espectro do composto (3) também apresentou uma banda larga na regido 3000
cm’'. Esta banda sugere a presenga de agua no complexo, que foi posteriormente identificada nas

analises de TGA e CHN.

Figura 19 - Estrutura do composto (3), onde a coordenagio bidentada através dos atomos de

oxigénio da porcao do acido hidroxamico ¢ destacada em vermelho.

—0

Tabela 1 — Valores de estiramentos obtidos experimentalmente nos espectros de infravermelho,
para os compostos (1), (2) e (3). Os valores de estiramentos encontrados na literatura estdo dispostos

entre parénteses.

Estiramento Composto (1) (em™) Composto (2) (em™) Composto (3) (em™)
vN-H 3281 (3254)*,F 3219, F 3254, M

vC=0 (NH) 1644 (1626)* ,M 1589, f 1623, MF

vC=0 (COC) 1713 (1750-1735)**, F 1704, F 1713, F

*HIGGINS, F. S.; MAGLIOCCO, L. G.; COLTHUP, N. B., Appl. Spectrosc. Vol. 60(3), p. 279-287, 2006.
**LARKIN, P. Infrared and raman spectroscopy : principles and spectral interpretation; Amsterdam : Elsevier, 201 1.

Intensidade das bandas: F= forte, M= média, f= fraca ¢ mf= muito fraca.
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Os espectros de infravermelho e Raman sdo complementares, pois nem todas as vibracoes
sdo ativas em ambas as espectroscopias. Para que uma vibragdo seja ativa no Raman a
polarizabilidade da molécula deve mudar, enquanto que para uma vibracdo ser ativa no
infravermelho, o momento dipolo deve mudar (VOGEL, 2002). Os espectros Raman fornecem a
intensidade da luz dispersa como uma fun¢do da mudanca de energia da luz incidente (SAITO et
al., 2016). A Figura 20 mostra o espectro Raman obtido para os compostos (1), (2) e (3), onde

se pode observar as principais bandas de absorcao.

Figura 20 — Espectros de Raman para os compostos (1), (2) ¢ (3).

— Composto (1)
— Composto (2)
L Composto (3)

-1 o
o §
J _a <
_ ¥ ~
w /0
. o~
@© -
2 o
T [{=]
,Dﬂ
- S N 3 3
2 & kg ;
Lol
(0] N S o ° ﬂ
—-— ™ D
— | o~
. g
&
4 Doy
8 oy
7] ~ W o /‘I‘_ E’Eg o B @
~ o Y \ ng—owwe B g
4 o @ ~ o R
N e, 55 TeRgs
T T T T T T T T T T T T T T T T T
3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

-1
Deslocamento Raman (cm )



45

Os valores das bandas de absor¢do desses compostos estdo apresentados na Tabela 2.
Para o composto (1), verificou-se uma banda de intensidade forte na regido de 1726 cm™, sendo
referente 4 banda C=0 do grupo éster. Outra banda intensa encontra-se na regido de 1613 cm’
que ¢ relacionada com as bandas de absor¢do C-C do anel aromatico, juntamente com outras
bandas mais fracas como por exemplo, vC-H aromatico em 3096 cm™. Também se verificou a
banda de estiramento vC-O-C, referente a grupamento éster, em 1284 cm’!, e uma banda de
estiramento vC-H, da metila do éster, em 2970 cm™. Todas essas bandas estdo de acordo com os
dados encontrados na literatura (LARKIN, 2011). A auséncia de qualquer intensidade
significativa na regido de 1690 a 1620 cm™ ¢ uma forte evidéncia contra o isdbmero C=N (enol),
sendo assim, favorecendo o isdmero do tipo ceto (HIGGINS ef al., 2006). Para o composto (2),
as bandas de vC=0, vC-O-C e vC-H alifatico se encontram nas regides de 1724, 1299 e 2961
cm'l, respectivamente, ¢ sdo referentes ao grupamento éster. Quanto aos estiramentos
relacionados ao anel aromatico, estes se encontram nas regides de 3078 (vC-H) e 1610 cm’” (vC-
C) (LARKIN, 2011). A inexisténcia de bandas na regido de 1690 a 1620 ecm” confirmam o
isomero do tipo ceto (HIGGINS et al., 2006). Quanto ao composto (3), observou-se que as
bandas relacionadas ao grupo éster se encontram em 1723 (vC=0), 1284 (vC-O-C) e 2955 (vC-
H alifatico) cm™ e as bandas de absorgio referentes ao anel aromatico vC-C e vC-H encontram-
se em 1612 e 3077 cm'l, respectivamente. Estes valores sdo proximos aos relatados na literatura
(LARKIN, 2011). Para todos os compostos, a regido entre 1200 e 400 cm™ ¢ dominada por
vibragdes relativas a espécies simétricas envolvendo o anel aromatico. Abaixo de 400 cm’, os
compostos (1) e (2) apresentam vibracdes reticulares caracteristicas de estruturas ordenadas, o

que foi comprovado pela andlise de difracdo de raios-X em po.
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Tabela 2 — Valores de estiramentos selecionados obtidos experimentalmente nos espectros de
Raman, para os compostos (1), (2) e (3). Os valores de estiramentos encontrados na literatura para

compostos similares estdo dispostos entre parénteses.

Estiramento Composto (1) (cm'l) composto (2) (cm'l) composto (3) (cm'l)
vC=0 (COC) 1726 (1726), M 1724, M 1723, f
vC-C 1613 (1610), F 1610, F 1612, F
vC-H (aromatico) 3096 (3086), f 3078, f 3077, f
vC-0-C 1284 (1282), f 1299, M 1284, MF
vC-H (alifético) 2970 (2960 - 2850), f 2961, mf 2955, MF

LARKIN, P. Infrared and raman spectroscopy : principles and spectral interpretation; Amsterdam : Elsevier, 201 1.

Intensidade das bandas: F= forte, M= média, f= fraca e mf= muito fraca.

4.2. Caracterizacio do estado de oxidacdo e ambiente de coordenacao

O composto (3) foi submetido a andlise por espectroscopia Mdssbauer com a finalidade
de caracterizar o estado de oxida¢do do centro metalico bem como o seu ambiente de
coordenagdo. O efeito Mossbauer se baseia na interacdo de radiagdo gama com a amostra e para
o caso tipico de compostos de ferro trés efeitos caracteristicos podem ser observados:
deslocamento isomérico, desdobramento quadrupolar e desdobramento hiperfino (DICKSON,
BERRY, 1986; GUTLICH et al., 1978). Os dados de espectroscopia Mdssbauer apresentaram
somente os dois primeiros efeitos descrito por S1 e S2 na Figura 21, e sdo compativeis com um
centro metalico apresentando um estado de oxidacdo +3 e um ambiente de coordenacdo
octaédrico, apresentando um deslocamento isomérico de 0,45 mm-s’ e um desdobramento
quadrupolar igual a 0,75 mm-s™ frente a um padrio de ferro puro para o sitio S1 de maior area.
Estes valores sdo similares aos descritos na literatura para geometrias octaédricas contendo

ferro(Il) (DYAR et al, 2013). A Figura 21 mostra o espectro de Mdssbauer para o composto
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(3), onde foi utilizado um perfil de Lorentz para descrever os dados experimentais. A
composicdo S1 e S2 estd de acordo com a baixa cristalinidade observada para o complexo
através da analise difratométrica. Nesse caso, dois sitios de ferro(IIl) hexacoordenados devem
existir, com geometrias ligeiramente diferentes devido a diferencas nos comprimentos das
ligacdes Fe-O. O componente de maior area S1 (81%), sugere um ambiente de coordenagdo

distorcido ao redor do centro metalico (STOCH et al., 2014).
Figura 21 — Espectro de Mdssbauer para o composto (3).
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Tabela 3 — Dados obtidos do espectro de Mdssbauer.

Composto (3)

H Eff1(kOe) 0
EQ 1 (mm/s) 0,75
IS 1 (mm/s) 0,45
LargLin1(mm/s) 0,73
Areal 0,81

H Eff2 (kOe) 0

EQ 2(mm/s) 0
IS 2(mm/s) 0,05
LargLin2 (mm/s) 0,44

Area2 0,19
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Os dados provenientes da andlise magnética do composto (3) sugerem que o ligante
hidroxamato atua como um ligante de campo fraco, onde 0 momento magnético efetivo Lt
obtido ¢ de aproximadamente 5,74 M.B. a 295,4 K, compativel com um complexo de ferro (III)
de spin alto (valor calculado igual a 5,916 M.B.). A varia¢do da susceptibilidade molar com a
temperatura ¢ caracteristica de um complexo paramagnético, onde o valor de p.g sofre um
decréscimo a baixas temperaturas, chegando a um valor minimo de cerca de 4,3 M.B. na
temperatura de 2 K (Figura 22). Este comportamento ¢ bastante similar aquele verificado na
literatura para um composto octaédrico de ferro(Ill) envolvendo o ligante de campo fraco

analogo isonicotinilhidroxamato (GOLENYA et al., 2012).

Figura 22 — Variagfo das propriedades magnéticas do composto (3) em fungio da temperatura.
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Com a finalidade de investigar as propriedades Opticas dos compostos estudados,
realizou-se a andlise por espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis). Esta ¢
amplamente utilizada para a identificagdo e determinagdo quantitativa de uma grande diversidade

de espécies inorgénicas e organicas (HOLLER et al., 2009). A técnica de UV-Vis ¢ baseada em
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transigoes eletronicas moleculares, passando de um estado fundamental de energia para um
estado excitado, induzidas pela absorcdo de luz na regido do ultravioleta (180-380 nm) ¢ do
visivel (380-780 nm) (SKOOG et al., 2006). A Figura 23 mostra o espectro na regido do

ultravioleta-visivel obtido para os compostos (1), (2) € (3).

Figura 23 — Espectros agrupados de ultravioleta-visivel dos compostos (1), (2) ¢ (3).
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O espectro de UV-Vis para o composto (1) apresentou uma banda de absor¢do em 265
nm (¢ = 114x10° mol. L. cm™), a qual é atribuida as transigdes m1 — 7" envolvendo o anel
aromatico. Para o composto (2), obteve-se o espectro que apresentou uma nova banda intensa em
356 nm (g = 84x10° mol. L. cm'l). Este composto apresenta uma coloragdo amarela, esta banda

de absor¢do pode ser atribuida a transferéncia de carga envolvendo o HOMO de um énion
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hidroxamato e o LUMO de um anion vizinho proximo. Este tipo de transferéncia de carga entre
anions vizinhos foi relatada anteriormente para o anion esquarato por Macintyre ¢ Werkema
(1964). Ja o composto (3) apresentou duas bandas de absor¢do referentes a transigdes internas
envolvendo os sistemas aromaticos, localizadas em 286 (¢ = 79x10° mol. L. cm'l) e 315 nm (e
=66x10° mol. L. cm™). Apresentou também uma banda em 452 nm (g = 29x10° mol. L. cm™)
que pode ser atribuida a transferéncia de carga entre ligantes vizinhos proximos ou ainda pode
ser atribuida a transferéncia de carga do ligante para o metal (BARRETO et al., 2006). Estas
atribuicoes sdo justificaveis, uma vez que complexos de ferro(IIl) apresentam uma configuragao
eletronica d°, onde ndo é esperada nenhuma transigdo eletronica d—d para ligantes de campo
fraco envolvendo o termo espectroscopico do estado fundamental 6A1g (Figura 24) (TANABE,
SUGANO, 1954; TANABE, SUGANO, 1956). Barreto e colaboradores, em 2006, relataram esse
mesmo comportamento para um complexo octaédrico de ferro semelhante, para o qual obtiveram
uma banda de absor¢do em 313 nm referente a transi¢des eletronicas internas nos ligantes catecol
e semicatecol e outra banda em 514 nm atribuida a transferéncia de carga entre ligantes vizinhos

proximos ou a transferéncia de carga ligante-metal.

Figura 24 — Diagrama Tanabe-sugano para configuragio d’.
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Fonte: http://oliver.chemistry.ucsc.edu/151A/Handouts/Tanabe.pdf, acessado em junho de
2017.
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4.3. Analise termogravimétrica (TGA)

A fim de avaliar o conteudo de a4gua no complexo, bem como seu perfil de decomposi¢do
térmica, realizou-se um estudo de TGA. Analisando-se o termograma da Figura 25, percebe-se
que ndo existe evidéncia de moléculas de dgua coordenadas ao centro metalico. Esse resultado ¢
compativel com a estrutura proposta para o complexo, uma vez que, a analise cuidadosa a baixas
temperaturas revela uma perda de massa sutil que sugere a presenca de adgua fracamente ligada a
estrutura do soélido. Este resultado ¢ qualitativamente coerente com os dados de espectroscopia
de infravermelho e analise elementar de CHN, embora a quantificacdo pelo TGA se mostrou
dificil em funcdo do pequeno valor calculado para uma molécula de agua (~2,5%). O perfil de
decomposicao do solido apresenta uma série de processos que ocorrem em temperaturas muito
proximas, dificultando a sua interpretacdo. Entretanto, a perda total de massa verificada
corresponde a perda de trés hidroxamatos por unidade molecular do complexo, em um largo
intervalo de temperatura que varia de 173-800 °C. O percentual de residuo proveniente da
decomposicdo térmica corresponde aproximadamente ao valor calculado para ferro metalico.
Residuo de ferro metalico: Calc. 8,51%. Obs. 6,97%. Perda dos ligantes: Calc. 88,67%. Obs.
91,67%.

Figura 25 — Termograma registrado para o composto (3).
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4.4. Anilise cristalografica e morfologica

Os compostos sintetizados foram analisados por DRX, onde os difratogramas obtidos
estdo dispostos na Figura 26. Através da analise dos difratogramas dos compostos, pode-se
observar que o composto (1) e (2) apresentaram uma boa cristalinidade, com picos bem
definidos. Enquanto que o composto (3) se mostrou pouco cristalino. Desta forma, como o
composto (2) ¢ um composto intermediario, escolheu-se apenas o composto (1) para seguir a

analise.

Figura 26- Difratograma obtido para os compostos (1), (2) e (3).
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O composto (1) foi obtido a partir do tratamento do seu respectivo hidroxamato de

potassio com acido acético aquoso a 1,25 mol'L™, obtendo-se um pd branco microcristalino.



53

Monocristais adequados do composto (1) ndo foram formados em solventes orgénicos comuns,
mesmo por meio de evaporagdo lenta durante varias semanas a temperatura ambiente, levando a
realizacdo da analise estrutural por difracdo de raios-X de amostras policristalinas.
Primeiramente, foi feita uma analise morfolégica através de MEV, onde as imagens desta
revelaram uma morfologia irregular, com geminagao aparente (Figura 27). O espectro de EDS
acoplado, registrado numa regido apropriada, revelou que a composicdo da amostra era

compativel com a composicdo elementar qualitativa esperada (Figura 28).

Figura 27 — Imagem de microscopia eletrénica do composto (1).
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Figura 28 — Espectro de EDS registrado para o omposto (1). O detalhe mostra a area de MEV

selecionada para obten¢do de dados com magnificagdo de 1000x.
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Os dados de po coletados foram indexados, incluindo os primeiros 20 picos, onde a mais
alta figura de mérito obtida sugeriu um sistema cristalino monoclinico com auséncias
sistematicas consistentes com o grupo espacial P2; (Tabela 4). A resolugdo da estrutura foi feita
utilizando o método de anelamento simulado, incluindo um modelo molecular totalmente
otimizado utilizando o método semi-empirico PM7 no software MOPAC2016 (STEWART,
2013). A melhor solugdo encontrada foi submetida ao refinamento de Rietveld aplicando um
modelo genérico de harmdnicos esféricos, a fim de corrigir a orientacdo preferencial
(RIETVELD, 1969, Figura 29). Os parametros atomicos finais e os critérios de discordancia
estdo listados na Tabela 4. A estrutura do cristal & composta por duas moléculas de acidos
hidroxdmicos relacionados por um eixo 2; paralelo a b, gerando uma estrutura de pilares ao
longo da diregdo [010]. As por¢des de €ster e de acido hidroxamico foram consideradas de livre
rotacdo durante o refinamento através de um vetor definido por C2/C7 e atomos de C5/CS8,
revelando que no estado solido ambos os grupos sdo girados cerca de 271,73° e 273,76°,
respectivamente, com relagdo ao anel benzeno. Além disso, um terceiro vetor que compreende os
atomos C7/N1 foi definido, a fim de investigar o isomerismo geométrico, mostrando uma
conformagdo cis preferivel para o fragmento de 4cido hidroxdmico em relacdo ao atomo de
oxigénio da carbonila e o radical hidroxila. A Figura 30 destaca a interacdo de ligagdo de
hidrogénio intramolecular estabilizando O2-H6---O1 no grupo acido hidroxdmico com uma
distancia de 2,266 A e um angulo de torgdo 02/ N1/C7/ O1 de -20,948° (ARORA et at., 2017).
Os indices de discordancia na Tabela 4 podem ser considerados satisfatorios para a resolugdo da

estrutura cristalina, conforme relatado na literatura (CORDEIRO et al., 2014).
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Figura 29 — Refinamento de Rietiveld para o composto (1), onde observado (linha azul);
calculado (linha vermelha); erro (linha cinza); Posi¢des de Bragg calculadas (linhas azuis verticais).
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Figura 30- Unidade assimétrica do isdmero ceto destacando a fragdo do acido hidroxamico.
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Tabela 4- Dados cristalograficos e de refinamento de Rietveld para o composto (1).

Dados cristalograficos indices de discordancia
Sistema cristalino  Monoclinico Rexp 3,09
Grupo espacial P2, Rwp 13,88
a(A) 19,488(12) Rp 10,24
b (A) 5,6778(26) GOF 4,49
c(A) 3,8973(12) R-Bragg 12,217
beta (°) 91,546(28)
Volume (A% 431,07(35)

4.5. Otimizacao de geometria e analise dos orbitais moleculares

Os modelos moleculares foram criados e totalmente otimizados usando o método
parametrizado semi-empirico modelo 7 (PM7) para o célculo dos orbitais moleculares (Figura
31) (ALLOUCHE, 2011; STEWART, 2013). Considerando um tempo de computagdo reduzido,
métodos semi-empiricos foram utilizados para calcular a energia do orbital molecular de
fronteira (ZHU et al.,, 2017; COJOCARU, et al., 2013). Para ambos os isdomeros composto (1),
ceto e enol, as estruturas otimizadas de energia inferior apresentaram um grupo hidroxila cis ao
atomo de oxigénio da carbonila, favorecendo uma interacdo intramolecular de ligacdo de
hidrogénio com uma distancia calculada de aproximadamente 2,27 A para o isdmero ceto e 2,19
A para o isdmero enol. De fato, o isomero enol apresenta uma interagio mais forte de H, sendo
estas distancias teodricas e a conformagao molecular proxima da apresentada na literatura para as
formas de ceto (1,869 A) e enol (1,714 A) de acido cis N-fenilbenzohidroxamico calculadas
usando nivel de teoria B3LYP/6-311+G** (AZIZ et al., 2014). Em ambos os isdmeros, o
HOMO ¢ predominantemente centrado sobre o grupo hidroxamato/hidroximato, enquanto que o
LUMO encontra-se sobre o anel de benzeno. Comparando os orbitais moleculares de fronteira

dos dois isomeros, os resultados apresentados pelas isosuperficies na Figura 32 sugerem uma
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maior deslocalizagdo de elétrons no enol. Neste caso, o anel aromatico parece estar envolvido em
um efeito de ressondncia com o fragmento contendo a por¢do C=N. Além disso, o gap de energia
HOMO-LUMO calculado para o isomero enol foi de aproximadamente 8,42 eV, um valor
ligeiramente inferior ao calculado para o isdbmero ceto, 8,48 eV. Esses valores sdo compativeis
com os obtidos para o acido cis N-fenilbenzohidroxdmico usando o funcional ®B97XD no
conjunto de base 6-311+G** e podem ser indicativos de uma reatividade quimica ligeiramente

maior ¢ de uma estabilidade cinética inferior para o isdmero enol (ADIGUZEI et al., 2017).

Figura 31 — Geometrias otimizadas para o isdmero ceto (esquerda), isomero enol (meio) e

composto (3) (direito).

Figura 32 — Orbitais moleculares de fronteira para o isdbmero ceto (esquerda) e o isdmero enol
(direita) do composto (1), onde os orbitais moleculares sdo representados usando cores azuis (positivas) e

rosa (negativas) e as superficies foram desenhadas com um isovalor de 0,05.

’
ol

ey
LUMO: -1.38799831 ¢V {\, | LUMO: —1.26500285 eV

HOMO: -9.87000461 eV HOMO: —-9.68798766 eV




58

Para o composto (3), o0 modo de coordenagdo de quelatos de ferro(Ill) foi proposto
para o modelo molecular considerando octaedro distorcido 3:1 ligante/metal descritos
anteriormente. Devido ao estado de rotacdo definido como um dupleto foram considerados os
orbitais moleculares alfa ¢ beta, revelando um HOMO com contribuigdo de orbitais d do metal e
um LUMO envolvendo o caractere 7 sobre o anel aromatico na molécula do ligante (Figura 33).
Os gaps de energia HOMO-LUMO calculados para as configuracdes alfa e beta do complexo de
ferro(Ill), respectivamente 7,14 eV e 6,94 eV, sdo menores em comparacdo com o ligante livre,
mas significativamente maiores do que os valores verificados para quelatos de metais de zinco
(IT) similares, relatados anteriormente (cerca de 2,57 eV e 3,65 eV), sugerindo uma menor
eficiéncia nos processos de transferéncia de carga eletronica. As modificagdes nas estruturas de
ligantes hidroxamatos e mudanca na escolha do metal podem ser implementadas para reduzir a
diferen¢a de energia HOMO-LUMO, tornando essa classe de compostos de coordenagdo atraente

para pesquisa, desenvolvimento e aplicacdo de materiais Opticos ndo-lineares.

Figura 33 — Orbitais moleculares de fronteira para os compostos (3) alfa (esquerda) e beta
(direita), onde os orbitais moleculares s@o representados usando cores azuis (positivas) e rosa (negativas)

e as superficies foram desenhadas com um isovalor de 0,05.
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4.6. Atividade biologica e docking molecular

O REMA foi utilizado para a determinagdo da atividade antimicobacteriana, onde o
composto (3) exibiu atividade contra Mycobacterium tuberculosis (cepa H37Rv) com uma
concentragio inibitéria minima (CIM) de 100 pg'mL™. Neste caso, o composto (3) apresenta o
mesmo valor de CIM que o composto (1) e (2), também submetidos aos ensaios bioldgicos.
Estudos recentes descreveram que o metabolismo do nitrogénio ¢ vital para o ciclo de vida de
Mycobacterium tuberculosis, onde a atividade da urease pode desempenhar um papel importante
(GOUZY et al, 2014). Esta metaloenzima é conhecida por catalisar a hidrolise da ureia em
didéxido de carbono e amdnia, sendo seu sitio ativo composto por dois ions de niquel(Il)
conectados por uma ponte bis-p-hidroxi (KARPLUS et al., 1997). Sendo assim, os compostos
podem ter uma agdo sobre o metabolismo do nitrogénio, isto é, sobre a urease, inibindo-a ¢
causando um desequilibrio na célula microbiana. A Tabela 5 apresenta os valores de CIM obtido
para os compostos (1), (2) e (3), bem como os valores de antibidticos nitrogenados comumentes

usados.

Embora o alto valor de CIM verificado para os compostos sintetizados neste trabalho

"

em comparagdo com os antibioticos analisados, investigou-se as intera¢des moleculares "in
silico" entre o ion hidroxamato e um modelo de urease de Helicobacter pylori empregando dados
de estrutura de cristal (HA ef al., 2001). Considerando a forma ceto mais estavel, a posi¢ao de
energia mais baixa calculada para a estrutura da enzima anibnica ancorada (-4,80 kcal - mol™)
sugeriu a coordenacdo de um ion de niquel(Il) pelo grupo hidroxamato em uma forma trans,
revelando uma distancia plausivel de Ni-O de aproximadamente 1,9 A (Figura 34). Além disso,
os grupos hidroxamato e éster também parecem desempenhar um papel importante na cavidade
do sitio ativo enzimatico, sendo ancorados por interagdes classicas de ligagdo de hidrogénio com
fragmentos polares de aminoacidos vizinhos da estrutura primaria da enzima (comprimentos de
ligagdo variando entre 2 e 3 A). Estas duas caracteristicas, a coordenagio do metal e a ligagdo

com residuos de aminoacidos podem estar relacionadas a mecanismos de inibi¢do enzimatica e

morte celular.
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Tabela 5 - Resultado dos testes de sensibilidade realizados com Mycobacterium tuberculosis

H37Rv.
Compostos M.tuberculosis CIM (ug-mL™") Estruturas
Isoniazida 0,25 NG
5

Rifampicina 0,5

Etambutol 4 v[ .
AN
N )/\

Estreptomicina 1 D&

Composto (1) 100 Y@* o

Composto (2) 100 &
/°\H/©)LH
Composto (3) 100 -~ )\\Q\<
i

o
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Figura 34 — Docking molecular para o isomero ceto do composto (1).




5. CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foram sintetizados compostos hidroxdmicos aromaticos 1,4
substituidos e um complexos octaédrico de ferro(II) com o intuito de investigar as propriedades
fotofisicas, biologicas ¢ magnéticas desses compostos. O estudo do espectro de infravermelho
permitiu a confirmacdo dos compostos através da presenca dos estiramentos e deformagdes dos
principais grupos, como N-H e C=0. A confirmagdo do complexo metéalico, composto (3), se
deu através da comparagdo do espectro do mesmo com o espectro do composto (1), onde as
bandas de absorcdo do (3) se deslocaram para regides de niimero de onda mais baixas. Os
espectros de Raman evidenciaram, para os compostos, bandas intensas de vC=0 e vC-C
referentes ao grupo éster e ao anel aromatico, respectivamente, além de outras bandas de
absor¢do que ndo eram ativas no infravermelho. Ainda foi possivel verificar que os compostos

adotaram a forma ceto como sendo a principal, uma vez que a banda C=N nao foi observada.

O espectro de Mossbauer obtido para (3) sugeriu um estado de oxidagdo +3 e um
ambiente de coordenacdo octaédrico distorcido. A analise de magnetismo indicou que o
hidroxamato atua como um ligante de campo fraco, onde o momento magnético efetivo ¢
compativel com um complexo de ferro(Ill) de spin alto. Ja a espectroscopia UV-Vis para (1)
apresentou uma banda referente a transi¢des © — 7 envolvendo o anel aromatico, enquanto que o
espectro do hidroxamato de potassio (composto de cor amarela) apresentou uma nova banda
referente a transferéncias de cargas envolvendo os orbitais HOMO e LUMO de um anion
hidroxamato e um anion vizinho proximo, respectivamente. O espectro de (3) (coloracdo
vermelha) também apresentou uma banda de absorcao atribuida a transferéncias de cargas entre
ligantes vizinhos proximos ou ainda pode ser atribuida a transferéncia de carga do ligante para o

metal.

Devido a baixa cristalinidade dos compostos as analises, cristalografica e morfologica,
foram realizadas apenas para o composto (1). As imagens de MEV e o espectro de EDS
indicaram uma morfologia irregular ¢ uma composicdo elementar qualitativa esperada. Os
resultados do DRX sugeriram um sistema cristalino monoclinico e um grupo espacial P2; Além

disso, os resultados indicaram uma conformagdo cis preferivel para a por¢do do Aacido
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hidroxamico, levando em consideracdo o 4&tomo de oxigénio da carbonila e o grupo hidroxila,

devido a interacdo intramolecular de hidrogénio.

De modo a estudar as propriedades fisico-quimicas dos compostos sintetizados,
realizaram-se estudos de métodos computacionais a modelos moleculares otimizados. Os
resultados para (1) sugeriram que as estruturas otimizadas de ambos os isdmeros, ceto e enol,
apresentaram um grupo hidroxila cis ao atomo de oxigénio da carbonila, favorecendo uma
interacdo intramolecular de ligagdo de hidrogénio, o que corrobora com os resultados de DRX, e
também indicaram que o orbital HOMO esta concentrado sobre o grupo hidroxamico, enquanto
o LUMO encontra-se sobre o anel benzeno. Além disso, o isdmero enol apresentou uma
reatividade quimica levemente maior e uma estabilidade cinética menor quando comparado com
o isdmero ceto. Para o composto (3), os resultados revelaram um HOMO com contribuicdo de
orbitais "d" do metal e um LUMO envolvendo um carater anti-ligante sobre o anel aromatico na

molécula do ligante .

Visto a grande importancia biologica dos acidos hidroxdmicos e seus complexos, estes
foram avaliados contra Mycobacterium tuberculosis (cepa H37Rv). O composto (3) apresentou
atividade biologica contra a Mycobacterium tuberculosis com CIM de 100 pg.mL™", bem como o
(1) e (2). A investigacdo das interagdes moleculares, através do docking molecular, entre o ion
hidroxamato ¢ um modelo de urease de H. pylori sugeriu que o grupo hidroxamato se coordenou
ao sitio ativo de niquel(Il) de uma forma frans, onde os grupos hidroxamato e éster sdo
ancorados ao sitio ativo por interacdes de ligacdo de hidrogénio com fragmentos polares de
aminoacidos vizinhos, inibindo a atividade da enzima em questdo e, com isso, espera-se defeito
no metabolismo de nitrogénio do microorganismo, seguido de morte celular, num efeito

antimicobacteriano.
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ANEXO1

Arquivo final de resolugdo da estrutura cristalina do acido hidroxamico.

Auto_T(10)

xdd "C:\SamanthaEQA\Samantha.raw"
LP_Factor(90)
lam ymin_on_ymax 0.0001 la 1 lo 1.540596 1h 0.5000
start X 7
finish_X 65
One on_X(@, 0.00010%)
bkg @ 1256.19974" -1330.97418" 473.058796" -120.824585" -12.4032306°
SW(0.1)
ZE(@,-1.39051")
Simple_Axial Model(@, 0.25288")
Decompose(0.05)
Structure_Solution_Weighting
STR(P21)
a 19.5216
b 5.6795
c 3.6458
be 90.7528
volume 404.185628
CS L(@, 61.73171")
scale @ 0.00624964003"
site C1 x 0.14750y 0.95288 z 0.46952 occ C 1beq 1

site C2 x 0.15624 y 0.87466z 0.10969 occ C 1 beq 1
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site C3 x 0.13426y 0.01307 z
site C4 x 0.10320y 0.22940 z
site C5 x 0.09413 y 0.30620 z
site C6 x 0.11637y 0.16918 z
site C7 x 0.18948 y 0.64088 z
site C8 x 0.05997 y 0.53551z
site C9 x 0.95285y 0.71740 z

sitt HI x 0.16502y 0.84294 z

sitt H2 x 0.14041y

site H3 x 0.08564 y

site H4 x 0.10931y

site HS x 0.09995 y

sitte H6 x 0.22530y

site H7 x 0.90031y

site H8 x 0.95807 y

sitte H9 x 0.96990 y

site O1 x 0.25126y

site O2 x 0.17885y

site O3 x 0.08697 y

site O4 x 0.99140 y

site N1 x 0.14792 y

rigid

z_matrix C9
z_matrix H7
z_matrix H8
z_ matrix H9

z_matrix O4

c9

c9

c9

c9

0.95464 z

0.33951 z

0.23016 z

0.43304 z

0.22892 z

0.65163 z

0.83259 z

0.80846 z

0.61675 z

0.23150 z

0.72628 z

0.50702 z

0.43974 z

1.0964

1.0955 H7

1.0954 H7

1.4249 H7

0.81441 occ C 1beq 1
0.87948 occ C 1beq 1
0.23955 occ C 1beq 1
0.53528 occ C 1beq 1
0.06539 occ C 1beq 1
0.29430 occ C 1beq 1
0.38287 occ C 1beq 1
0.69918 occ H 1beq 1
0.53238 occ H 1beq 1
0.65062 occ H 1beq 1
0.81661 occ H 1beq 1
0.98318 occ H 1beq 1
0.09569 occ H 1beq 1
0.40773 occ H 1beq 1
0.14384 occ H 1beq 1
0.63270 occ H 1beq 1
0.05313 0cc O 1beq 1
0.96973 occ O 1beq 1
0.30363 occ O 1beq 1
0.33325 0cc O 1beq 1

0.08788 occ N 1beq 1

111.476

111.495 H8 123.926

102.765 H9 118.086
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z matrix C8 04 1.3578 C9 115.876 H8 61.182
z matrix C5 C8 14778 04 110.871C9 -179.171
z matrix O3 C8 1.2051 C5 126.747 04 -179.698
z matrix C4 C5 13968 C8 117.721 04 178.504
z matrix C6 C5 1.3944 C4 120.688 C8 179.637
z matrix C3 C4 13919 C5 119.785C8 -179.129
z matrix H3 C4 1.0942 C3 120.491C5 -179.757
z matrix C1 C6 1.3928 C5 119.427C8 179.183
z matrix H4 C6 1.0930 C1 120.111C5 179.750
z matrix C2 C1 13976 C3 29.820 C4 179.705
z matrix H2 C3 1.0886 C2 121.346C4 -179.356
z matrix HI Cl1 1.0956 C2 119.703C6 179.694
z matrix C7 C2 14876 Cl1 116385C3 -179.952
z matrix N1 C7 14042 C2 117.811C3 -7.567
z matrix O1 C7 1.2152 C2 122.635N1 -171.384
z matrix HS N1 1.0074 C7 122.92501 -150.102
z matrix O2 N1 1.3984 C7 114.708 H5 129.154
z matrix H6 02 1.0113 N1 105.106 HS -174.224
Rotate_about points(@ 271.73320" min 0 max 360, C2, C7,"O1 N1 H5 O2 H6")
Rotate_about_points(@ 273.76308" min 0 max 360, C5, C8, "O3 O4 C9 H7 H8 H9")
Rotate_about_points(@ 0.00000° min 0 max 360, C7, N1, "O2 H6 H5")
translate
ta @ 348.02019°
tb @ 179.79933"
tc @ 928.74341°

normalize FCs



ANEXO II

Tabela 6 - Coordenadas atomicas do refinamento de Rietveld do composto (1).

Atomo X Y Z Beq
Cl 0,14750 0,95288 0,46952 20,0(84)
C2 0,15624 0,87466 0,10969 15,3(29)
C3 0,13426 0,01307 0,81441 9,8(29)
C4 0,10320 0,22940 0,87948 6,4(28)
(O] 0,09413 0,30620 0,23955 6,2(22)
C6 0,11637 0,16918 0,53528 20,0(48)
C7 0,18948 0,64089 0,06539 15,1(25)
C8 0,05997 0,53551 0,29430 20,0(38)
C9 0,95285 0,71740 0,38287 20,0(37)
H1 0,16502 0,84294 0,69918 20(21)
H2 0,14041 0,95464 0,53238 20(71)
H3 0,08564 0,33951 0,65062 -9,1(41)
H4 0,10931 0,23016 0,81661 20(49)
H5 0,09995 0,43304 0,98318 -10,0(31)
H6 0,22530 0,22892 0,09569 20(28)
H7 0,90031 0,65163 0,40773 -10,0(56)
H8 0,95807 0,83259 0,14384 -10,0(34)
H9 0,96990 0,80846 0,63270 20(19)
01 0,25126 0,61675 0,05313 16,2(13)
02 0,17885 0,23150 0,96973 12,3(18)
03 0,08697 0,72628 0,30363 16,7(23)
04 0,99140 0,50702 0,33325 18,9(28)
N1 0,14792 0,43974 0,08788 4,7(12)
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ANEXO III:

Tabela 7 - Dados finais da geometria otimizada para o composto (1) (isdmero ceto).
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1

O 0 9 N »n B~ W

N N NN /= = = = = e e e e e
W N = O 0 0NN N R WD = O

C

T T T OO0 0Oz oFEXr ZooaoxmIxzx@m Iz Oo0oona0n

-0,656956316
0,674472750
1,346106804
0,681944318
0,651735152
1,324038324
1,173753736
2,381495645
1,195450209
2,366568126
1,303771212
0,702192081
2,581774071
3,297997250
3,226889216
2,539423369
1,318294067
0,825067430
2,613596873
3,364486868
4,352212364
3,411202302
2,917419921

0,854166295
0,831151376
-0,383569520
-1,576740499
-1,550001953
-0,338501935
1,813403323
-0,421214535
-2,536120524
-0,321777372
2,150911061
3,200389176
2,158981112
1,493165777
3,399484276
4,060467241
-2,844017478
-3,939656911
-2,657824200
-3,841659263
-3,448962959
-4,460992798
-4,403950195

-0,234487824
0,189614384
0,337665882
0,067836355
-0,346671473
-0,503799863
-0,348901670
0,671599441
0,181685033
-0,831281275
0,463967459
0,348921989
1,045768003
0,803547479
1,022329656
1,358817602
-0,601773412
-0,509429194
-0,963782324
-1,218296705
-1,487204867
-0,315820145
-2,045238165




ANEXO IV

Tabela 8 - Dados finais da geometria otimizada para o composto (1) (isomero enol).
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1

O 0 9 N A W

[ N N N N N N R T S S
W D =, O 0O 0 9 N B WD = O

C

T T ZE 00 0O a0 IXT oI Zooaox@mmI o000

-1,147807875
0,241059606
0,954291938
0,277528415
-1,106444807
-1,822596789
-1,704559160
2,037319535
0,829639134
-2,909308383
0,945414083
0,473804176
-0,054945944
1,960795507
2,578225804
2,161792400
-1,866015861
-3,046142913
-1,052012436
-1,680265037
-0,864664920
-2,055028148
-2,498067739

1,390244685
1,363072770
0,173018399
-0,997252560
-0,967181151
0,221763217
2,314757867
0,160559249
-1,932522811
0,224026562
2,599320878
3,783723639
3,660113429
2,634543339
3,792878534
4,578464949
-2,181230377
-2,253259897
-3,268335265
-4,501817391
-5,227208605
-4,460429141
-4,717210583

0,082033728
0,245816422
0,084967243
-0,250519811
-0,422223979
-0,254788559
0,239557026
0,233270825
-0,374870607
-0,385978960
0,600945943
0,090675747
-0,732157198
1,400734328
1,715263515
1,236797300
-0,779130913
-1,013363432
-0,816007602
-1,152774217
-1,049730375
-2,180993246
-0,456103751




ANEXO V:

Tabela 9 - Dados finais da geometria otimizada para o o composto (3).
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AAEPRPAABRERLAADLWLWLLLLWWWWRNDNNODODNNINDED = = == === = Lo s Gt e
CH TN M PEUVRL ROV AITNENVO LSO OXAARNNEOUN SOOI WO — O

Fe

ZOZTZITZOQOOOCOZIIZIZNTOOQOOOQOQOOTZIZETITZIQOO0OQITITIZIOONOOOOOTNZO0000O0

2,549211222
3,058641484
1,085290297
1,102893574
2,102553259
4,069796719
3,894535759
2,113807655
2,330525093
1,129814416
-0,100430601
0,383719843
1,351383033
1,830221490
1,360050321
0,392104646
0,026917807
1,740438722
0,021107290
1,747009047
2,846344879
3,274039396
3,272600549
4,249369791
3,797211092
5,106417261
4,532383013
-5,117053603
-5,842053348
-5,165969829
-6,436851187
-6,468603720
-7,648509283
-8,781368541
-8,742446680
-7,562314457
-5,565773783
-7,691861137
-9,632321751
-7,523666335

-10,015197741

-10,120450260

-11,080639019

-12,332162766

-13,025707145

-12,591079772

-12,291565747
-1,242024279
-0,739358127

0,751479086
2,450297143
1,825428288
0,351278887
-1,047732453
1,300536093
-0,343757878
3,374515986
4,252348153
3,025643534
3,980682158
4,981323840
5,863071280
5,733275734
4,720729379
3,836492353
5,068212357
6,657029863
3,024466140
4,618324027
6,703571504
7,644744635
6,409868451
7,292443171
8,272552528
7,388985243
6,795927911
0,056831852
-0,402687955
0,869890773
1,350772738
2,667034612
3,174642705
2,360608122
1,040015938
0,529365850
3,284395572
4,201459656
0,409850159
-0,506263167
2,942029266
3,988113142
2,132345100
2,592289493
1,803095672
3,555213966
2,682278840
-1,621434013
-0,955868957

-10,863191250
-11,634021314
-10,025857481
-12,049049171
-10,079043210
-9,678055876
-11,693345303
-11,304106522
-11,726158527
-10,473019785
-10,024803114
-10,870062649
-10,398381225
-9,091701688
8,255062236
-8,725868056
-11,895691872
-11,042954142
-8,091721259
-7,238255502
-8,636356081
-9,256475104
-7,380682836
-6,834877673
-6,650189654
-7,510901218
-5,899409126
-11,237547937
-11,745553533
-10,179170040
-9,608307286
-9,141108090
-8,604480752
-8,540798956
-8,991500289
-9,525558716
-9,195233969
-8,229785030
-8,925645624
-9,860664811
-7,974693068
-7,386117367
-8,210629262
-7,708938006
-8,020880205
-8,162499077
-6,618015262
-10,828845703
-11,873141743



Continua¢do Dados finais da geometria otimizada para o complexo de ferro(IT).

50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

TTTZTOQOOO0OQIEDNIEZTZZOOOO0OOE

-0,021273631
-0,833712712
-0,538762259
-0,769219300
-0,388893479
-0,152407794
-0,078084326
-0,622109204
0,087286384
-1,029385598
-0,331701601
0,326660370
0,513261925
0,473651974
0,847999348
1,793764242
0,057459413
0,954054803

-1,203990792
-3,005511216
-3,324550092
-3,970373513
-5,268709683
-4,623704634
-5,587877710
-2,558654433
-4,883633769
-3,719851250
-6,041373781
-6,977569194
-7,859092711
-7,170938899
-8,486820135
-8,774440684
-9,197166025
-8,391990926
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-12,519771887
-10,523286910
-9,197000273
-11,530177633
11,204806492
-8,874422741
-9,879999854
-8,420513146
-7,840554746
-12,558947705
-11,977080724
-9,587826523
-10,388350589
-8,251097096
-7,852753409
-8,324723955
-8,117878586
-6,765771752
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ANEXO VI

Figura 35 - Conjunto completo de orbitais moleculares de fronteira calculados para os isdbmeros

ceto (esquerda) e enol (direita) de (1).

LUMO+3: 0.88099579 eV LUMO+3: 0.87198882 ¢V
LUMO+2: 0.36299987 eV LUMO+2: 0.45298792 ¢V
LUMO+1: 0.49500230 eV

LUMO+1: 0.46399496 eV

LUMO: -1.38799831 ¢V

&
&
#
£
&
#

LUMO: ~1.26500285 eV

HOMO: 9.68798766 eV

HOMO-1: -10.57799042 ¢V HOMO-1:-10.56901066 ¢V

HOMO-2: -10.72101345 eV HOMO-2:-10.92700364 cV

HOMO-3: —11.16600123 ¢V HOMO-3:-11.13198700 eV




ANEXO VII
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Figura 36 - Conjunto completo de orbitais moleculares de fronteira alfa e beta calculados para

LUMO+3: 041698726 eV

LUMO+2: ~1.17400798 eV

LUMO+1: ~1.25498906 ¢V

LUMO: ~1.26298921 eV

HOMO: -8.40301165 eV

HOMO-1: -8.47400615 ¢V

HOMO-2: -8.91200060 eV

HOMO-3: -10.05599442 ¢V

Alfa

R T
A A A A A

Beta

&

LUMO+3: -0.41399401 eV

LUMO+2: -1.19300153 eV

LUMO+1: ~1.25000938 ¢V

LUMO: 128799647 eV

HOMO: -8.23100849 eV

HOMO-1: -8.30200299 ¢V

HOMO-2: -9.27500047 eV

HOMO-3: -10.17599663 eV
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