UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI - URCA
CENTRO DE CIENCIASBIOLOGICASE DA SAUDE - CCBS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA BIOLOGICA - PPQB

IGOR KLEBER CAMPOSLIMA

Propriedades estruturais, vibracionais, e eletronicas de derivados hidrazonas da
hidralazina e isoniazida

CRATO-CE

2025



L

UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA BIOLOGICA

IGOR KLEBER CAMPOSLIMA

Propriedades estruturais, vibracionais, e eletronicas de derivados hidrazonas da
hidralazina e isoniazida

Tese apresentada a0 Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica Biolégica, da
Universidade Regiona do Cariri, como
requisito para obtencdo do Titulo de Doutor
em Quimica Biol 6gica

Orientador: Prof. Dr. Alexandre Magno

Rodrigues Teixeira

Coorientador: Prof. Dr. Antonio César

Honorato Barreto

CRATO-CE

2025



Ficha Catal ografica elaborada pel o autor através do sistema
de geracdo automético da Biblioteca Central da Universidade Regional do Cariri - URCA

Campos Lima, Igor KLEBER

L732pp  PROPRIEDADES  ESTRUTURAIS, VIBRACIONAIS E
ELETRONICAS DE DERIVADOS HIDRAZONAS DA HIDRALAZINA E
ISONTAZIDA /Igor KLEBER Campos Lima. CRATO, 2025,

140p.

Teze. Programa de Pos-Graduacio em Quimica Biologica da Universidade
Regional do Carini - URCA.

Orientador(a): Prof Dr. ALEXANDRE MAGNO RODRIGUES TETXEIRA

Coorientador(a): Prof. Dr. ANTONIO CESAR HONORATO BARRETO

1.CRISTAL , 2. Mycobacterium tuberculosis, 3. Propriedades; I Titulo.

CDD: 571 4




IGOR KLEBER CAMPOSLIMA

Propriedades estruturais, vibracionais, e eletronicas de derivados
hidrazonas da hidralazina eisoniazida

Tese apresentada ao Programa de
Péss Graduacdo em  Quimica
Biol6gica, da Universidade Regional
do Cariri, como requisito necessario
para obtencdo do Titulo de Doutor em
QuimicaBioldgica

Tese defendida e aprovada em: 30 de maio de 2025

BANCA EXAMINADORA

M iy d0 @ Ak of gl sesary
N, h ALDAHDAT MAL NG PO EG UCE TONIHS,
g o' PR TR TR R T B8 W0 Ty

il E BT g alabee i gaw b

Prof. Dr. Alexandre Magno Rodrigues Teixeira
Orientador - UECE/Campus FAFIDAM

T v iy el £ o e B

E _lh HELOID: S [0 5 SANTOS
g ""'- DEtas 90877 L4 e -]

in i ey i R eatitme o o by

Prof. Dr. Hé8lcio Silvados Santos Membro

Titular Interno - UVA
iv



D s ml i pi e gk b e

.nth FIDRD O FREITAS FADAME FLFD
g Cabac 3T 061300800

T gl F T R At L . B

Prof. Dr. Pedro de Freitas Facanha Filho Membro Titular
Externo — UFMA/Campus Imperatriz

o AP ey STl ol RS BT

i
“h EILELO SR O Ol SIVA, SLLAD
g Domia: 20ghe 7 i Lol il
Witk

Ja i BT PR et ol b

Prof. Dr. Murilo Sérgio da Silva Julido Membro
Titular Externo - UVA

D v e i e L L
“h FRARCISOD A0 HER OO QEUTTE0E LM EICY M
g i [T B e et o 1 L R e FREE ]
Wi frjum sem g vl ke A goaan

Prof. Dr. Francisco Wagner de Queiroz Almeida Neto Membro
Titular Externo — UECE/Campus CECITEC



Dedico este trabalho primeiramente a Deus,
meus pais, € meu orientador cujo amor, apoio
e orientacdo foram minha fonte de forca, apoio

e inspiracdo ao longo desta longa jornada.

Vi



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus pelaforga, pela conclusdo deste trabal ho.

Expresso minha gratiddo sincera a URCA por proporcionar um ambiente propicio ao

aprendizado e crescimento.

As oportunidades e recursos oferecidos por esta instituicdo desempenharam papel
fundamental e capes pelos recursos financeiros fornecidos que foram essenciais para a

conclusdo desta tese.

Ao meu querido orientador o Prof. Dr. Alexandre Magno Rodrigues Teixeira pela paciéncia,
confianga e pelos seus ensinamentos que muito irdéo me gudar no crescimento pessoa e
profissional.

Ao Prof. Dr. Hélcio Silva dos Santos pelos cristais de hidrazonas dos farmacos hidralazina e
isoniazida, como também pelas colaboracGes no desenvolvimento das pesquisas durante o
meu doutorado.

Ao meu coorientador o Prof. Dr. Antbnio César Honorato Barreto pelas realizactes das
medi das espectroscopicas, como também pela coorientacdo durante o meu doutorado.

Aos membros da banca pelo aceite deste convite.

A minha turma de doutorado e amigos que a URCA me concedeu, que Deus sempre 0s guie
no caminho da perseveranca, humildade e dedicacdo para com o0 proximo e para com a
profisséo.

Aos professores do curso de Pés-graduacdo em Quimica Biologica (PPQB), todos os colegas
de laboratério (LaSEMol) em especia Regivania e Beatriz por serem sempre cordiais comigo

e pelos momentos de alegria, harmonia e ensinamentos.

Que este sgja apenas a continuidade de uma trajetoria de sucesso pessoal e profissional.

vii



Entrega o teu caminho ao Senhor; confiaNele,
e Eletudo fara

Salmo 37:5

viil



TABELAS, FIGURAS E ANEXOS

CAPITULO 1
Figural — Estrutura geral datese

g1 w

Figura 2 - Fluxograma com as subsegdes do capitul o sobre fundamentagdo tedrica

CAPITULO 3

Figura3 — Céulaunitariado cristal de silicio com arepresentacéo das ligagdes quimicas 12

Figura4 — Estrutura de banda de metais, semicondutores e isolantes e valores de gap de

energia 15
Figura 5 — Vaores aproximados de condutividade elétrica de materiais a temperatura 16
ambiente
Figura 6 - Esquema de um espectrometro de RMN 18
Figura 7 - Prétons equivalentes do 1-Bromopropano 18
Figura 8 — Prétons do 1-nitropropano 19
Figura 9 — Anisotropia magnética de um ndcleo pela circulagdo de elétrons de 21
valéncia
Figura 10 — Diagrama dos mecanismos Raman e Rayleigh 24
Figura 11- Tipos de vibracbes moleculares. Vibragdes de deformagdo axial o5
assimétrica e simétrica e vibragfes de deformagdo angular dos tipos tesoura, tor¢éo,
balanco e rotagéo
Figura 12 — Ilustracéo dos pontos de grade utilizados pelo software Autodock 28
Figura 13 — Representacso da Lei de Bragg 30
Figura14 - Células unitériasreferentes a 14 redes de bravais 32
CAPITULO 4
Esguema 1 - Rota de sintese usada na preparacdo da hidrazona HNFIH 40
Figura 1l - (a) A representacdo estrutural da molécula da hidrazona HNFIH. (b) A
célula unitéria do cristal da hidrazona. As cores dos &omos, em bolas brancas,

43

vermelhas, cinzas e roxas, correspondem aos &omos de hidrogénio, oxigénio,

carbono e nitrogénio, respectivamente

Figura 2 - Superficies de Hirshfeld para a hidrazona HNFIH mapeadas com dnorm

(em 2a), indice de forma (em 2b), curvatura (em 2c) e graficos de impressao digital
iX



2D das interacdes intermoleculares (em 2d paraN-H...N e em 2e para C- O...H)

Figura 3 - (a) Espectro ATR-FTIR e, em (b), espectro FT-Raman do cristal de
hidrazona HNFIH

Figura 4 - (a) Células unitarias em espacos reais e reciprocos, com pontos de alta
simetria no espago reciproco indicados por pontos vermelhos. (b) Estrutura de banda
de Kohn-Sham para o cristal de hidrazona HNFIH, tracando direcdes de ata simetria
na primeira zona de Brillouin usando o0 método GGA+TS e um corte de  energia
de 830 eV. As transicdes de lacuna direta sdo marcadas por setas vermelhas. (c)
Densidade parcia de estados (PDOS) detalhando as contribuigdes atdmicas

CAPITULOS5

Esguema 1 — Rota de sintese utilizada na preparacéo do HY DPH

Figura 1 - Micrografia de microscépio eletrénico de varrimento e andlise DSC para o
cristal HYDPH

Figura 2 - (&) Moléculas de hidrazona (1) e (II) com etiquetas de atomos. (b) A
célula unitéria do cristal hibrido hidrazona-fosforico é mostrada em 3D com uma
disténcia interplanar de 3,384. (c) &0 fosfato e moléculas de &gua. As bolas
brancas, vermelhas, cinzentas, azuis e roxas correspondem a &omos de
hidrogénio, oxigénio, carbono, azoto e fdsforo, respectivamente. As ligacOes de

hidrogénio sdo representadas por linhas tracejadas pretas

Figura 3 - Superficies de Hirshfeld do HYDPH das moléculas | e Il mapeadas com
dnorm (em 3a e 3¢), indice de forma (em 3b e 3f), curveless (em 3c e 3g) e gréficos de

impressdes digitais 2D (em 3d e 3h) das interacdes intermoleculares do HY DPH

Figura 4 - Espectros Raman experimentais e calculados por DFT (nivel GGA+TS
1100 eV) para o cristal hibrido hidrazona-fosférico na gama de 0-1800 cm+ e inser¢éo
para aregido espectral de 3000-3200 cm'?

46

49

59

65

66

67

70



Figura 5 - Espectros infravermelhos experimentais e calculados por DFT (nivel
GGA+TS 1100 eV) parao cristal HY DHP naregido de 0-1800 cm e regifio espectral
de 2900-3600 cm'*

Figura 6 - Deslocamentos atdmicos (atribuicbes) associados aos modos normais do
cristal HYDPH calculados por DFT com o funciona GGA+TS1100 em M235-904 €
M440-3065 cm! correspondentes as bandas Raman EXP em P09-920 e P24-3050 cm™.

As setas verdes indicam a direcéo do modo vibracional normal

Figura 7 - Deslocamentos atémicos (atribui¢bes) associados aos modos normais do cristal
HYDPH calculados por DFT com o funcional GGA+TS1100 em M173-638 e M473-
3170 cm? correspondentes as linhas de absorgdo no infravermelho EXP em P06-646
e P24-3050 cm™. As setas verdes indicam a direcdo do modo vibracional normal

Figura 8 - Esquerda: Estrutura de bandas de Kohn-Sham para o cristal HYDPH,
tracando diregBes de alta simetria na primeira zona de Brillouin utilizando o método
GGA + TS e um corte de energia de 830 eV. As transicdes de hiato indireto estéo
assindadas com setas vermelhas. Centro: Densidade parcial de estados (PDOS)
detalhando as contribuicdes atdmicas. A direita: Células unitarias nos espacos real €
reciproco, com pontos de ata simetria no espago reciproco assinalados por pontos

verme hos

Figura 9 - Comparativo experimental e tedrico da raiz quadrada dos espectros de
absorcéo parao cristal HY DPH

Figura 10 - Simulagcdo experimental e tedrica (TD-DFT) dos espectros de absorcéo
UV-Visda hidrazonafosfato de dihidrogénio (em cima) e densidade de estados para o

sistema hidrazona fosfato de dihidrogénio (em baixo)

Figura 1l - Seis primeiras transi¢des el ectronicas da hidrazona de di-hidrogenofosfato

de acordo com os calculos TD- DFT.

Figura 12 - (A) Representacdo tridimensional do espaco conformacional da proteina
PknB em complexo com os ligandos HYDPH e MIX, representacéo tridimensional das
interacbes ligando-proteina de (B) HYDPH eX‘C) MIX, com os vaores de EA

71

73

75

76

77

79

80



realcados (D) mapa de calor das distancias das interacbes com residuos do loca de

inibico.

Figura 13 - (A) Mapa do potencial de lipofilicidade molecular (MLP) com os valores de
logP, TPSA e pKa destacados, (B) gréfico da variac8o da carga liquida em funcéo de
variacdo do pH e dos valores de pKa calculados, (C) alinhamento entre alipofilicidades 84
pH fisiolégico e o peso molecular (MW), em que aareaamarela indica um equilibrio
entre a permeabilidade e a depuragdo, e (D) ainhamento entre logP e TPSA pars

andlise da viabilidade farmacocinética do HY DPH como candidato a farmaco da MPO

Figura 14 - (A) Teste de semelhanca com compostos depositados na base de dados
DrugBank® para estimar o perfil de permeabilidade celular efetiva e a lesdo hepética 85
induzida por durg (DILI), (B) previsdo da absorcéo intestina humana (HIA) e (C)
previsdo da permeabilidade no SNC por logBB

Figura 15 - (A) Previsdo da toxicidade aguda em ratos para diferentes vias de
administracdo: oral, intraperitoneal (IP), intravenosa (IV) e subcutanea (SC). (B)
Teste de semelhanga com subestruturas toxicas e reativas, (C) mapa da contribuicio 87
estrutural para a resposta toxica organica e (D) previsdo do local do metabolismo

hepético
TABELAS 65
Tabela 1 - Dados de ressonancia magnética nuclear daHY DPH -
Tabela 2 - Dados de simulagdes de docking molecular entre os ligandos HY DPH, MIX,
Isoniazida, Pirazinamida e Rifampicina com a proteina PknB e detalhes das interacfes
ligando-proteina expressos como tipo de interacdo, residuo de aminoécido e distancia.

83
Tabela 3 - Propriedades fisico-quimicas do HYDPH calculadas e aplicadas ao
sistema MPO da Pfizer para andlise de farmacos 86
Tabela 4 - Atributos farmacocinéticos previstos expressos em descritores de
PAMPA (permeabilidade celular), metabolismo e toxicidade (lesGo hepética
induzida por farmaco - DILI)

112

Anexo 1

Xii



Tabela S1. Dados do cristal e refinamento da estrutura parao HYDPH

Anexo 2

Tabela S2. Coordenadas atémicas de todas as quatro moléculas de hidrazona, quatro
mol éculas de &cido fosforico e seis moléculas de agua no cristal triclinico de acordo
com nossos dados experimentais e apds nossa minimizacéo da geometria da célula
unitaria DFT no nivel de cdlculo GGA+TS 1100

Anexo 3

Tabela S3. Parametros de rede a, b, ¢ e seus desvios Aa, Ab, Ac (em A, calculados
por DFT em varios niveis) com relacdo aos valores experimentais. O volume V e seu
desvio AV s3o dados em A3 e a célula unitaria os angulos a, B, y e seus desvios Aa,

AB, Ay (em graus) em relacdo ao experimento também sdo apresentados

Anexo 4
Tabela $4. Atribuicdo de modos vibracionais com base em DFT do espectro Raman
com picos ®EXP(em cm™) nafaixa de 0 a 1800 cm e insercéo de 3000 a 3200 cm™.

Eles sio baseados no deslocamento de &omos no cocristal de hidrazona em massa.

Tabela S5. Atribuicdo de modos vibracionais baseados em DFT do espectro
infravermelho com picos wEXP (em cm?) na faixa de 0 a 1800 cm™. Eles sdo

baseados no deslocamento de &omos no cocristal de hidrazona em massa.

Tabela S6. Atribuicdo de modos vibracionais baseados em DFT do espectro
infravermelho com bandas wEXP (em cm™) na faixa de 2800-3600 cm™. Elas sfo

baseadas no deslocamento de &omos no cocristal de hidrazona em massa.

Xiil

113

115

116

116

117



SIMBOLOS, SIGLASE ABREVIATURAS

Simbolo, sigla ou Significado
abreviatura
ADMET Absorcdo, distribuicéo, metabolismo, excrecao e toxicidade
BBB Barreira Hematoencefélica
BS Estrutura de Banda
DFT Teoriado Funcional daDensidade
DRX Difragdo de Raio X
DOS Densidade de Estados
DSC CalorimetriaDiferencial de Varrimento
EA Energiade Afinidade
IR Infravermelho
HY DPH (A>-fosfanetetral)[ 2-(ciclohexilmetil)hidrazina- 1-il ] (pi peridina-4-
il)hidrato
HNFIH 2-(4-nitrobenzilideno)-1-(ftalazina-1(2H)-ilideno)hidrazina
HOMO Orbital Molecular de Mais Alta Energia Ocupado
RMN Ressonancia Magnética Nuclear
RMSD Desvio Quadratico Médio (Root Mean Square Deviation)
Log D Constante de Distribuigéo
Log P Coeficiente de Particéo
Log S Coeficiente de Solubilidade
LUMO Orbital Molecular de Mais Baixa Energia Desocupado
MEV Microscopia Eletrénica de Varrimento

modelo QSAR Relac&o Quantitativade Estrutura-Atividade
PKa Constante de lonizagéo

PknB Proteina quinase B

Xiv



UVv-VIS Ultravioleta-Visivel
J Constante de Acoplamento
Log D74 Coeficiente de Distribuicdo em pH 7,4

pKa Constante de lonizagéo

XV



SUMARIO

AGRADECIMENTOS.. ... ettt e et e e nnne e e nnaeeennneeenaeas Vii
TABELAS, FIGURASE ANEXOS ...ttt stee e tee e tee et e e e s e nnneeens IX
SIMBOLOS, SIGLASE ABREVIATURAS. ......oiieieeeeeeeeeetee s eeesse s snene et Xiv
RESUM ...ttt bbbt bt bt et e b et e st b nbenbe b e eneeneen ee Xix
AB ST RACT .ttt bbbt bbbt R e st et et e bR bR eeRe et e e e eenae e s XXi
IMPORTANCIA/RELEVANCIA PARA A SOCIEDADE. ......ocoveveeeeveeeseeeevseenienenes XXiii
CAPITULO 1. INTRODUGAO GERAL. ....covvrireeeteernsesesseeseseessssssessessssesessssssasssesssnees 1
1.1 EStratégiasS de PESUISA. .......coerureriirieieiesie ettt se e 1
I s {0 10T = o = =S TR 3
CAPITULO 2. OBIETIVOS......oiiiiiiietitsiiese sttt 7
2.1 ODJEIVO GEMA ...ttt b 7
AV O o[ AV0 1] = 1= o1 oo = U 7
2.3 Objetivos € QUESLIONAMENTOS.........ccveeeieerieeieseesreeee e sre e s e sre e eseesreenes 8
CAPITULO 3. FUNDAMENTAGAO TEORICA. ..ottt eessnenns 11
3.0 Importanciada SINteSe OrgaNICaA.........eevuereereeie et erie e 11
SO TR0 I =S (00 (o ] oo 0 e 1 = SRR 11
3.2 Propriedades quimicas das hidrazonas...............ccceveveeeeieeceeseese e 13
3.2.1Hidrazonas de PIridiNa.........ccccveiueieeieeie et 14
3.3 Propriedades dos SemiCONAUIOIES............cccerueriererieneneneeee e 14
B S o ot (01 oo o = WSS 16
3.4.1 RessonanciaMagnétiCaNUCIEar .............cceeveeeeieeie e 17
3.4.1.1 Espectrometro de RMN M .........oovoiuiiiiieecceeceeeee e 17
3.4.1.2 NUmero de Sinais no Espectrometro de RMN...........cccceovineiencninnen. 18
3.4.1.3 Posi¢Bes Relativas dos Sinaisde RMN H ..o, 19
3.4.1.4 Integracdo dos Sinais de RMN.........cccoiiiiiiinineneeeeee e 20
3.4.1.5 DesdobramentO dOS SINAIS.......ccvecueriereeieesienie e seeseeee e see e sseenes 20
3.4.1.6 Deslocamento Quimico e Blindagem...........cccovevevieieeneece e, 21
3.5 Espectroscopia no infravermelno............ccooveeiiecicce e 21
3.6 ESpalhamento RamMaN .........c.cccviiiieiieccecce e e 23
3.7 VibragoeS MOIECUIBIES...........ceiueriieiie ittt e 24.
S.BESIUO ADMET ...ttt et eereeennaens 26
3.8.1 FarMACOCINELICA.......ccueeueeeeiesiesiese sttt e e e ae et re e e e e e neseesreene e 26
3.8.2 Constante de DistribuiCao em PH 7,4.........cov e 26
3.8.3 Constante de 10NIZACAD...........ecceereeieeriereece e e et e e e e e nreeneens 26
3.8.4 Coeficiente de Solubilidade...........ccovreririeienese e 27
3.8.5 Biodiponibilidade Ora...........cccoeiieieiiesece e 27
3.8.6 Barreira hematOenCEfaliCaL..........coveriririeiere e 27
3.9 D0Ccagem MOIECUIAL...........cceeieeeee e e 28

3.10 Generalidades da Difracédo de f&ﬁ\io X(DRX) eeeeesieenieeiesiee st 29



3.10.1 Rede Cristalina.
3.11 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

CAPITULO 4 Propriedades estruturais, vibracionais, de estrutura de banda e de densidade
parcial de estados para o cristal de hidrazona de 2-(4-nitrobenzilideno)-1-(ftalazina-1(2H)-

1Yo = T0) | oo | =4[ g T T 37
RESUMO ...ttt sttt sttt st s ne e sneeennee s 38

4.1 INTRODU(;AO....,. ...................................................................................... 39
4.2 MATERIAISEMETODOS ...ttt 40
4.2.1 Sintese dahidrazona HNFIH...........ccoooiiiiiiieeeee s 40
4.2.2 Caracterizagan experimental ..........coceeeeeeiereresese e s 40
4.2.3 CACUIOS DFT ...ttt e 41
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO......ccuurerrereeseeeseeesssnsessssssssasesesssasssseens 42
4.3 1 ANAIISE ESITULUNEL........eoeeeeireieeeeiee e 42
4.3.2 ANAISE VIDraCional..........ccoiueiiiieeeseese e 45
4.3 Estrutura de banda e densidade parcial dos estados.............ccceeevererenenienne. 47
4.4 CONCLUSAOD.......ceueiteieeieeeeeseesseses e ssssssssssssssssses st sssssssssssesssesssness 50
AGRADECIMENTOS ...ttt e 50
REFERENCIAS.......cooiimeimeiieeieetsestessssssssssssssssssssss st sssssssessssssns 52

CAPITULO 5 Sintese, estrutura cristalina, andlises estruturais e espectr oscopicas,
estudosin silico e DFT de um novo derivado da isoniazida contra Mycobacterium

TUDEICUIOSIS ...t sn e nne s 56
RESUMO. ...ttt sttt et e b st e snreenaaeea 57
B.LINTRODUGAO ...t eeteseteete st asss s sssas s sssssssnses s ssnsssnsanes .58
5.2 MATERIAISE METODOS........cooiieeteeeeeeeseceseersessestessssessesssessssssenseens 59
5.2.1 Sintese do cristal hibrido hidrazona-fosforico(HY DPH) ..........cccccceervnenne. 59
5.2.2 CaracterizaGao experimental .........cocvereienineeieriesee e 59
5.2.3 Detalhes computaCionaiS DFT.........ccooiiviiie i 60
5.2.4 D0ocagem MOIECUIAN .........cceeeeieeeee et .62
525 ANAISE ADMET ..ot .63
5.3 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ot tesee st sessssassensnes .64
5.3.LANAISENMR ...ttt st ne e .64
5.3.2 Imagem SEM do cristal HYDPH e andlisetérmica.........cccccceevecvvreeennnen. 65

5.3.2 Caracteristicas estruturais do cristal de HYDPH a partir de anadlises DFT e
espectroscopias vibracionais

5.3.3 Estruturadetronicae densidade de estados.........oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 76
XVi



5.3.4 Espectros de absor¢do Gtica experimentais e tedricos do cristal HYDPH. 7 7

5.3.5 Espectros de absor¢do UV-vis, andlise da densidade de estados, energias
orbitais das estruturas HOMO-LUMO e anadlise da superficie Hirschfeld para uma unica

MOIECUIAAE HY DPH ...ttt bbbt 78
5.3.6 Andlise de acoplamento molecular ............ccoeoeeevieveciee e 80
5.3.7 ANAISE ADMET ...ttt e 83
5.3.7.1 Andlise topol 6gica e toxiCodepedenCia............coeeerereererenienieiese e 83
5.3.7.2 Descritores previstoS PAMPA ...t 85
5.3.7.3 Local de metabolismo e previsdo datoxicidade...........cccceeveeereeiiernnnee. 87
5.4 CONCIUSAD. ...ttt sttt b e sa et e et et sne b e 88
REFERENCIAS.......cooriueeeeteesneeeesseesessessseessssssssssssesssessssssasssesssssesssesssnesas a1
CAPITULO 6 CONSIDERACOES FINAIS.......oiiveeeeeeeieeeieseessesseesseeeseeesseess e sseesesesssesneas 99
6.1 ASPECTOS GERAIS DA PRODUCAO CIENTIFICA......covveeeveereeerenen, 99
6.2 CONCLUSOES GERAIS.......ooooeeeeeeectseeeertesestssessessssssessssesssssssssesassassasanes 100
6.3 PERSPECTIVAS DE INVESTI GAC}()ES FUTURAS........coo e, 103
CAPITULO 7 REFERENCIAS.......otiiiieieiesisessessesiesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 104
CAPITULO 8 ANEXOS EAPENDICES.......comeireireeeeseeseeesessessessssssasesssssssssssssssessnens 112

Xix



RESUMO

Propriedades estruturais, vibracionais, e eletronicas de derivados hidrazonas da
hidralazina e isoniazida

RESUMO

Introducéo: As hidrazonas derivadas da hidralazina e da isoniazida pertencem a uma classe de
compostos cujas propriedades quimicas, fisicas, farmacolégicas e tecnoldgicas tém atraido
consideravel interesse cientifico devido a sua ampla gama de aplicacbes. O medicamento
hidralazina € utilizado como redutor de pressdo arterial de emergéncia para pacientes em crise
hipertensiva, enquanto os derivados da hidralazina demonstraram vérias propriedades
farmacol 6gicas e sGo materiais potenciais para células solares organicas e aplicagdes opticas ndo
lineares. A isoniazida é um pro-farmaco utilizado como primeira escolha para o tratamento
quimioterpico da tuberculose, uma infeccdo causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis, e
os derivados de hidrazona da isoniazida demonstraram-se promissores no desenvolvimento de
alternativas aos medicamentos de referéncia para o tratamento da tuberculose, aém de
oferecerem aplicagdes para uso na area de ciéncia dos materiais. Objetivo: Neste trabaho foi
realizado um estudo do cristal de hidrazona derivado da hidralazina de nome 2-(4-
nitrobenzilideno)-1-(ftalazina-1(2H)-ilideno)hidrazina  (HNFIH) para determinar  suas
propriedades estruturais, vibracionais e eletronicas, bem como investigar as propriedades
estruturais, espectroscopicas e farmacol6gicas de um novo cristal hibrido organico—inorgéanico
de  hidrazona  derivado da  isoniazida  denominado de  (A’-fosfanetetrol)[2-
(ciclohexilmetil)hidrazina-1-il] (piperidina-4-il)hidrato de metanol (HYDPH). Metodologia: A
estrutura cristalina do HNFIH foi confirmada por difracéo de raios X de monocristal (XRD), ea
andlise da superficie de Hirshfeld foi utilizada para destacar as suas principais interacOes
intermoleculares. Analises espectroscopicas usando técnicas FT-Raman e ATR-FTIR, apoiadas
por cllculos DFT usando o programa Gaussian 09, foram redlizadas para obter os modos
vibracionais do HNFIH. A estrutura da banda e a densidade de estados (DOS) foram avaliadas
por calculos DFT para o cristal HY DPH usando o codigo CASTEP para obter suas propriedades
eletronicas. Enquanto o cristal HYDPH foi caracterizado por espectroscopia NMR, XRD, FT-IR,
Raman, UV-Vis, espectroscopia, andlises por microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
calorimetria diferencial de varredura (DSC), e por célculos DFT para obter informagdes sobre
suas propriedades moleculares e cristalinas, bem como estudos in silico por docagem molecular e
ADMET (Absorc¢éo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade) para avaliar o potencial
farmacoldgico deste cristal hibrido organico—inorganico de hidrazona derivado da isoniazida. A
proteina quinase pknb foi utilizada para a docagem molecular, que foi realizada utilizando o software
AutodockVina, que gerou as poses e escolheu as melhores poses de acordo com dois critérios:
energia de afinidade e valor RMSD. As propriedades farmacocinéticas foram estimadas utilizando o
sistema de classificagdo “druglikeness” e as analises foram realizadas utilizando o software
MarvinSketch® Chemaxon. Resultados e discussdes. A difracdo de raios X de monocristal
confirmou a estrutura cristalina do hidrazona HNFIH, que em 100 K apresentou estrutura
monoclinica com grupo espacial P21/c e quatro moléculas por célula unitaria. A andlise das
superficies de Hirshfeld para o cristal HNFIH mostrou que a estrutura cristalina é estabilizada
por interacOes intermoleculares de ligacdes de hidrogénio e curtos contatos relevantes. Os
principais modos de vibragdo do HNFIH, incluindo as vibrages de estiramento N-H e C-H e os
modos de deformacéo associados ao grupo nitro, foram atribuidos. A densidade projetada de
estados (PDOS) revelou que os aomos de carbono ggntribuem significativamente para as bandas



de valéncia e conducéo do cristal. O estudo do cristal hibrido organico-inorganico hidrazona-
fosforico-agua (HY DPH) foi essencia para conhecer suas propriedades moleculares, cristalinas e
farmacologicas. A fotografia obtida por microscopia eletrbnica de varredura revelou uma
estrutura prismatica para o cristal HY DPH, e a andlise DSC mostrou que o cristal HY DPH funde
em 99,1 “C. Os dados de XRD revelam que o cristal HYDPH tem uma estrutura triclinica com
um grupo espacial P1 e quatro moléculas por célula unitéria. As superficies de Hirshfeld
mapeadas com dnorm, shape index, curvedness, e 2D fingerprint plots indicam as principais
interagOes intermoleculares que ocorrem no cristal HYDPH. O estudo de docagem molecular
revelou que o composto hidrazona HY DPH tem potencial como agente antituberculose, pois se
liga ao local de ligacdo da proteina quinase PknB da Mycobacterium tuberculosis. A anadise
ADMET mostrou boa estabilidade metabdlica e baixa toxicidade aguda, conforme demonstrado
pelos pardmetros fisico-quimicos obtidos. Conclusdes. O cristal de hidrazona derivado da
hidralazina HNFIH em 100 K tem uma estrutura monoclinica com grupo espacial P21/c com
guatro moléculas por célula unitéria, enquanto o cristal de hidrazona derivado da isoniazida
HYDPH em 150 K exibe uma estrutura triclinica com um grupo espacial P1 e quatro moléculas
por célula unitaria. A analise das superficies de Hirshfeld para os cristais HNFIH e HYDPH
possibilitou identificar as interacbes intermoleculares responsaveis para manter o
empacotamento do cristal e seu alinhamento molecular. A andlise vibracional permitiu identificar
0s principais modos vibracionais associados as bandas Raman e infravermelha desses cristais
moleculares, incluindo seus modos de rede do HY DPH cristal. Célculo DFT da estrutura banda
eletronicaindica que o cristal HNFIH exibe comportamento semicondutor com um gap de banda
indireto de aproximadamente 1,35 eV. O estudo de docagem molecular revelou que o composto
hidrazona HYDPH se liga ao sitio de inibicdo da proteina quinase pknb da Mycobacterium
tuberculosis, sugerindo potencial como agente antituberculoso. Em relacdo a previsdéo ADMET,
nossos resultados indicam que o composto hidrazona HYDPH possui ata absorcéo
farmacocinética, baixa lipofilicidade que facilita sua distribuicgo pela corrente sanguinea, boa
estabilidade metabdlica e baixa resposta toxica aguda quando administrada por via oral. Portanto,
esses estudos in slico tornam o composto hidrazona HYDPH promissor como agente
farmacol 6gico, e com potencial para o tratamento contra 0 Mycobacterium Tuberculosis.

Palavras-Chave: Mycobacterium tuberculosis; FT-Raman; ATR-FTIR, UV-Vis; Caculos DFT
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ABSTRACT

Structural, vibrational and electronic properties of hydrazone derivatives of hydralazine
and isoniazid

ABSTRACT

Introduction: Hydrazones derived from hydralazine and isoniazid belong to a class of
compounds whose chemical, physical, pharmacological, and technological properties have
attracted considerable scientific interest due to their wide range of applications. The drug
hydralazine is used as an emergency blood pressure reducer for patients in hypertensive crisis,
while the hydralazine derivatives have demonstrated various pharmacological properties and
are potential materials for organic solar cells and nonlinear optical applications. Isoniazid is a
prodrug used as the first choice for the chemotherapeutic treatment of tuberculosis, an
infection caused by the bacillus Mycobacterium tuberculosis, and the hydrazone derivatives
of isoniazid have demonstrated promising in the development of alternatives to reference
drugs for the treatment of tuberculosis, as well as offering applications for use in the field of
materials science. Objectives: In this work, a study was conducted on the hydrazone crystal
derived from hydralazine  named 2-(4-nitrobenzylidene)-1-(phthalazine-1(2H)-
ylidene)hydrazine (HNFIH) to determine its structural, vibrational, and electronic properties,
as well asto investigate the structural, spectroscopic and pharmacological properties of a new
organic-inorganic hybrid hydrazone crystal derived from isoniazid caled (A°-
phosphanetetrol)[ 2-(cyclohexylmethyl)hydrazine-1-yl1] (piperidine-4-yl)methanol hydrate
(HYDPH). Methodology: HNFIH crystalline structure was confirmed by single-crystal X-ray
diffraction (XRD), and Hirshfeld surface analysis was used to highlight its key intermolecul ar
interactions. Spectroscopic analyses using FT-Raman and ATR-FTIR techniques, supported
by DFT calculations using the Gaussian program were carried out to obtain the vibrational
modes of HNFIH. Band structure and density of states (DOS) were evaluated by DFT
calculations for the HYDPH crystal using the CASTEP code to obtain their electronic
proprieties. Whereas the HY DPH crystal was characterized by NMR, XRD, FT-IR, Raman,
UV-Vis spectroscopy, scanning electron microscopy (SEM) and differential scanning
calorimetry (DSC) analyses, and DFT calculations to obtain information on their molecular
and crystalline properties, as well as in silico studies by molecular docking and ADMET
(Absorption, Distribution, Metabolism, Excretion, and Toxicity) to evaluate the
pharmacological potential of this organic-inorganic hybrid hydrazone crystal derived from
isoniazid. The protein kinase pknb was used for the molecular docking, which was carried out
using the AutodockVina software, which generated the poses and chose the best poses
according to two criteria: affinity energy and RMSD value. The pharmacokinetic properties
were estimated using the “druglikeness” scoring system and the analyses carried out using the
MarvinSketch® Chemaxon software. Results and discussion: Single crystal X-ray
diffraction confirmed the crystal structure of the hydrazone HNFIH, which at a temperature of
100 K showed a monoclinic structure with space group P21/c and four molecules per unit cell.
The Hirshfeld surface analysis for the HNFIHxxrystal showed that the crystal structure is



stabilized by intermolecular interactions of hydrogen bonds and relevant intermolecular
contacts. The main vibrational modes of HNFIH, including the N-H and C-H stretching
vibrations and deformation modes associated with the nitro group were assigned. The
projected density of states (PDOS) revealed that carbon atoms contribute significantly to the
valence and conduction bands of the crystal. The study of the hydrazone-phosphoric-water
organic-inorganic hybrid crystal (HY DPH) was essential to know their molecular, crystalline
and pharmacological properties. The photograph obtained by scanning electron microscopy
revealed a prism structure for the HY DPH crystal and the DSC analysis showed the HY DPH
crystal melts at 99.1 -C. XRD data reveals that the HYDPH crystal has a triclinic structure
with a P1 space group and four molecules per unit cell. Hirshfeld surfaces mapped with
dnorm, shape index, curvedness, and 2D fingerprint plots indicates the main intermolecular
interactions that occur in the HYDPH crystal. Molecular docking revealed that the HY DPH
hydrazone compound has potential as an anti-tuberculosis agent, as it binds to the binding site
of the PknB protein kinase of Mycobacterium tuberculosis. ADMET anaysis showed good
metabolic stability and low acute toxicity, as demonstrated by the physicochemical
parameters obtained. Conclusions: The hydrazone crystal derived from hydralazine HNFIH
at 100 K has a monoclinic structure with space group P21/c with four molecules per unit cell,
whereas the hydrazone crystal derived from isoniazid HYDPH at 150 K exhibits a triclinic
structure with a P1 space group and 4 molecules per unit cell. Hirshfeld surfaces analysis for
HNFIH and HYDPH crystals enabled the identification of intermolecular interactions
responsible for maintaining crystal packing and molecular aignment. The vibrational analysis
allowed us to identify the main vibrational modes associated with Raman and infrared bands
of these molecular crystals, including the lattice modes of the HYDPH crystal. DFT
calculation of the electronic band structure indicates that the HNFIH crystal exhibits
semiconducting behavior with an indirect band gap of approximately 1.35 eV. Molecular
docking revealed that HY DPH hydrazone molecule binds at the Mycobacterium tuberculosis
protein inhibition site, suggesting potential as an antituberculosis agent. Regarding the
ADMET prediction, our results indicate that the HYDPH hydrazone compound has high
pharmacokinetic absorption, low lipophilicity that facilitates its distribution through the
bloodstream, good metabolic stability, and low acute toxic response when administered
orally. Therefore, these in silico studies make the HY DPH hydrazone compound promising as
a pharmacol ogical agent with potential for the trestment of Mycobacterium tuberculosis.

K eywor ds. Mycobacterium tuberculosis; FT-Raman; ATR-FTIR, UV-Vis; DFT calculations
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IMPORTANCIA/RELEVANCIA PARA A SOCIEDADE

A pesguisa abrangente que engloba sintese, caracterizacéo estrutural, eletrénica e vibracional
de um novo cristal hibrido diihidrazona-fosforico, por meio de andlises in silico ADMET e
docking molecular, andlise térmica e MEV, como também a caracterizagdo eletrénica,
vibracional e estrutural de um cristal de hidrazona desempenha um papel crucia no avango
cientifico, busca por novos compostos com caracteristicas particulares e que podem auxiliar
na melhoria da qualidade de vida da populagdo. A sintese desses compostos permite a
obtencdo de moléculas com propriedades especificas, impulsionando o desenvolvimento de
novos materiais, medicamentos, tecnologias e oferecendo oportunidades interessantes para a
inovacdo de materiais e na fabricacdo de dispositivos funcionais. A caracterizacéo estrutural e
as técnicas espectroscopicas oferecem insights essenciais sobre interagdes moleculares,
essenciais para compreender comportamento e eficacia encorgiando a investigacao
subsequente e apresentando aplicacbes tecnoldgicas na ciéncia dos materiais e na

optoel etronica.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 ESTRATEGIAS DE PESQUISA

Uma das técnicas analiticas utilizada nessa tese é a técnica de espectroscopia no
infravermelho(IR) que é comumente encontrada em muitos laboratérios de pesquisa e no qual
€ possivel utilizar a amostra em estado solido amorfo ou cristalino, solugbes aquosas,
solventes organicos, filmes, pastilhas de KBr e membranas (MANTSCH; CHAPMAN 1996;
FORATO et a., 2010). Ja a Ressonancia Magnetica Nuclear(RMN) é outra técnica da
quimica analitica que apresenta sua importancia pois pode ser utilizada ndo sb para determinar
as estruturas de moléculas, mas também para verificar o teor da pureza de uma determinada
amostra, acompanhar o rendimento de uma reacdo de sintese e anaisar quantitativamente
amostras contendo misturas de compostos cuja estrutura € conhecida (PAULI; JAKI;
LANKIN, 2005).

Além disso, a técnica de RMN tem se mostrado muito Gtil ndo apenas para a
elucidacdo estrutural como foi o caso do cristal de HYDPH objeto de estudo desta tese, mas
também, para a determinacéo da estereoquimica absoluta, na quantificacdo de um produto em
mistura e no acompanhamento do rendimento de uma reacdo quimica na industria (LIMA,
2013).

Dessa forma, as técnicas analiticas utilizadas nesta tese para caracterizacdo dos cristais
HYDPH e HNFIH, a saber: no infravermelho (IR), espalhamento Raman e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e UltravioletaVisivel(UV-Vis), atuamente, constituem os
principais recursos usados na identificacéo e elucidacdo de uma variedade de substancias
organicas, sendo de fundamental importancia na determinagdo da pureza e quantificagcéo de
substancias organicas, como também no controle, acompanhamento de reacdes e processos de
separacdo (LOPES; FASCIO, 2004; HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

Dentre as inUmeras vantagens abrangidas por todos os métodos espectroscopicos
mencionados anteriormente e utilizados nesta tese, incluem: a reducéo no tempo de andlise, a
diminuicéo substancial nas quantidades das amostras, ampliacéo na capacidade de identificar
ou caracterizar substancias complexas, ndo permitindo a destruicdo da amostra, o
detalhamento espectral e a sensibilidade conformacional e ambienta (LOPES; FASCIO,
2004; HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

O uso da técnica de difracdo de Raios X(DRX) no cristal HYDPH merece sua
importancia uma vez que trata-se do estudo estrutural a nivel atbmico e na determinacéo do

arranjo tridimensional em estruturas cristalinas de compostos organicos e inorganicos e é um
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importante etapa tanto no desenho de novas substancias como no desenvolvimento de novos
procedimentos para a sintese de novos compostos ja conhecidos(CHERNICHEV 2001).

Para estudos em silico um dos métodos da quimica computacional de escolha que é
frequentemente utilizado para o estudo das interagdes no complexo ligante-receptor é a
docagem molecular, que segundo FERREIRA et a. (2015) se apresenta como uma
ferramenta essencial para o inicio das pesquisas de desenvolvimento de novas drogas,
sendo utilizada quando se desgja prever, com um considerado grau de precisao, tais interactes
como foi o caso do HYDPH com a proteina PknB. Estes métodos, de acordo com
LATORRACA et a. (2017), também fornecem informacfes importantes que possibilitam a
comparacdo entre diferentes estados conformacionais quando temos o mesmo ligante
associado.

Outro método utilizado in silico e de suma importancia tem relacdo com a predicdo
das propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas sendo pois uma ferramenta importante no
desenvolvimento de farmacos. Por meio de calculos computacionais € possivel predizer
caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas de uma molécula, a fim de avaliar in silico
seu potencia clinico farmacoldgico e sua possivel toxicidade. Estes estudos séo conhecidos
como ADMET(de Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecdo e Toxicidade) e sdo
calculados por equagdes analiticas, de acordo com modelo QSAR (relacdo quantitativa de
estrutura-atividade) (VIANA, 2023)

O estudo dos parametros ADMET devem ser analisados para se obter um bom perfil
farmacocinético, consequentemente, uma biodisponibilidade apropriada. Para que um
composto quimico que demonstra atividade em testes in vitro sgja elevado a um composto
bioativo € necessario que se satisfagam aguns critérios relacionados a ADMET. O composto
apresente relativa estabilidade em meio &cido e basico, hidrossolubilidade para facilitar sua
distribuicdo pela corrente sanguinea e uma relativa lipossolubilidade, propriedade essa que
facilita o composto atravessar a membrana celular e apresentar boa disponibilidade nas
células (OLIVEIRA, 2004).

A concentracdo do farmaco nos tecidos e o tempo de meia-vida sdo fatores cruciais
gue determinam a dosagem e a escolha da via de administracdo para garantir os niveis de
concentracdo do farmaco na faixa terapéutica desgada por um tempo apropriado. A
concentrac&o abaixo da faixa pode afetar a efetividade do tratamento, e concentragéo elevadas
podem levar a toxidez (GLEESON et al., 2011). Atualmente, é crescente os esforgos no
campo de pesquisa considerando importante o estudo in silico de propriedades de ADMET
(BOCCI et al, 2017).


https://www.sinonimos.com.br/efetividade/

1.2 ESTRUTURA DA TESE

A estrutura da tese(figura 1) é organizada levando em considerando as segdes e sub-
seces essenciais para a escrita, leitura e composi¢ao desta tese. Inicialmente o capitulo 1 de
introducdo geral se divide em dois eixos. estratégias de pesquisa nesse eixo temos a
apresentacdo das técnicas espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear(RMN),
espectroscopia de espahamento Raman e infravermelho destacando sua importancia e
vantagens, como também métodos de difragdo de raios X (DRX) e métodos in silico de
docagem molecular essencial nas pesquisas iniciais como potenciais candidatos a drogas e na
previsdo de interacOes ligante-receptor e estudo de previsdo das propriedades farmacol 6gicas
ADMET (Absorgéo, Distribuicéo, Metabolismo, Excrecéo e Toxicidade) na avaliagdo de seu
potencia clinico farmacoldgico e toxicidade devendo pois satisfazer alguns critérios como
hidrossolubilidade, estabilidade em meio &cido e bésico e lipossolubilidade para ser

considerado um composto bioativo; no segundo e xo temos a organizacdo da tese.

Figural— Estrutura geral datese
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O capitulo 2 temos elencados os objetivos da tese, sub-tépico com o objetivo gera e
outro com uma lista de sub-topicos constando os objetivos especificos desta tese. No terceiro
eiXo temos 0s objetivos e guestionamentos, no primeiro paragrafo deste sub-tépico foram
descritos os diversos motivos pelos quais se pretendeu trabalhar com substancias sintéticas
derivadas de compostos com propriedades interessantes como a isoniazida e a hidrazona; no
segundo pardgrafo quais os resultados que o estudo com os compostos poderiam fornecer;
terceiro paragrafo temos os principais resultados do cristal de hidrazona, como a difracéo de
raios X, infravermelho, espalhamento raman e andlise da superficie Hirshfeld; no quarto
paragrafo sdo discutidos os resultados da estrutura de banda e densidade parcial dos estados;
no quinto paragrafo temos o resultado de docagem molecular o qual é muito relevante para
este trabalho; no sexto paragrafo temos perfil ADMET para satisfazer o perfil farmacol 6gico
satisfatério; no sétimo pardgrafo as técnicas de espalhamento raman, infravermelho,
ressonancia magnética nuclear e ultravioleta-visivel essenciais no decorrer do processo de
caracterizacdo do cristal; no oitavo paragrafo resultados da técnica de difracéo de raio X,
imagem obtida por microscépio eetrénico de varrimento e andlise térmica por DSC; no nono
parégrafo alguns questionamentos sobre o trabal ho séo abordados e o ultimo parégrafo retoma
0 objetivo geral destatese.

O capitulo 3 trata-se da fundamentac&o téorica como pode ser observado em detalhes
na figura 2, o primeiro eixo temos a importancia da sintese organica: importancia da sintese
organica na industria farmacéutica; sintese quimica na otimizacdo de compostos
farmacéuticos e colaboracdo entre a quimica e a biologia. No eixo sobre estudo com cristais
que trata sobre a obtencdo de cristais, também € apresentada a célula unitéria do cristal de
silicio, aplicacOes dos cristais moleculares, polimorfismo em cristais e interagcbes em cristais.
Em seguida é apresentando o eixo sobre as propriedades quimicas das hidrazonas que trata
brevemente sobre sintese, estrutura quimica geral das hidrazonas em seguida trata das
aplicacdes quimicas e suas reacdes. Subeixo sobre hidrazonas de piridina descreve a
propriedade quelante relacionada a presenca desse anel em hidrazonas e hidralazinas. Em
propriedades dos semicondutores que tratou sobre gap energia, classificagdo dos
semicondutores, isolantes e metais e suas propriedades fisicas e temperatura. No eixo sobre
magnética nuclear(RMN): como ocorre o fendmeno da ressonancia; nucleos de C e H; nos
subtopicos seguintes sobre RMN: ilustracdo do espectrometro de RMN e seu funcionamento;
nimero de sinais no espectrometro de RMN H; posicdes relativas dos sinais de RMN H;

integracdo dos sinais de RMN; desdobramento dos sinais e deslocamento e blindagem. 3 eixos
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gue se ligam: espectroscopia no infravermelho, espalhamento Raman e vibrages molecul ares.
Eixo sobre estudo ADMET divide-se em: farmacocinética — fases de administracdo do
farmaco; constante de distribuicéo apH 7,4(Log D7.4) — descritores Lop P e Log D; constante
de ionizagdo (pKa); constante solubilidade(Log S); biodisponibilidade oral; barreira
hematoencéfalica. Subtopico sobre docagem molecular e generalidades da difracdo de raio

X (DRX), contendo este o subtdpico rede cristalina e encerrando com cal orimetria exploratoria
diferencial.

Figura 2 — Fluxograma com as subsegdes do capitul o sobre fundamentacéo tedrica
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O capitulo 4 temos a producdo cientifica 0 manuscrito submetido intitulado:
“Propriedades estruturais, vibracionais, de estrutura de banda e de densidade parcial de
estados para o0 cristal de hidrazona de 2-(4-nitrobenzilideno)-1-(ftalazina-1(2H)-
ilideno)hidrazina”.

O capitulo 5 temos a produgdo cientifica o artigo aceito intitulado: “Sintese, estrutura
cristaling, andlises estruturais e espectroscopicas, estudos in silico e DFT de um novo
derivado daisoniazida contra Mycobacterium Tuberculosis ™.

No capitulo 6 sobre as consideracfes finais temos o primeiro eixo aspectos gerais da
producdo cientifica, primeiro paragrafo trata da importancia da utilizacdo do cristal de

hidrazona, segundo paragrafo trata dos principais resultados das andlises estrutural,



vibracional e eletronica de um cristal de hidrazona sintetizado a partir da hidralazina. O
terceiro paragrafo apresenta os principais resultados do estudo com cristal hibrido organico-
inorganico de hidrazona-fosforico e o Udltimo pardgrafo mostra as contribuicbes e
aplicabilidades do estudo com os dois cristais. NO eixo seguinte temos as conclusdes gerais e
No seguinte as perspectivas de aplicacdes futuras.

No capitulo 7 temos as referéncias utilizadas nessa tese. E no capitulo 8 os anexos das
tabelas do cristal HY DPH.



20BJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

» Realizar um estudo das propriedades estruturais, vibracionais, eletrnicas e dpticas de

derivados hidrazonas da hidral azina e isoniazida.

2.2. Objetivos Especificos

>

Determinar a estrutura do cristal de hidrazona 2-(4-nitrobenzilideno)-1-(ftalazina-

1(2H)-ilideno)hidrazina (HNFIH) sintetizado por meio de uma reagéo de condensagéo

entre hidralazina e 2-nitrobenzal deido;

Determinar a estruturas cristal de hidrazona, (A*-phosphanetetrol) [2- (ciclohexilmetil)

hidrazina-1-il] (piperidin-4-il) hidrato de metanol (HYDPH) sintetizado através de

uma reacao acida entre benzaldeido e isoniazida;

Determinar a estrutura molecular da hidrazona HY DPH pela técnica de ressonancia

nuclear magnética (RMN);

Obter a superficie de Hirshfeld para investigar as interages intermoleculares entre

mol éculas dos cristais moleculares HNFIH e HY DPH;

Realizar medidas de espalhamento Raman e espectroscopia infravermelho dos cristais

moleculares HNFIH e HY DPH,;

Investigar andlise térmica por calorimetria exploratéria diferencial (DSC) do cristal

HY DPH parainvestigar a sua estabilidade estrutural;

Determinar a morfologia do cristal HY DPH por Microscopia Eletrénica de Varredura

(MEV)

Realizar célculos computacionais usando a Teoria do Funcional Densidade (DFT) para

determinar as propriedades estruturais, vibracionais, e eletrénicas das moléculas e/ou

cristais moleculares HNFIH e HY DPH,;

Redlizar medida de espectroscopia UV-Vis, e cdlculos computacionais usando a T

Teoria do Funcional da Densidade Dependente do Tempo (TD-DFT) na molécula de

hidrazona HY DPH paraidentificar suas transi¢ces el etronicas,

Realizar estudos de docagem molecular para investigar as possiveis interagdes da

proteina quinase B (PknB) de Mycobacterium tuberculosis com os farmacos

isoniazida, pirazinamida, e rifampicina, em relacdo a molécula de hidrazona HY DPH,;

Determinar as propriedades farmacocinéticas por ADMET (Absor¢do, distribuicéo,
7



metabolismo, excrecdo e toxicidade) da molécula de hidrazona HY DPH.

2.3 Objetivos e Questionamentos

A busca por novas substancias derivados de plantas ou sintetizados em laboratorios
ndo descritos na literatura que apresentem determinadas propriedades fisico-quimicas
caracteristicos da substancia, e com propriedades que fornecam caracteristicas biol ogicamente
ativas ou alguma atividade que gjude a combater grupos/espécies de organismos causadores
de enfermidades como as causadas pelas cepas de Mycobacterium tuberculosis, tem sido a
motivagdo para estudar/trabalhar com composto sintético cristal hibrido derivado da
isoniazida e um composto derivado da hidralazina com propriedades vasodilatadoras e
cientificas interessantes e tratando-se novos compostos derivados devem apresentar suas
propriedades estruturais, eletrénicas, vibracionais, farmacol 6gicas e antibacterianas Uteis para

estudos futuros que envolvam estes cristais.

Por essa raz8o percebemos que O estudo das propriedades estruturais,
espectroscopicas, eletronicas, andise ADMET e docagem molecular do cristal hibrido
hidrazona-fosforico e do cristal de hidrazona poderia ser promissor para obter as propriedades
fisico-quimicas e sua caracterizacdo completa, como também por difracdo de raios x para
caracterizar e obter suas propriedades. A microscopia €eletronica de varreduralMEV) e e
calorimetria exploratéria diferencial na obtencdo da morfologia do cristal HYDPH e suas

propriedades térmicas.

Por meio da técnica de difrac8o de raios X foi possivel confirmar a estrutura cristalina
da hidrazona HNFIH, aém disso permitiu-nos conhecer seus parametros de rede, grupo
espacia e estrutura monoclinica. Pelas andlises da superficie de Hirshfeld foram identificados
0s contatos intermoleculares mais relevantes e assim permitiu-nos saber que a hidrazona é
estabilizada por interagdes intermoleculares do tipo ligagcbes de hidrogénio e contatos
intermoleculares. A andlise vibracional mostrou a quantidade de modos ativos no Raman e no
infravermelho, como também os modos Opticos e acusticos da mol écula. Pela andlise espectral
do Raman e infravermelho os modos principais foram identificados e seu tipo vibracional

associado.

A estrutura de banda eletronica e a densidade parcial dos estados(PDOS) foi bem
8



significativo, uma vez que revelou que o cristal se comporta como um semicondutor, com um
gap indireto com valor de energia entre 1,35-1,36 €V. Os valores da estrutura de banda podem
revelar se o cristal pode ser aplicado como semicondutores e fotonica em aplicagoes
optoel etronicas.

Pelo docking molecular com a proteina quinase com o composto HYDPH foi avaliado
seu potencia de inibicdo com diferentes compostos que desempenham um papel no combate a
tubercul ose como a pirazinamida, isoniazida e rifampicina e um inibidor co-cristalizado M1X por
meio das andlises dos dados obtidos na EA(Energia de Afinidade) e RMSD(Root Mean Square
Deviation) e foi possivel identificar se houve inibicdo da proteina que fornece resisténcia a

antibioticos a cepas bacterianas.

Pelo perfil farmacocinético ADMET obtido pelos parametros fisico-quimicos € possivel
estimar uma sé&rie de caracteristicas que o composto pode apresentar nos seus diferentes
caminhos pelo organismo, desde a absor¢éo que pode ser por via ora até sua excrecdo. Ao
analisar esses dados é possivel estimar in silico se 0 medicamento/composto apresenta uma
distribuicBo favoravel na corrente sanguinea, sua toxicidade, lipofilicidade, absorcdo

farmacocinética e se possui uma biodisponibilidade apropriada.

As técnicas de espalhamento Raman, infravermelho e ressonancia magnética nuclear se
tornam essenciais na caracterizacdo molecular, pois por meio delas € possivel obter seus modos
normais de vibragcdo molecular tanto no Raman gquanto no infravermelho, uma vez que essas
técnicas sdo complementares e esses dados iréo auxiliar para se saber em gue nimero de onda ou
regido houve absorcdo e/ou aumento da energia, 0s quais estdo relacionados a processos que
envolvem termometria e calorimetria. Para a confirmac&o da estrutura molecular do composto
pelo isdtopos C e H e suas regifes com picos caracteristicos da substancia mostrando seus
grupos ou ligagdes caracteristicos obtido pela Ressonancia Magnética Nuclear(RMN). Pela
analise do espectro pela técnica ultravioleta-visivel foi possivel conhecer quais comprimentos de

onda caracteristicos do cristal.

Pela técnica de difracéo de raios X foi possivel conhecer a forma do cristal HY DPH, tipo
de grupo espacia e a obtencdo de seus parametros celulares. A imagem do cristal foi obtido pelo
microscopio eletronico de varredura que permitiu determinar a forma e confirmar os parametros
obtidos por difracdo deraio X e andlise térmica por DSC mostrou um pico muito forte com fluxo

de calor caracteristico o que possibilitou conhecer o ponto endotérmico no qual o cristal funde.
9



Questionamentos sdo importantes, uma vez que, ao se trabalhar com ciéncia devemos
sempre nos questionar ou questionar ao outro em relagao ao “por que” de determinado fato ou
algum fendbmeno ocorrer. Assim, alguns gquestionamentos se tornaram necessarios e aplicando
as técnicas para caracterizagdo e analisando seus resultados foi possivel responder a Qual a
estrutura do cristal de hidrazona por DRX e do cristal derivado da isoniazida? Pertencem a
quais grupos espaciais? Os espectros esperimental e calculado do composto apresentam uma
boa concordancia, em que regides? Quais sao os principais modos identificados no cristal de
hidrazona? O que revelou a estrutura de banda e a densidade parcial dos estados de ambos os
cristais? A estrutura cristalina é estabilizada como? O cristal HY DPH se acopla na regido de
inibicdo da proteina quinase? O HYDPH apresenta baixa toxicidade demonstrada pelas

analises in silico e apresenta potencial como agente farmacol 6gico?.

Esta tese buscou redlizar um estudo das propriedades estruturais, eletronicas e
vibracionais de um cristal de hidrazona nomeado 2-(4-nitrobenzilideno)-1-(ftalazina-1(2H)-
ilideno)hidrazina derivado da hidralazina, bem como investigar as propriedades estruturals,
espectroscopicas e farmacologicas de um novo cristal hibrido derivado da isoniazida
denominado de (A*-fosfanetetrol)[ 2-(ciclohexilmetil) hidrazina-1-il](piperidina- 4-il)hidrato de
metanol no qual sua caracterizacdo foi realizada por meio de ressonancia magnética nuclear,
difracBo de raios x de cristal Unico, como também pelas técnicas espectroscopicas de
espal hamento Raman, infravermelho, ultravioleta-visivel, microscopia el etronica de varredura
e calorimetria exploratéria diferencial. Como também foram efetuados estudos in silico
de docagem molecular e andlise farmacologica ADMET.
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3FUNDAMENTACAO TEORICA

3.0 Importancia da sintese organica

A sintese quimica desempenha um papel fundamental e inegavel no desenvolvimento
e avanco da industria farmacéutica, desencadeando uma revolugdo no tratamento de doencas e
no bem-estar humano. Por meio da habilidade de criar moléculas sob medida, os quimicos
farmacéuticos tém a capacidade de projetar e sintetizar compostos com propriedades
terapéuticas especificas. 1sso permite a concepcdo de farmacos altamente eficazes e seguros,
gue podem alvejar alvos biol 6gicos com precisdo, resultando em tratamentos mais eficientes e
menos efeitos colaterais (LIPINSKI, 2004; NICOLAU et a, 2002).

A sintese quimica também é um motor essencial na otimizacdo de compostos
farmacéuticos. Ela possibilita a manipulagdo estrutural para melhorar a atividade bioldgica, a
seletividade e a farmacocinética dos farmacos. Através da modificagdo de grupos funcionais e
da criagdo de andlogos, os cientistas podem explorar diferentes intinerérios de sintese para
encontrar as melhores versdes de uma mol écula que possam se tornar medicamentos eficazes.
Essa flexibilidade é crucial para atingir objetivos terapéuticos enquanto se minimiza qual quer
risco potencial (LIPINSKI, 2004).

Os quimicos combinam sua compreensdo das estruturas moleculares com dados
biol6gicos para projetar compostos que possam interagir de maneira especifica com alvos
moleculares. Essa colaboracdo entre a quimica e a biologia é a base para a criagdo de
tratamentos inovadores e altamente eficazes, demonstrando o poder da sintese quimica no
cenario farmacéutico (DREWS, 2000).

3.1 Estudo com cristais

Uma amostra cristalina pode ser obtida através de vérias formas. De modo geral uma
amostra € formada pela lenta formacéo de uma solucéo saturada do sdlido. As técnicas mais
utilizadas sdo a simples evaporacdo e a difusdo a vapor entre dois solventes liquidos de
diferentes polaridades (CUNHA, 2008).

Quando os &omos se agrupam formando as moléculas das diversas substancias, o
arranjo destes aomos no espaco pode ou ndo obedecer a uma disposicéo sistematica e
ordenada. Todas as substancias cujos &omos se posicionam no espaco, formam uma estrutura
ordenada, sdo chamadas de substancia cristalinas. A Figura 3 ilustra a célula unitaria de cristal

de silicio com a representacdo das ligacdes quimicas entre os aomos vizinhos em arranjo
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tridimensional (SWART, 2008).

Figura3 - Céulaunitariado cristal de silicio com arepresentacéo das ligacGes quimicas

Fonte: FERRACIOLI, 2020

Quando os atomos de silicio, por exemplo, combinam-se para formar um solido,
eles se organizam num padrdo ordenado chamado de cristal. Cada atomo de silicio
compartilha seus elétrons com quatro &omos vizinhos de tal modo que passa a existir oito
elétrons na sua orbita de valéncia (KITTEL, 2006).

Os cristais moleculares possuem uma variedade de aplicagbes, na industria
farmacéutica, eletronica e de alimentos. A engenharia de cristais tem como objetivo central
do campo de pesguisa a montagem de moléculas em materiais cristalinos. O fendmeno do
polimorfismo em cristais mol eculares em que uma determinada molécula pode cristalizar em
diferentes formas solidas. Na industria farmacéutica, onde as propriedades das moléculas,
tails como a taxa de dissolucdo, devem ser rigorosamente controladas porque podem ser
significativamente afetadas pela presenca de diferentes polimorfos. O polimorfismo também
afeta o desempenho optoeletrdnico de semicondutores organicos, usados em dispositivos
eletrénicos flexiveis (DESIJARU, 2003; MUSIL, 2018; RIVERA, STAJONAVIC E
CRESPO -OTERO, 2021).

As interagdes em um crista sdo de varios tipos. (1) acance médio, as
interacBes isotrépicas sdo responsaveis por efeitos de empacotamento préximo; (2)
interacOes anisotrdpicas de longo alcance e aguel as de origem eletrostatica como ligages de
hidrogénio sdo responsaveis por todos os efeitos finos e orientacdes intermoleculares; (3)
ligagdes fortes metal-metal e ligagdes de coordenacdo metal-ligante precisam ser
consideradas em sistemas organometélicos (SHARMA, 2002).
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3.2 Propriedades quimicas das hidrazonas

As hidrazonas sdo moléculas do tipo base de schiff, sendo derivadas de hidrazinas
organicas constituidas de grupos de azometina em sua estrutura, so sintetizadas através da
reacdo de condensacdo de aldeidos ou cetonas com derivados hidrazina, a reacéo é catalisada
por écidos ou bases (MANIKANDAN, 2011; CAREY, 2007).

Hidrazonas sdo azometinas com a estrutura geral R2C=NNR2, caracterizadas pela
presenca do grupo triatdmico C=N-N. Geramente sdo preparadas pela reacéo de hidrazinas
com cetonas ou aldeidos em pH proximos a 4, segundo a figura a seguir:

H"!:-

0 N~
I H* I
HC—C + HN—NH; —— + H,0
b HiC” “H

O mecanismo proposto para areagdo ocorre como demonstrado abaixo:

) @
H.,D—-C\ — W N - E\u//—u. HyC—C —H ——= H.C—C—H =
L H HoN HN
e NH; MNH.
i7]
¢ OH;
HsC ‘_rL H H’*E\«ggH HC "
F T 1 = |
el 2 ”;“E')-- NH, = H? NH>

As propriedades quimicas das hidrazonas tem sido estudadas em muitas éreas de
pesquisa devido a0 seu poder quelante e a suas aplicagdes farmacoldgicas. Entre as
aplicagbes quimicas, as hidrazonas sd0 usadas como reagentes na obtengdo de
triaz6is(PECHMANN, WESHSARG e BER, 1988; MELO et al., 2006) e nas reagdes de
Shapiro(SHAPIRO et a., 1975) e Bamford Stevens(BAMFORD e STEVENS, 1952) na
obtenc&o de compostos vinilicos seguindo o diagrama de reacéo:
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As hidrazonas sdo também usadas em quimica anditica, pois apresentar uma
propriedade quelante, sendo eficazes extratores de metais, reagentes cromogénicos e
sensores seletivos(POPOV et al., 2009).

321 Hidrazonas de piridina

A presenca da piridina de um aomo de nitrogénio com dois elétrons livres d& um
carater fortemente basico ao anel e a possibilidade de conseguir interagir com anéis
metalicos. Geralmente a existéncia de um anel piridina na estrutura de um composto
organico aumenta o poder quelante do mesmo, temos a importancia do sistema piridinico
como a hidrazona derivada da hidralazina desta tese que apresenta em sua estrutura um anel
piridinico (DESPAIGNE, 2012).

A propriedade quelante permite as hidrazonas interagir com metais formando
compostos estaveis. Ta propriedade pode ser aproveitada para preparar compostos de
coordenacdo objetivando potencializar a atividade das hidrazonas por meio de efeitos de
sinérgicos entre o metal e o ligante (DESPAIGNE, 2012).

3.3 Propriedades dos semicondutores

Os semicondutores séo um caso particular de matérias isolantes, cuja Unica diferenca
€ a magnitude da banda proibida de energia do seu diagrama de bandas, conforme Figura 4.
Se esta for menor ou até da ordem de 3 eV, é classificado como material semicondutor,

ocorreu nos dois cristais objeto de estudo desta tese que apresentam um valor de energia
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menor ou igual a 2eV o que os classifica como semicondutores, mas, se for maior que esse
valor, é classificado como um isolante (SWART, 2008; KITTEL, 2006).

Figura 4 - Estrutura de banda de metais, semicondutores e isolantes e valores de gap de energia

A Energia

Banda Valéncia Banda Valéncia I Banda Valéncia

Metais Semicondutores Isolantes

Fonte: FERRACIOLI (2020)

A temperatura de O K, tanto o semicondutor como o préprio isolante seréo isolantes e
ndo poderdo conduzir corrente elétrica, pois, em ambos o0s casos, as bandas de valéncia
encontram-se totalmente preenchidas. Com o aumento de temperatura, acima de O K, de um
material semicondutor, com largura da banda proibida reduzida, alguns poucos elétrons da
banda de valéncia adquirem energia térmica da rede, podendo pular dos seus estados da
banda de valéncia para os estados vazios da banda de conducéo. Dessa forma, os elétrons
tanto da banda de valéncia (banda ndo mais totalmente preenchida) como da banda de
conducdo (apenas parcialmente preenchida) podem conduzir corrente elétrica (SWART,
2008).

O semicondutor € um elemento com propriedades elétricas entre as do condutor e as
do isolante. Entre os varios materiais que existem, a propriedade fisica que apresenta a
maior variagdo € justamente a condutividade elétrica dos materiais. Esta pode variar de
10-18Q 'm™! (quartzo) a 108Q 'm™! (prata, cobre), ou vérias ordens de grandeza maiores
gue isso, no caso de supercondutores. Valores tipicos sdo apresentados na Figura 5; valores
exatos dependem da temperatura, da estrutura interna e do processo de fabricagdo (SWART,
2008).
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Figura5 - Valores aproximados de condutividade elétrica de materiais & temperatura ambiente.
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Fonte: FERRACIOLI (2020)

Materiais semicondutores possuem elevado interesse para aplicacéo na eletronica
devido a fécil manipulagdo de seus niveis energéticos, através da dopagem controlada de
impurezas em suas estruturas (JACOBUS, 2008). Na verdade, ha dois tipos de
semicondutores, 0s que ndo necessitam de dopagem e 0s que se transformam em
semicondutores quando dopados com determinados elementos. No primeiro caso, tem-se 0s
semicondutores intrinsecos:. Silicio (Si, Eg = 1,1 eV); Germanio (Ge, Eg = 0,67 eV), ambos
presentes no grupo 4B databela periddica. Além desses, existem compostos semicondutores
formados por elementos dos grupos 2B e 6B (CdS, CdSe, HgCdTe, ZnO, entre outros); os
elementos dos grupos 111-V, como GaN, InP e GaAs (ASKELAND et al., 2010). O arseneto
de gdlio (AsGa) também é amplamente utilizado na industria optoel etronica (COLOMBO et
al., 2009; BERROTH et al., 1991; SCHOENBERG et al., 1997).

3.4 Espectroscopia

A espectroscopia € a ciéncia de andlise da interacdo entre a radiacéo eletromagnética
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e a matéria que objetiva a determinacdo da configuragcdo dos niveis de energia, incluindo os
niveis de energia eletronico, vibracional e rotacional, tanto de &omos quanto de moléculas.
Por meio dessa técnica pode-se obter informagdes quanto a estrutura molecular de &omos e
moléculas como também de suas ligacdes quimicas. A radiacdo eletromagnética quando
incide sobre a matéria pode promover uma transicdo entre os estados energéticos (SALA,
2008).

3.4.1 Ressonancia Magnética Nuclear(RMN)

O fenémeno da ressonancia magnética nuclear ocorre quando nucleos alinhados com
um campo aplicado sdo induzidos a absorver energia e a mudar a orientacdo de spin em
relacdo ao campo aplicado. A absorcdo de energia € um processo quantizado, e a energia
absorvida deve ser igua a diferenca de energia entre os dois estados envolvidos (PAVIA,
2010).

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear encontra-se em constante
avanco, ja que € uma potente ferramenta de estudo principalmente para materiais no estado
solido. Anadlises por técnicas de RMN permitem informagdes adequadas e especificas para a
caracterizacdo de particulas (PASSOS, 2007). Para que ocorra o fendbmeno da ressonancia
magneética nuclear os nucleos dever-se-80 estarem alinhados com o campo aplicado, assim
este ird absorver energia, modificando sua orientagdo de spin em relacdo a0 campo
magnético em questdo. O processo de absor¢do energética € quantificado, a partir da
diferencade energia dos dois estégios envolvidos (SOUZA, 2002).

A ressonancia magnética nuclear (RMN) é uma técnica espectroscopica no qual
varios nucleos podem ser estudados, mas os mais comumente disponiveis sdo o hidrogénio
(H) e o carbono (C). Enquanto a espectroscopia no IR descreve os grupos funcionais
presentes em determinada molécula, 0 RMN oferece informagdes sobre o nimero de &omos
magneticamente distintos do isdtopo de estudo. Por exemplo, quando se estuda os nucleos
de hidrogénio (proétons), é possivel determinar cada um dos tipos diferentes de prétons ndo
equivalentes, assm como obter informagbes a respeito da natureza do ambiente,
informagdes parecidas também podem ser obtidas com o estudo do carbono (PAVIA et dl.,
2010).

3.4.1.1 Espectrometro de RMN

Para se obter um espectro de RMN deve-se diluir uma pequena quantidade da
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substancia em apenas 0,5 mL de solvente e pdr a solu¢cdo em um tubo de ensaio, o qual é
posto dentro de um poderoso campo magnético como demostrado na Figura 6.

Figura 6 — Esguema de um espectrémetro de RMN
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Fonte: Bruice, 2006.

Girando o tubo com a amostra sobre seu eixo longitudinal, estima-se a posi¢éo
das moléculas no campo magnético, e assim ha um aumento na resolucdo do espectro.

Os espectrometros de RMN atuais operam em frequéncias entre 60 e 900 MHz. A
frequéncia operacional de um espectrdmetro depende do magneto construido. Quanto
maior a frequéncia operacional de um instrumento — e mais forte o0 magneto -, melhor

serd sua resolugdo (separacdo dos sinais) em um espectro de RMN.

3.4.1.2 Namero de sinais no espectrémetro de RMN *H

Os protons de um mesmo ambiente sd0 chamados prétons guimicamente
equivalentes. Por exemplo, podemos observar na Figura 7 que o 1-bromopropano possui trés
conjuntos diferentes de prétons equivalentes. Os trés protons do grupo metila sdo
quimicamente equivalentes devido a rotacdo sobre a ligagdo C-C. Os dois proétons
metilénicos no carbono central s&o quimicamente equivalentes, e os dois protons metilénicos
no carbono ligado ao a&omo de bromo formam o terceiro grupo de prétons quimicamente
equivalentes (BRUICE, 2006).

Figura 7 — Prétons equivalentes do 1-Bromopropano.
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Fonte: Bruice, 2006

3.4.1.3 PosicOes Relativas dos Sinais de RMN H

O espectro de RMN H do 1-bromo-2,2-dimetil propano possui dois sinais porque
a substancia possui dois tipos diferentes de prétons. Os prétons metilénico estdo em
ambiente de menor densidade eletrbnica do que os protons de metila uma vez que os
protons do metileno estdo mais proximos do aomo de bromo, que por sua vez é
puxador de elétrons. O sinal para esses protons, portanto, ocorre em uma frequéncia mais
alta do que o sina dos prétons da metila, mais blindados, pois o lado direito de um
espectro de RMN é o lado de baixa frequéncia, onde os prétons em ambientes mais
densos eletronicamente (mais blindados) apresentam seu sinal e o lado esquerdo por sua
vez é o lado de alta frequéncia, onde os prétons menos blindados apresentam seu sinal
(BRUICE, 2006).

Poderiamos esperar que o espectro de RMN 1H do 1-nitropropano apresentasse
trés sinais porque a substancia possui trés tipos diferentes de protons. Quanto mais
proximos os protons estédo do grupo nitro puxador de elétrons, menos blindados estdo em
relagdo aos campos magnéticos aplicados. portanto, maior é a frequéncia na qual seus
sinais aparecerdo. Dessa forma, podemos observar na Figura 8, os prétons mais proximos
do grupo nitro apresentam um sinal em frequéncia mais ata (4,37 ppm), e os protons
mais afastados do grupo nitro apresentam um sinal em frequéncia mais baixa (1,04 ppm)
(BRUICE, 2006).

Figura 8 — Prétons do 1-nitropropano.

CH,CH,CH,NO,

Fonte: Bruice, 2006.
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3.4.1.4 Integracdo dos Sinais de RMN

O espectro de RMN distingue ndo somente os diferentes tipos de préton em uma
determinada molécula, mas revela também quanto de cada tipo esta disponivel na molécula.
No espectro de RMN a &rea sob cada pico € proporcional ao nimero de hidrogénios que
geram esse pico. O espectrometro de RMN tem a capacidade de integrar eletronicamente a
area sob cada pico e faz isso tragando sobre cada pico uma linha vertical crescente, chamada
integral, que sobe em altura com um valor proporcional a area sob o pico (PAVIA et al.,
2010).

A integracdo nos diz o nimero relativo e prétons que da origem a cada sinal,
nd o numero absoluto. Por exemplo, a integracdo ndo pode distinguir entre o 1,1-
dicloroetano e o 1,2-dicloro-dimetilpropano porque ambas as substancias podem apresentar

uma proporc¢do de integracéo de 1:3 (BRUICE, 2006).

3.4.1.5 Desdobramento dos Sinais

Um sinal de RMN 1H é desdobrado em N+1 picos, onde N é o nimero de prétons
equivalentes ligados a carbonos vizinhos. Entendemos, por “prétons equivalentes”, que os
protons ligados a carbonos adjacentes séo equivalentes uns aos outros, mas ndo equivalentes
aos prétons que da origem ao sinal. O desdobramento é sempre matuo se os prétons a
desdobram os prétons b os protons b desdobram os prétons a.

O nimero de picos de um sinal em um espectro de RMN determina a multiplicidade
do sinal, pelos quais os nimeros de prétons ligados a carbonos adjacentes determinam a
multiplicidade. Por exemplo, o sinal para os prétons a na substéncia a seguir sera
desdobrado em trés picos (um triplete) porque o carbono adjacente € ligado a dois
hidrogénios. O sinal para os protons b aparecera como um quarteto porque o carbono
adjacente esta ligado a trés hidrogénios e 0 sinal para os prétons ¢ serd um singlete
(BRUICE, 2006).

Mais especificamente, o desdobramento de sinais ocorre quando tipos diferentes de
protons estédo perto o bastante de modo que seus campos magnéticos influenciam uns aos
outros — isso é chamado acoplamento spin-spin. O desdobramento ¢ um efeito “através da
ligagdo”, ndo ¢ um “efeito através do espago”, mais raramente ¢ observado se os protons
estiverem separados por mais de trés ligagdes 6 (BRUICE, 2006).

Verifica-se que um espectro de RMN produz um valioso tipo de informacdo com

base no nimero de diferentes picos observados, isto € 0 nimero de picos corresponde ao
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nimero de tipos de prétons quimicamente distintos na molécula. Em geral, protons
guimicamente equival entes ndo so magneticamente equivalentes (PAVIA et al., 2010).

3.4.1.6 Desocamento quimico e blindagem

Em espectros de RMN no estado sdlido os espectros geram sinais amplos, por
consequéncia da intensa relagdo dipolo entre os nicleos *H e *C, e a anisotropia gerada.
Esta anisotropia é gerada pela blindagem que um préton adquire a partir da variabilidade de
elétrons pela molécula(figura 9), em consequéncia disto cada préton de uma dada molécula
é blindado contra o campo magnético aplicado em uma amplitude que depende da forca
eletromagnética que foi aplicada. Assim, em uma molécula cada préton difere em seu
ambiente quimico, resultando em uma frequéncia diferente, a qual ira fornecer espectros
levemente diferentes (SOUZA, 2002).

Figura 9 - Anisotropia magnética de um nucleo pela circulacéo de elétrons de valéncia

Fonte: GONSALVES, 2007,

Nesta perspectiva, as técnicas de RMN atuais possuem ata resolucdo e
consequentemente consegue-se diminuir estes efeitos de blindagem sobre os espectros. Para
tanto a amostra sofre uma rotacdo de 54,74°, conhecido como angulo magico, em
combinagdo como o intenso desacoplamento do hidrogénio minimiza esta interacéo dipolar
(PASSOS, 2007).

3.5 Espectroscopiano infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho permite identificar diferentes ligactes
quimicas entre aomos pelas deformacdes rotacionais e vibracionais, que absorvem energia
em determinada frequéncia de ressonancia, conforme as caracteristicas quimicas dos &omos
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envolvidos (STEVENSON, 1982).

Na espectroscopia infravermelho, as moléculas ao absorverem radiacdo comecam a
se excitar para atingir um estado de maior energia. O processo de absor¢éo de energia €
quantizado, permitindo entdo que uma determinada molécula absorva apenas determinadas
frequéncias especificas (energias), e sejam selecionadas, as mesmas equivalendo a diferenca
entre dois niveis energéticos distintos. A radiacdo na faixa de frequéncias do infravermelho
médio que se estende de 400 a 4000 cm'?, corresponde a uma faixa de energia a qual engloba
frequéncias vibracionais de estiramento e deformagdo angular das ligagdes da maioria dos
compostos mais covalentes (PAVIA, 2008).

Para que haja o registro da identidade molecular, a molécula precisara sofre variacdo
no momento de dipolo como consequéncia do movimento vibracional ou rotacional, assim,
0 campo eletromagnético poderd interagir com a molécula e ocasionar variagbes de
amplitude de um de seus movimentos. Quando ocorre a vibragdo no momento de dipolar, é
observada uma variagéo regular no momento de dipolo ocasionando o surgimento do campo
gue interage com o campo elétrico associado a radiacdo. Se a frequéncia da radiacéo
coincidir com afrequéncia vibraciona da molécula, havera a transferéncia de energia efetiva
resultando numa variagdo de amplitude da vibragcdo molecular e consequentemente absorcéo
da radiacéo. Substancias homonucleares como de gases de oxigénio ou nitrogénio ndo sdo
ativas absorver na regidgo infravermelha, por ndo proporcionar nenhuma variagdo no
momento de dipolo como vibrag&o ou rotagdo (SU et a., 2013).

Em relacdo as ligagbes simétricas como as do Hz ou Cl2, ndo absorverem radiagéo na
regido do infravermelho, isto ocorre devido a ligac8o entre seus aomos ndo apresentarem
um dipolo elétrico que varie na mesma frequéncia da radiagdo gque é emitida. Portanto, uma
ligacdo simétrica que apresente grupos idénticos, ou em cada ponta, ndo absorvera radiacéo
na regido do infravermelho. Os padrdes de absorgdo no infravermelho em duas moléculas
com estruturas diferentes nunca serdo exatamente idénticos. Mesmo que suas frequéncias
sgam iguais, seus padrdes ndo serdo os mesmos. Portanto, o espectro infravermelho pode
servir para as moléculas, assim como, as impressdes digitais tem utilidade para os seres
humanos (PAVIA et al., 2010). Além de servir como impressdo digital para moléculas, a
espectroscopia no infravermelho fornece informagdes estruturais de determinada molécula, e
as absorgoes de cada tipo de ligagdo sdo encontradas em regides do espectro vibracional
(LARKIN, 2011).

A técnica espectroscopica no infravermelho possibilita obter andlises rapidas, ndo-
destrutivas e quantitativas de uma enorme variedade de componentes organicos de tecidos

vegetais e animais e também para elementos especificos ou compostos e substancias mais
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complexas (FOLEY et al., 1998).

3.6 Espahamento Raman

O espalhamento Raman depende da radiacdo espalhada, este efeito fornece
informagdes sobre os estados quanticos moleculares através do espalhamento provocado
pelo choque de fétons com as moléculas da amostra analisada. E um modo indireto de obter
0s espectros vibracionais, transportando para a regido do visivel, informaces que seriam
obtidas rotineiramente no infravermelho. O espalhamento Raman € nada mais que, um
espalhamento do tipo inelastico de uma radiacdo eletromagnética monocromatica que
interage com o avo (SALA, 1996).

O espalhamento Raman envolve uma distor¢do momenténea da nuvem el etronica dos
elétrons em torno de um atomo ou de uma molécula, seguida por reemissdo da radiacéo
enguanto a nuvem eletrénica volta ao estado normal. Na sua forma distorcida, a molécula
ficatemporariamente polarizada (OLIVEIRA, 2001).

O espectro Raman de uma determinada molécula consiste de uma série de bandas,
cada um correspondendo a uma frequéncia vibracional caracteristica daquela molécula.
Cada molécula possui 0 espectro caracteristico, e dessa forma, 0 espectro Raman pode
fornecer uma impressdo digital ou fingerprint de uma substancia da qual a sua estrutura
molecular pode ser determinada (LORINCZ et al., 2004).

A colisdo de fétons na amostra pode gerar o espalhamento ineléstico, porém, na
ordem de 1 em cada 10’ particulas. Nos temos o espalhamento Raman que pode ser
classificado em Stokes e Anti-stokes com frequéncia abaixo e acima da frequénciaincidente,
respectivamente. O inicio do processo se da quando ha aniquilacdo de um féton proveniente
da radiacdo incidente, seguido da criagdo de outro féton com energia igual (espalhamento
Rayleigh) ou diferente (espalhamento Raman) (LARKIN, 2011; FERRARO, NAKAMOTO
e BROWN, 2003).

O espalhamento inelastico da luz se da pela diferenca de energia apresentada, sgja,
perda ou ganho, quando a radiacdo monocromatica interage com a matéria que ira sua
polarizabilidade, modificando os niveis de energia rotacional e vibracional da amostra
(FERRARO, NAKAMOTO e BROWN, 2003; SMITH e CLARK; 2001).

O espalhamento Raman pode ser de dois tipos. Stokes e Anti-Sokes (figura 10).
Quando a radiagdo espalhada tem frequéncia menor do que a radiagdo incidente, ela é
chamada de espalhamento Stokes, ja quando a radiacdo espalhada apresenta frequéncia
maior do gque aradiacdo da fonte € chamada espalhamento Anti-Stokes (HOLLER; SKOOG;
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CROUCH, 2009).

O espalhamento Rayleigh(figura 8) tem probabilidade de ocorréncia muito maior que
o Raman, bem como o espalhamento Raman Stokes ocorre com mais frequéncia que o Anti-
Sokes, devido a contribuicdo do fator de Boltzmann, ou sgja, 0 nUmero de moléculas que
estdo no estado fundamental é muito maior que o de moléculas em estado excitado (SKOOG
et a., 2002). No espahamento Rayleigh, as particulas encontram-se no seu estado
fundamental (estado no qual essas particulas estdo em um menor nivel de energia). Quando
esses sofrem colisdo com o foton de energia (que é a luz incidente), passando do estado
fundamental para um estado virtual e voltam em seguida para o estado fundamental e o
foton espalhado conserva a energia que ja possuia.

Figura 10 - Diagrama dos mecanismos Raman e Rayleigh.
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Fonte: Fundamentos da espectroscopia Raman. Adaptado de SKOOG et a., 2002.

3.7 Vibragdes moleculares

As posigoes relativas dos &omos em uma molécula ndo sdo fixas, mas oscilam
continuamente como consequéncia de vibragcOes e rotacOes de diferentes tipos que
frequentemente ocorrem em suas ligagbes. No caso de uma molécula diatdbmica ou
triatdmica simples, é facil definir o nimero e a natureza de suas vibracoes e relaciona-las as
energias de absorcdo. Uma andlise desse tipo torna-se praticamente impossivel para
mol éculas formadas por vérios aomos. Moléculas grandes possuem um grande nimero de

centros de vibrag&o, os quais possivelmente sofrem interacdo, que deveréo ser consideradas
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para uma analise completa (HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

O numero de vibragdes possiveis em uma molécula poliatdbmica pode ser calculado
como descrito a seguir: Trés coordenadas (X, Y e z) sd0 necessarias para localizar um ponto
no espaco. Localizar N pontos requer um conjunto de trés coordenadas para cada ponto,
fornecendo um total de 3N. Cada coordenada corresponde a um grau de liberdade para cada
um dos domos presentes em uma molécula poliatdmica. Assim, uma molécula com N
atomos possuird 3N graus de liberdade, estes correspondendo a natureza e a quantidade de
movimentos que podem ser efetuados pelos atomos componentes da molécula. Trés deles
correspondem ao movimento translacional do centro de massa da molécula e os outros trés
graus de liberdade sd0 necessarios para descrever a rotagdo das moléculas como um todo
(PAVIA et al., 2008; HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009).

As vibracdes moleculares podem ser classificadas nas categorias de vibragcdo de
deformacéo axial ou estiramento (stretching) e deformacgéo angular (bending). As vibracbes
de estiramento sdo caracterizadas por uma variagdo continua na distancia interatdmica ao
longo do eixo daligacéo entre dois atomos. Os estiramentos séo classificados em simétricos
(symmetric) e assimétricos (asymmetric). As vibracdes de deformacdo angular correspondem
as variagdes no angulo entre duas ligagdes, sgja internamente em um conjunto de &omos ou
um grupo de &omos em relagdo a molécula como um todo. Tais vibragfes sdo classificadas
em quatro tipos. assimétrica no plano (rocking, balanco ou oscilagéo), simétrica no plano
(scissoring ou tesoura), simétrica fora do plano (wagging, sacudida ou balango em fase) e
assimétrica fora do plano (twisting, tor¢do ou balanco fora de fase). A Figura 11 demonstra
0s 2 modos vibracionais caracteristicos de estiramentos axiais e 0s 4 modos vibracionais de
deformagdo angular do grupo CH2 (SCHNOCKEL et al. 1994).

Figura 11 - Tipos de vibragbes moleculares. Vibracbes de deformagdo axial
assimétrica e simétrica e vibragdes de deformacdo angular dos tipos tesoura, tor¢do, balanco

e rotacao.
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Fonte: SANTIAGO, 2018.

3.8 Estudo ADMET

3.8.1 Farmacocinética

A acdo de um farmaco, quando administrado em humanos ou animais, pode ser
dividida em trés fases: i) fase farmacéutica. ii) fase farmacocinética, iii) fase
farmacodinamica. Na fase farmacéutica, ocorre a desintegracdo da forma de dosagem,
acompanhada da dissolucdo da substéncia ativa. As fases farmacocinética abrange os
processos de absorcao, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET). E a
fase farmacodinamica esta relacionada com a interacdo do farmaco com seu avo e a
producdo do efeito terapéutico (PEREIRA, 2007).

Os estudos das diversas vias que o fa&rmaco deve percorrer no complexo sistema
biologico do corpo humano, desde a sua administragdo até atingir a circulagdo sanguinea
para desempenhar 0 efeito  terapéutico esperado, fazem parte da
farmacocinética ( WATERBEEMD; GIFFORD, 2003). Determinando assim a velocidade do
inicio da acdo, a intensidade do efeito e a duracdo da acdo do farmaco (CLARK et al.,
2013).

3.8.2 Constante de distribuicdo pH 7,4 (Log D7.4)

A maioria dos farmacos conhecidos contém grupos ionizaveis (com carga) e sao
provavelmente carregadas em pH fisiolégico, o descritor Log P apenas descreve o
coeficiente de particdo de moléculas neutras (sem carga). Ja o Log D é um descritor que
avalia também a lipofilicidade de uma molécula. 1sso pode ser determinado de maneira
semelhante ao Log P, mas em vez de usar agua, a fase aguosa é gustada a um pH
especifico usando um tampé&o. Log D €, portanto, dependente do pH, deve-se especificar o
pH no qual o Log D foi avaliado. Geralmente, o Log P € igua ao LogDz4, ou sgja, o
logaritmo do coeficiente de distribuicio medido em pH 7,4 (pH fisiolégico do soro
sanguineo) (KERNS; DI, 2008).

3.8.3 Constante de ionizago (pKa)

O pKa é a constante de ionizacdo de um composto quimico. Os compostos écidos
tendem a ser mais sollveis e menos permeavels em pH elevados e os compostos bésicos
tendem a ser mais solUveis e menos permeaveis em pH baixo (LAGORCE et al.,2011; DI;

KERNS, 2016).
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Moléculas ionizadas sGo mais sollveis em meio aquoso do que moléculas neutras,
porque sdo mais polares. Por outro lado, moléculas ionizadas tém permeabilidade menor do
gue moléculas neutras. As moléculas neutras sdo mais lipofilicas do que as moléculas
ionizadas e sdo as formas predominantes no processo de permeacdo por difusdo passiva.
Considerando que o pKa determina o grau de ionizagdo, 0 mesmo possui efeitos tanto na
solubilidade quanto na permeabilidade dos compostos, que sdo fatores que determinam a
absorcéo intestinal dos farmacos apos administracéo oral (LAGORCE et al.,2011).

3.84 Coeficiente de solubilidade (Log S)

A solubilidade de um composto é normalmente representada como log S, onde S é a
concentracdo do composto em mol/L. Na prética, cerca de 85% das drogas tém valores de
Log S entre -1 e -5 e praticamente nenhuma tem valores abaixo de -6. Valores acima de -1
estdo frequentemente associados a moléculas atamente polares que podem ter baixa
permeabilidade da membrana na auséncia de transporte ativo. Empiricamente, é evidente
que o intervalo de Log S entre - 1 a-5 para a maioria dos farmacos reflita a relacéo entre a
polaridade necesséria para razoavel solubilidade aguosa e a hidrofobicidade necessaria para
a passagem aceitavel de membrana (JORGENSEN; DUFFY, 2002).

3.8.5 Biodisponibilidade oral

Uma das propriedades farmacocinéticas mais relevante no processo de descoberta de
novos farmacos € a biodisponibilidade por via oral, que expressa o valor percentual da dose
de um farmaco administrado por via oral que atinge a circulagdo sistémica. Por definicdo,
biodisponibilidade de 100% € o valor percentual de um farmaco administrado por via
intravenosa (HARDMAN; LIMBIRD; GILMAN, 2001; WERMUTH, 2003).

Nesta tese, a biodisponibilidade foi umas das propriedades farmacocinéticas avo

para o desenvolvimento de model os preditivos da farmacocinética ADMET.

3.8.6 Barreirahematoencéfalica (BBB)

A barreira hematoencefdlica (BBB) € uma barreira celular ativa que fornece tanto
uma obstrucdo fisica a entrada de moléculas quanto, pela expressdo dos transportadores de
drogas, um mecanismo dindmico para o controle a permeagdo de drogas para o cérebro. Esta
barreiratem sido estudado extensivamente por seu papel na farmacol ogia de medicamentos,

principalmente porque possui a maior érea de superficie para a passagem de compostos do
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sangue para o cérebro ( NICHOLLS; YOUDIM, 2016).

3.9 Docagem molecular

O método de docagem molecular pode ser aplicado em diversas etapas no processo
de desenvolvimento de um farmaco, como para previsao do modo de ligacdo entre o ligante
e 0 receptor, na identificacdo de potenciais ligantes, e até no calculo da afinidade de ligacéo
(BARTUZI et al., 2017).

Os softwares que realizam a docagem molecular sdo fundamentados em um
algoritmo de busca que explora todo 0 cenario energético de um sistema em busca das
melhores conformagdes que possibilitam uma ligac8o mais estavel (GUEDES et al., 2014).
Eles sGo baseados em uma funcéo de pontuacdo que atribui pontuacdes as conformacdes
obtidas pelo algoritmo de busca e os classifica, orientando qual conformagdo é mais
favorével auma determinada ligagdo (GRASEL, 2013).

O software AutoDock, escolhido para este estudo, € capaz de realizar a previsdo de
forma rapida e precisa das conformagdes estruturais e das energias de ligacdo entre os
ligantes e seus avos macromoleculares (MORRIS et a., 2009). Este utiliza um método
baseado em grades (Figura 12) onde uma macromolécula alvo é incorporada. Em
seguida uma sonda € inserida em cada ponto da grade e entéo € calculada a energia de
interac8o entre os &omos do alvo e a sonda, sendo entdo armazenada essa informacdo em
mapas de energia. O software utiliza estes valores como referéncia durante as simulagdes de
docagem. Ele também associa uma funcdo de pontuacdo baseada no campo de forca
empirico de energia livre com um algoritmo de busca estocastico, fornecendo uma previsao
rapida e eficaz. Este método foi calibrado por meio de estudos de validacdo com 188

complexos ligante-receptor com energias de ligag&o e estruturas conhecidas, e foi observado

um erro padréo entre 2 a 3 kcal/mol entre os resultados de energia de ligagéo (MORRIS et
al., 2009).
Figura 12 — llustracdo dos pontos de grade utilizados pelo software Autodock.
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https://www.amazon.com.br/s/ref%3Ddp_byline_sr_book_1?ie=UTF8&field-author=Glynis%2BNicholls&text=Glynis%2BNicholls&sort=relevancerank&search-alias=stripbooks
https://www.amazon.com.br/s/ref%3Ddp_byline_sr_book_2?ie=UTF8&field-author=Kuresh%2BYoudim&text=Kuresh%2BYoudim&sort=relevancerank&search-alias=stripbooks

Fonte:: Manual do wusudrio do software AutoDock, MORRIS et al. (2001). Disponivel em:

http://autodock.scripps.edu/fags-help/manual/autodock-3-usersguide/AutoDock3.0.5_UserGuide.pdf, manual

do usuario.

A procura do sitio de ligac@o pode ser feita através de quatro métodos sendo estes: 0s
baseados em um campo de forga, 0s que utilizam algoritmos genéticos (evolutivos), os que
se baseiam na construgdo incremental e os que buscam uma complementaridade de formas
entre o ligante e o receptor (PICCIRILLO; AMARAL, 2018).

Métodos de docagem molecular sdo estratégias de ato desempenho para o
desenvolvimento de estudos que visam investigar, dentro de um conjunto de Vvé&rios
compostos, um ligante que interaja corretamente com uma macromol écula. Essas simulacfes
podem ser executadas considerando o receptor rigido ou flexivel. Na abordagem rigida a
estrutura macromolecular permanece estatica enquanto as ligagdes rotacionaveis do ligante
sd0 livres para girar, e buscam se adequar da melhor forma ao sitio de ligagdo. Ja
na abordagem flexivel, os ligantes e as estruturas pertencentes ao sitio de ligacdo do
receptor, como suas cadeias ramificadas e os aminoécidos que participam do processo de
ligagdo, sdo consideradas dinamicas, sendo livres para se ajustarem um ao outro (GODOI et
a., 2017).

3.10 Generalidades da difracéo deraios x (DRX)

Apbs a descoberta da difracao de raios-X em 1912, os pesguisadores passaram a
dispor de importante metodo para determinar as estruturas de muitas substancias, iniciando
pelas formas cristalinas, onde ha repeticao do arranjo de atomos distribuidos regularmente e
distanciados de alguns angstrons que difratam os raios-X. W. Henry Bragg e seu filho W.
Lawrence Bragg sao responsaveis pela introducao da tecnica de difracao de raios-X e as
aplicacoes foram possiveis gracas as propriedades dos raios-X descobertas por outros
cientistas como Max von Laue em 1914 e P. Debye e P. Scherrer em 1915 (MOORE e
REYNOLDS, 1997).

A difracdo de raios-X, método do pd (ou policristalino), tem sido responsavel pelo
desenvolvimento de vérios ramos da Ciéncia e Tecnologia. E uma das técnicas mais eficazes
nas andlises qualitativa e quantitativa de compostos cristalinos em materiais organicos,
inorgéanicos, metalicos e cerdmicos, dentre outros, em varias aplicagcdes. S0 andlises néo-
destrutivas em amostras em forma de pd, secdo plana de solidos, filmes finos em substratos,
precipitados, residuos, etc (POOJARY, 1997).
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O conhecimento da estrutura cristalina de materiais € essencial, pois assim acabamos
conhecendo suas propriedades estruturals e possivelmente monitorar 0 Seu comportamento
sob diversas condicdes, possibilitando desenvolver novos materiais a partir de matrizes
conhecidas (TOLEDO, 2003).

Raios-X interagem com o0s &omos (mais precisamente com 0S seus elétrons)
presentes na rede cristalina do material irradiado. O fendmeno da difracdo de raios-X pelos
cristais resulta de processos de espalhamento, onde os raios-X sdo espalhados pelos elétrons
dos atomos sem mudancas no comprimento de onda (espalhamento coerente ou de Bragg ou
interferéncia construtiva) (TOLEDO, 2003). O feixe difratado € produzido por tal
espalhamento somente quando certas condigcdes geométricas sao satisfeitas, expressas pela

Lei de Bragg (Figura 13 e Equacéo 3.1) ou por equacdes de Laue.

Figura 13 — Representacdo daLei de Bragg

Fonte: TOLEDO, 2003

O difratograma resultante para 0 material analisado, apresenta posicbes e
intensidades dos efeitos da difracdo, servindo ndo somente para a identificagdo das fases
cristalinas presentes, mas para uma completa elucidacdo de sua estrutura (KLUG e
ALEXANDER, 1974).

Quando uma amostra € irradiada por um feixe de raios-X, em um difratébmetro de
raios-X convencional, a sua rede atbmica age como se fosse uma grade tridimensiona

difratando o feixe de raios-X em angulos especificos. Esta intensidade difratada (1) a cada
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angulo 20 ¢ registrada por um contador de fotons posicionado simetricamente ao tubo com
relacdo a superficie da amostra. Em decorréncia, a condi¢do para a existéncia de raios-X
difratados por um conjunto de planos cristalinos com distancia interplanar (d) é dada pela

Lei de Bragg:

nA = 2dsenB 3.1

sendo: n — a ordem de reflexdo — um nimero inteiro positivo; A — o comprimento de onda
incidente (que geramente é a radiagdo caracteristica do metal-avo utilizado no tubo de
raios- X); d — a distancia interplanar (entre planos paralelos) da estrutura cristalina; 6 — o

angulo de incidéncia e de reflexdo dos raios-X (angulo de Bragg).

3.10.1 Rede Cristalina

Um cristal ideal é pensado como uma repeticdo de um arranjo periddico ao longo
do espago. A melhor forma de representacdo dessas estruturas € através de uma rede
cristalina em que essa rede pode ser pensada como a repeticao de unidades iguais tanto em
forma, volume e composicéo. As unidades gque se repetem ao longo da rede cristalina séo
chamadas de células unitérias. As células unitarias sdo unidades que possuem forma e
contelido iguais, isto é a distribuicdo dos &omos moléculas ou ions € a mesma
(MAGALHAES, 2014).

Dentro de um sistema cristalino, as unidades que o compdem podem se dispor de
diferentes formas em uma célula unitaria, gerando diferentes combinacfes. Dentre as
combinagBes possiveis estdo células unitarias com uma unidade no centro, célula unitéria de
corpo centrado, com uma unidade em cada face, célula unitéria de face centrada, com
unidades nas faces opostas, célula unitéria de face centrada e as células unitérias com
unidades apenas nos vértices, céulas unitérias primitivas (MAGALHAES, 2014).

A esse conjunto de células unitarias € dado o nome de Rede de Bravais, em
homenagem ao cristaldgrafo Auguste Bravais que primeiramente as descreveu
matematicamente. As Redes de Bravais sdo compostas de 14 tipos de células unitarias,
conforme mostrado na Figura 14. Apesar de outros tipos de arranjos espaciais serem
possiveis, apenas 14 células unitarias podem ser descritas de forma Unica formando assim as
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Rede de Bravais (MAGALHAES, 2014).

Figura 14 — Céulas unitérias referentes a 14 redes de bravais.

Fonte: MAGALHAES, 2014

3.11 Caorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A caorimetria exploratoria diferencial (DSC) pode ser definida como umatécnica
no qual se mede a temperatura e o fluxo de calor associados com as transicoes do material
analisado em funcéo da temperatura e do tempo. Da mesma forma que as demais técnicas
termoanaliticas, essa técnica possui uma substancia de referéncia, contudo, esse método
mede a variagdo da entalpia do sistema fornecendo informagdes referentes as mudancas
fisicas e quimicas do material envolvendo processos de liberacdo e absor¢éo de calor como
também mudancas na capacidade.

A andlise de DSC pode exibir caracteristicas especificas dos materiais, tais como:
temperatura de transicdo vitrea, temperatura de cristalizacdo, ponto de fusdo, pureza, calor

especifico, oxidacdo, cinética entre outras.

32



4 PRODUCAO CIENTIFICA

Manuscrito 1(Capitulo 4) — Structural, vibrational, band structure and partial
density of states proprieties for hydrazone crystal of 2-(4-nitrobenzylidene)-1
(phthalazine-1(2H)-ylidene)hydrazine

lgor Kleber Campos Lima, Jose Barbosa Silva, Francisco Rogenio da Silva
Mendes, Regina Claudia Rodrigues dos Santos, Pedro Eden Lima Dantas, Valder
Nogueira Freire, Alejandro Pedro Ayala, Antonio Cesar Honorato Barreto,
Murilo Sergio da Silva Juliao, Helcio Silva dos Santos and Alexandre Magno
Rodrigues Teixeira

Revistat JOURNAL OF APPLIED CRISTALLOGRAPHY
ISSN: 1600-5767
Qualis: A2

Situacdo: Submetido

33



mantiscripd 1123916 for review

(T LTRTR
LD
R E s A

Stronctural, vileational, bamd strecture and partial demsity of states
proprielies for vdrazone covslal of

Zetdnitrobenzylidem- 1. Iazimes102HEvlidenehydrazine

Igar Kleher Campos Lima, jose Barbosa Silva, Francison Bogenio da Silva Mendes,
ihe-,ghlﬂ Clauckia Rondebgues dos Samles, Pedeo Eden Lins Danlas, Valder Mogeea

Fresre, Abeandea Pedra Aplemia Cesar Honorato Bamrele, Mirdo Sergioda
Silva Julias, Heloio Silva Sanios armwl h‘m:'uhpm Indrigu:: Tetwrira

CCHRSAEESTIAL - W T I BEPROMOAED, CROTED MO SO T OTSEES
SCILMTEC MANLSCERT

1w oo sy

Wparaary ILmpe ml

Cabrgoryr nwairh pgeen

L
drwat

Salaralibng ssathan

Akt Arlpe Rindigaind bt

St Lo b of e, A Llore Assude no sdamey, 2050, ddcino ob Mvone, CI, 05800, Brasii
Il e e o 0 DH R




Artigo 2(Capitulo 5) — Sintese, estrutura cristalina, analises estruturais e
espectroscopicas, estudos in silico e DFT de um novo derivado da isoniazida
contra Mycobacterium Tuberculosis
Igor K.C. Lima, Jose B. Silva, Jesyka M. Guedes, Mariana A. Ribeiro, Valder N. Freire,
Algjandro P. Ayala, Regina C.R. dos Santos, Bruno Poti e Silva, Emmanuel S, Marinho,
Matheus N. da Rocha, Caio H.A. Roberto, MérciaM. Marinho, Anténio C.
H. Barreto, JaizaM.L. Dias, Alexandre M. R. Teixeira, Hélcio S. dos Santos

Revista: Journal of Molecular Structure/ https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2024.141181 /
QualisA3

|SSN: 0022-2860
Situacdo: Aceito

Resumo do artigo em portu

35


https://doi.org/10.1016/j.molstruc.2024.141181

—— e

T s e

Joumsd of Meleodlir Structure

EINNVICN

Synuhesis, orystal stractuee, seroctonsd wnd spectioscopic analyses, & e
wnd DIT stuchos of x ol tsonbaxid Servvarive goenst

Myvoobacsrum Twdarmdos's

B L L, et B R e M Gl M A, Bt " Ve B e,

Abgendno I, Assin "9, Ragaon CI dos Bermn |, Bruss Pt ¢ S 'O, Dmwawsd & Mariate
Mt N dn Pucke 0 Cote 1A Bobemn O Sarcs M, Martstx |, Axssels M Sares 'O
e VUL Bun’ Abuander MR Taaslen 0 o A Aon M
—-*n*-—q et gy e By —

. b —" s 0 — . VN -
D e ‘v-‘w-ut'ﬂ

! Ovham Soprn & St San. h—lh"—h“3~

-
o — L — o — . — -l -~

LR AR N R LA R LR

e

r—e— A ah b T rl

B i
e e

i by - S—" ] p—— At W ca. D -
St e B be e - e o P — e b i (o o8 —
Pvy s Ban 4 e
D e R e

- B - E LR it s BB — - ——— . —. ————.
. THRR ) P D 1 B W TR SGATIE (T SGOTRTS B N e A .
- — -y —..._ - m'...-..-.a.
- ———— -
.—-“---ﬂ.—— w*-—-&hg—.-—.
a-.- - e
1 b—

R ettt

B e I
- B Las sl sk

Rt
L B W b

112 0L D6 e s e il e shee_osuling # | ) W -
L e L L L
B e e DO | L N e b o St i b
R e W e Ay b e A e

15 N——
EHTE e e Awe

W bl N e .-
Al O o mewn w (Ae—s A M e S—
blevaian 1] M, Uiy 4 A o s
Pl B T TR, D e, Rl s
I“m‘t“mlw-l"-.
el mngh  wwade e B ——

”w.‘“‘lu—‘-“h-

m-. 0 L W ot Vbt W S wwwn A 1y o vy @ o L. -

R I L L

— o iy DI it o b

R ) irme s bt @ vl L — A A el —

L B R .

36



CAPITULO 4

Propriedades estruturais, vibracionais, de estrutura de banda e de
densidade parcial de estados para o cristal de hidrazona de 2-(4-

nitr obenzilideno)-1-(ftalazina-1(2H)-ilideno)hidrazina

Igor Kleber Campos Lima? José Barbosa Silva?, Francisco Rogénio da Silva Mendes’,
Regina Claudia Rodrigues dos Santos®, Pedro Eden Lima Dantas®, Valder Nogueira Freire®,
Alejandro Pedro Ayala®, Anténio César Honorato Barreto®, Maria Jaiza Lima Dias/, Murilo

Sérgio da Silva Julizo®’, Hécio Silva dos Santos*?', Alexandre Magno Rodrigues Teixeira®>d
(*

@ Programa de Pos-Graduacdo em Quimica Biologica, Departamento de Quimica Biolégica,
Universidade Regional do Cariri, Crato, CE, Brasl|

b Programa de Pos-Graduagio em Ciéncias Naturais, Universidade Estadual do Ceard,
Campus Itaperi, Fortaleza, CE, Brasil

¢ Curso de Quimica, Universidade Estadual do Ceara, Campus FACEDI, Itapipoca, CE, Brasil

4 Curso de Fisica, Universidade Estadual do Ceard, Campus FAFIDAM, Limoeiro do Norte,
CE, Brasll
¢ Departamento de Fisica, Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, CE, Brasil

f Centro de Ciéncia e Tecnologia - Curso de Quimica, Universidade Estadual Vale do Acarall,
Sobral, CE, Brasil

* Autor correseondente A jexandre M. R. Teixeira, Curso de Fisica, Universidade Estadual do
Ceara - Campus FAFIDAM, Av. Dom Aureliano Matos, 2058 - Centro, Limoeiro do Norte -
CE, Brasil. Dom Aureliano Matos, 2058 - Centro, Limoeiro do Norte - CE, Brasil. Enderecos
eletronicos. a exandre.teixeira@uece.br

37


mailto:alexandre.teixeira@uece.br

RESUMO

Os compostos de hidrazona, conhecidos por suas diversas propriedades bioldgicas e
funcionais, estdo ganhando destaque na ciéncia dos materiais e nos produtos farmacéuticos.
Este estudo apresenta a sintese, as propriedades estruturais, vibracionais, de estrutura de
banda e densidade parcial de propriedades de estados para o cristal de hidrazona 2-(4-
nitrobenzilideno)-1-(ftalazina-1(2H)-ilideno)hidrazina  (doravante denominado HNFIH)
sintetizado por meio de uma reacdo de condensacdo entre hidralazina e 2-nitrobenzaldeido. A
estrutura cristalina da HNFIH foi confirmada por difracdo de raios X de cristal Unico. A
andlise de superficie de Hirshfeld destacou as principais interacdes intermoleculares,
especialmente as ligagbes de hidrogénio N-H---N e C-O---H, que estabilizam o
empacotamento do cristal. As anadlises espectroscOpicas usando as técnicas FT-Raman e
ATR-FTIR, apoiadas por calculos DFT no nivel B3LY P/6-311++G(d,p), revelaram os modos
vibracionais do HNFIH, incluindo vibrages de alongamento N-H e C-H caracteristicas e
modos de deformacdo associados ao grupo nitro. Célculos de estrutura de banda eletrénica e
densidade parcia de estados (PDOS), conduzidos com o método GGA+TS por meio do
codigo CASTEP, demonstraram a natureza semicondutora do HNFIH com uma lacuna de
banda indireta fundamental de ~1,35 eV. Os orbitais de fronteira, dominados por sistemas 7
centrados em carbono, sugerem possiveis aplicagcbes em dispositivos optoeletrénicos e
eletronica molecular. A integracdo de analises experimentais e tedricas oferece uma
compreensdo abrangente dos atributos estruturais e funcionais da HNFIH, reforcando sua

adequacdo para aplicactes hibridas bioel etronicas e fotnicas.

Palavras-chave: Derivado de hidralazina; estrutura cristalinag DRX; ATR-FTIR, FT-
Raman, calculos DFT, superficies Hirshfeld.
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1. INTRODUCAO

As hidrazonas pertencem a uma classe de compostos com estrutura geral -C=N-NH-.
Essa classe de compostos tem despertado crescente interesse cientifico, devido ao seu amplo
espectro de aplicacdes e propriedades quimicas, terapéuticas, bioldgicas e industriaig[1-3] .
Os desafios farmacéuticos levaram a um crescimento sem precedentes na pesquisa de
desenvolvimento de novos medicamentos. Assim, 0S cOmpOostos organicos que possuem uma
porcdo de acil-hidrazona em sua estrutura quimica tém excelentes propriedades
farmacologicas e biolégicas com potencial atividade terapéutica como antiviral,
anticonvulsivante, antituberculose, antifungica, antibacteriana, antioxidante, anti-inflamatéria,
antitumoral e antidepressiva[4-8] . Vae mencionar que varios medicamentos contendo um
fragmento de acil-hidrazona em sua estrutura quimica foram aprovados e utilizados em
diversos paises, entre os quais podemos citar: nifuroxazida (antisséptico intestinal),
dantroleno (relaxante muscular) e carbazocromo (antisséptico, hemorrégico)[9] . A ligacéo
azometina (-C=N-) permite que os isdbmeros geométricos E e Z aterem reversivelmente as
configuracdes por dois métodos: rotacdo do substituinte em torno daligacdo C=N por meio de
um estado de transi¢do polar e inversdo no nitrogénio imina por meio de um estado n&o polar,
tornando as hidrazonas viaveis para aplicagdes em méquinas e interruptores moleculares[ 10-
14], em fotocontrole baseado em transferéncia de protons intramoleculares de estado
excitado[15] e em células solares [16].

Novas hidrazonas podem ser obtidas a partir da hidralazina, que é usada como um
redutor emergencial da pressdo arterial para pacientes que sofrem de hipertensdo[17] . Os
derivados da hidralazina tém atraido atencdo significativa tanto na area farmacéutica quanto
na ciéncia dos materiais. Os derivados da hidralazina demonstraram propriedades
farmacol 6gicas como: antimicrobiang[18, 19] , anticancer[19, 20] , antioxidante[19] , anti-
hipertensiva[21] e como potentes agentes vasodilatadores22]. Em estudos recentes, 0s
derivados da hidralazina foram investigados como materiais potenciais para células solares
organicas e aplicactes Opticas ndo lineares (NLO)[23] . As andlises da teoria do funcional da
densidade (DFT) e sua extensdo dependente do tempo (TD-DFT) revelaram que determinados
compostos a base de hidralazina possuem propriedades eletronicas favoraveis, como lacunas
de banda adequadas e alta hiperpolarizabilidade, tornando-os candidatos promissores para
dispositivos optoel etronicog 23]. A versatilidade dos derivados da hidral azina decorre de suas
estruturas quimicas exclusivas, que permitem que eles intergjam com avos hiolégicos e
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formem materiais funcionais, como as estruturas supramoleculares de Cd(l1) complexadas
com ligantes de hidralazina que promovem a ciclizagdo da hidrazonaftalazina para
triazolftalazina[24].

Como as hidrazonas derivadas da hidralazina sdo de grande importancia no campo da
biologia, quimica e fisica, este trabalho se concentra na sintese, nas propriedades estruturais e
vibracionais e na estrutura de banda do cristal de hidrazona da 2-(4-nitrobenzilideno)-1-
(ftalazina-1(2H)-ilideno)hidrazina (doravante denominada HNFIH). O estudo da estrutura
estrutural, vibracional, da estrutura de banda e da densidade parcia de estados (PDOS) nesse
cristal molecular é fundamental para a compreensdo de suas propriedades quimicas e fisicas.
Cada uma dessas propriedades oferece percepcdes distintas e valiosas sobre as caracteristicas

do material e suas possiveis aplicacdes.

2. MATERIAISE METODOS
2.1. Sintese da hidrazona HNFIH

O composto HNFIH foi sintetizado a partir da reacdo de hidralazina e 2-
nitrobenzaldeido. Esses compostos foram dissolvidos em metanol. As misturas das soluctes
foram aquecidas sob agitagdo continua por 45 minutos a 100 °C. A evaporacdo lenta do
solvente a temperatura ambiente deu origem ao cristal de hidrazona: 2-(4-nitrobenzilideno)-1-
(ftalazina-1(2H)-ilideno)hidrazina (HNFIH) com uma cor laranja e um ponto de fusdo de 236
°C.

i H S
N <My
O,N Nn? Y

Esguema 1. Rota de sintese usada na preparacéo da hidrazona HNFIH
2.2. Caracterizacao experimental

A determinagdo da estrutura cristalina do cristal foi realizada por meio de difracéo de
raios X de cristal unico. Essa medicdo foi realizada no Centro Regional de Cristalografia

Estrutural do Departamento de Fisica da Universidade Federa do Ceara, utilizando um
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difratdbmetro de geometria Bruker D8 VENTURE Kappa, equipado com um detector CPAD
PHOTON II, uma fonte microfocal MoKa INCOATEC IuS 3.0 (A =0,71073 A).

As medicbes de espectroscopia Raman com transformada de Fourier (FT-Raman)
foram realizadas usando o espectrdmetro Bruker Vertex 70 FT-Raman com modulo Ram |1,
com a amostra excitada pela linha de 1064 nm do laser Nd:Y AG, e o espectro foi registrado
nafaixa espectral de 40 cm? 24000 cm™.

A espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier com refletancia total
atenuada (ATR-FTIR) foi medida usando um espectrometro Bruker Vertex 70v FT-IR com um
acessorio de refletancia total atenuada trabalhando com um cristal de ZnSe. O espectro FTIR-
ATR foi registrado a temperatura ambiente na faixa espectral de 400 cm™ a 4000 cm® com

uma resolucdo de 4 cm! e acumulando 60 varreduras por espectro.

2.3. Célculos DFT

Calculos DFT usando o programa Gaussian 09, aplicando o funcional hibrido B3LYP
com o conjunto de bases 6-311++ G(d,p), foram realizados para obter a estrutura otimizada e
0s modos vibracionais da molécula de hidrazona HNFIH. Os nimeros de onda calculados
foram entéo correlacionados com os observados nos espectros experimentais de Raman e
infravermelho (IR) usando um fator de 0,967 para frequéncias abaixo de 2000 cm™ e um fator
de 0,958 para frequéncias acima de 2000 cm™. A célula unitéria do cristal de hidrazona
HNFIH foi plotada usando o programa Mercury[25], e as superficies de Hirshfeld e os
graficos de impressdo digital foram gerados usando o programa Crystal Explorer .[26]

As andlises de estrutura de banda €eletronica e densidade de estados para o cristal de
hidrazona HNFIH foram realizadas usando o codigo CASTEP[27, 28] . A equacdo de Kohn-
Sham de uma particula autoconsistente foi resolvida para obter as energias e orbitais de
elétrons na aproximacdo de densidade local - LDA[29] e na aproximacdo de gradiente
generdizado Perdew-Burke-Ernzerhof - GGA-PBE[30] . A correcéo de dispersdo proposta
por Tkatchenko e Scheffler - T§[31] foi adicionada paralevar em conta forgas n&o covalentes,
como a de van der Wads, que € relevante em cristais moleculareg32, 33]. Os
pseudopotenciais de conservagdo de normas[34, 35] foram adotados para descrever a
interacdo entre os elétrons de valéncia e do nucleo. Foram escolhidas as seguintes
configuracdes de elétrons de valéncia: 28> 2p? para o carbono, 2s> 2p® para o nitrogénio, 2s>
2p* para 0 oxigénio. Um conjunto de base de onda plana descreve os elétrons de valéncia com
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cortes de energia definidos para 830 e 1100 eV para verificar a convergéncia na energia tota
minima para cada célula unitaria. As posi¢des dos &omos, os vetores da rede e os angulos das
células puderam relaxar obedecendo aos seguintes limites de convergéncia: variagdo total da
energiainferior a 0,5 x 10° eV/&tomo, forca méxima por &omo inferior a 0,01 eV/A, pressio
inferior a 0,02 GPa e deslocamento atémico méximo inferior a 0,1 x 10° A. O algoritmo
Broyden-Fletcher-Gol dfarb-Shanno - BFGS[36] foi empregado para realizar a otimizagéo da
célula unitaria. A convergéncia de campo autoconsistente foi obtida quando a energia
total/&tomo variou em menos de 0,5 x 10° eV em uma janela de convergéncia de trés ciclos. A
grade Monkhorst-Pack de 1 x 4 x 1[37] foi usada para amostrar a primeira zona de Brillouin
paracristais de hidrazona HNFIH.

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1. Andlise estrutural

A difracdo de raios X de cristal unico confirmou a estrutura cristalina da hidrazona
HNFIH ja depositada no banco de dados do Cambridge Structural Data Base (CCDC), com o
nimero de depdsito CCDC: 1062225[38]. A representacdo estrutural da molécula e a célula
unitéria do cristal da hidrazona HNFIH sdo mostradas na Figura 1(a) e na Figura. 1(b),
respectivamente. A molécula de hidrazona HNFIH tem o nome quimico 2-(4-
nitrobenzilideno)-1-(ftalazina-1(2H)-ilideno)hidrazina e a formula molecular
C1sH11NsO2[39]. A estrutura molecular dessa hidrazona tem trés anéis arométicos, um dos
quais é o anel fenil, que esta ligado ao grupo funcional nitro (NO2), e dois anéis arométicos
conjugados (a unidade de ftalazina que vem do composto hidralazina). O cristal da hidrazona
HNFIH, a uma temperatura de 100 K, tem uma estrutura monoclinica com grupo espacial
P21/c com quatro moléculas por célula unitéria e parametros de rede: a = 14,9193(4) A, b =
3,80140(10) A, ¢ = 23,8964(7) A, o= 90,0° B = 107,1950(10)°, y = 90,0° e volume V =
1294,69(6) A [39].
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Figura 1. (a) A representacdo estrutural da molécula da hidrazona HNFIH. (b) A célula
unitaria do cristal da hidrazona. As cores dos atomos, em bolas brancas, vermelhas, cinzas e
roxas, correspondem aos é&omos de hidrogénio, oxigénio, carbono e nitrogénio,
respectivamente.



A Figura 2 mostra a hidrazona das superficies de Hirshfeld para HNFIH mapeada com
dnorm (em 2a), indice de forma (em 2b), curvatura (em 3c) e graficos de impressao digital 2D

das interagdes intermoleculares (em 2d para N-H...N e em 2e para C-O...H).

Hirshfeld surfaces of HNFIH Fingerprint plots
S " (d):
\

(a) (b)

Figura 2. Superficies de Hirshfeld para a hidrazona HNFIH mapeadas com dnorm (em 2a),
indice de forma (em 2b), curvatura (em 2c) e graficos de impressdo digital 2D das interacfes
intermoleculares (em 2d paraN-H...N e em 2e para C-O...H).

Na Figura 2a sdo mostradas as superficies de Hirshfeld para a hidrazona HNFIH
mapeada com dnorm. Os pontos vermelhos mostram os contatos intermoleculares, onde dnorm
€ menor do que a soma de seus raios de van der Waals (dnorm) < X r¥®* [40] . Dois pontos
vermelhos sdo claramente identificados nessa superficie, associados a contatos
intermoleculares entre N-H...N, definindo o alinhamento cabeca-cauda. Considerando que o
valor médio dos raios de van der Waas para os aomos de nitrogénio e hidrogénio
s80, respectivamente,r*® (N) = 1.54 A, er"™ (H) = 1.14 A[41] , os valores de dnorm para

os dois pontos vermelhos correspondentes aos contatos intermoleculares entre N-H...N sdo

iguais a 2,128 A. EntZo, a razéog’:’% para os contatos intermoleculares entre N-H...N é igual

a 0,794 para a hidrazona HNFIH.
Na Figura 2b é mostrada a superficie de Hirshfeld mapeada com o indice de forma
para a hidrazona HNFIH. O mapa do indice de forma fornece uma representacéo detalhada

das interacbes moleculares, identificando depressdes complementares (indicadas em
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vermelho) e saliéncias (indicadas em azul) onde duas superficies moleculares entram em
contato uma com a outra [40] . O padrdo de tridngulos vermelhos e azuis na superficie do
indice de forma, como visto na Figura 2b, € caracteristico do contato intermolecular Cr e
N=r[42, 43]

Na Figura 2c é mostrada a superficie de Hirshfeld mapeada com curvatura para a
hidrazona HNFIH. A curvatura é uma fungdo da curvatura da raiz quadrada média da
superficie[40] . As areas verdes (relativamente planas) sdo separadas por bordas azuis escuras
(grande curvatura positiva). Os pequenos pontos vermelhos no mapeamento da curvatura na
Figura 2c indicam outros contatos intermol ecul ares relevantes, como, por exemplo, os contatos
curtos C-H de uma molécula com a ligagdo H-C da outra molécula da hidrazona HNFIH e o
contato intermolecular N-O...H.

Na Figura 2d e na Figura 2e € mostrado o grafico de impresséo digital 2D mapeado da
distribuico das duas principais distancias intermoleculares no empacotamento cristalino da
hidrazona HNFIH, que sdo evidenciadas pelo padréo de picos acentuados caracterizados para as
ligagOes de hidrogénio N-H...N (indicado na Figura 2d) e C-O...H (indicado na Figura 2e).

Em resumo, a andlise da superficie de Hirshfeld para o cristal de HNFIH mostrou que a
estrutura cristalina é estabilizada pelas interaces intermol eculares de ligagdes de hidrogénio e

contatos intermol ecul ares rel evantes entre as mol éculas de hidrazona

3.2. Andlisevibracional

Os espectros vibracionais do cristal de hidrazona HNFIH, obtidos a temperatura
ambiente usando as técnicas espectroscopicas FT-Raman e ATR-FTIR, sdo mostrados na
Figura3

A andlise dos espectros vibracionais Raman e infravermelho realizada por meio de
clculos DFT na molécula de hidrazona HNFIH, com a formula molecular C1sH11NsOz2, que
tem 33 &omos, nos permitiu obter os 93 modos vibracionais internos da molécula HNFIH.
Como o cristal de hidrazona HNFIH possui quatro moléculas por célula unitéria, portanto, no
cristal HNFIH sdo esperados 393 modos Opticos e 3 modos acusticos. Os modos Opticos e
acusticos sdo distribuidos em relacdo as representagdes irredutiveis da seguinte forma:
I'6ptico= 99A g+ 98 Au+ 99Bg + 97Bu, e I'aclstico = Au + 2Bu. Os modos ativos Raman sao
esperados nas representacOes irredutiveis 99Ag + 99Bg, enquanto os modos ativos
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infravermel hos séo os das representactes irredutiveis 98Au + 97Bu.

Na regido de nimeros de onda entre 3500 e 2800 cm™ sfo esperados os modos de
estiramento de N-H e C-H. A banda de IR em 3288 cm’ corresponde a0 modo
de estiramento N-H presente na unidade de ftalazina. A banda de IR em 2922 cm

corresponde ao modo de estiramento de C-H localizado no esqueleto que une 0s anéis

aromaticos.
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Figura 3. (a) Espectro ATR-FTIR e, em (b), espectro FT-Raman do cristal de hidrazona
HNFIH

Na regi&o de nimeros de onda entre 1700 e 1358 cm™, sio encontrados os modos de
estiramento de O-C, N-C e C-C, modos tesoura de CC=N, CCC, HNN, HCN e os modos de
deformacdo angular de HCN. O modo de vibracdo de estiramento C-N da molécula de
HNFIH é observado no espectro ATR-FTIR a 1612 cm™ e em Raman a 1600 cm™. J4 0 modo
vibracional de deformag&o angular C-N-N € observado no espectro ATR-FTIR a1339 cm? e
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no espectro Raman a 1344 cm®. Na regido entre 1015 cm™? e 751 cm™ estdo os modos de
deformacgdo angular de HCC, CCC, O-NC, C-NN e os modos de estiramento de C-C.

Na regido de nimeros de onda entre 750 cm™ e 200 cm?, sdo encontrados os modos de
deformacdo angular fora do plano e os modos de tor¢cdo de CCCC, HCCC, HNNC, NCC,
CCNC, NNCC e CCNN, e os modos de deformacgédo angular de NO2, N-- CC, NNC, CCC,
CN-- C, CC-- N, N-- CC. O modo vibracional de deformagao angular do grupo nitro, NO2 de
HNFIH, é observado no espectro ATR-FTIR a 735 cm e no espectro Raman a 743 cm™.

Na regido do espectro Raman abaixo de 200 cm?, s30 esperados os modos da rede
cristalina. No entanto, vale a pena observar que nossos célculos DFT foram realizados na
molécula de hidrazona HNFIH, e ndo no cristal, de modo que essa regido dos modos de rede
também contém modos mistos da rede cristalina com modos internos da molécula,

principalmente modos de torcéo e deformacéo dos anéi's arométicos da hidrazona HNFIH.

3.3. Estrutura de banda e densidade parcial de estados

A Figura 4 ilustra a estrutura da banda eletrénica, a densidade parcial de estados
(PDQOS) e a primeira zona de Brillouin do cristal de hidrazona HNFIH, calculada dentro da
estrutura GGA + TS usando um corte de energiade 830 eV. A andlise revelaque o HNFIH se
comporta como um semicondutor com varias transicoes eletronicas indiretas originadas no
ponto I' da zona de Brillouin. Especificamente, a transi¢ao fundamental ocorre a partir de I'
— al com uma lacuna de energia de 1,35 eV, enquanto duas transi¢des quase degeneradas I'
— a2 eI’ » a3 exibem uma energia ligeiramente maior de 1,36 €V. Essas pequenas
diferencas de energia sugerem a presenca de minimos de banda de conducdo quase
degenerados, um recurso normalmente associado a cristais moleculares estruturalmente

flexiveis estabilizados por interagdes ndo covalentes44]

As bandas eletronicas proximas ao nivel de Fermi apresentam dispersdo moderada,
principamente na banda de conducéo, indicando um equilibrio entre os estados €letrénicos
localizados e deslocalizados. Os maximos da banda de valéncia, localizados em I, mostram
um carédter relativamente plano, implicando mobilidade reduzida de buracos, enquanto os
minimos da banda de condugao nos pontos o mostram maior dispersao, o que pode facilitar o

transporte de el étrons ao longo de determinadas diregbes cristalogréficas [45].

A densidade de estados projetada (PDOS) na Figura 4 revela que os &omos de carbono
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contribuem significativamente para as bandas de valéncia e de conducéo do cristal de hidrazona
HNFIH, especidmente por meio de seus orbitais 2p. Essas contribuicbes se originam
predominantemente dos &omos de carbono arométicos e da unidade de hidrazona, que inclui as
porcdes conjugadas C=N e C=C. Essas caracteristicas estruturais sdo bem conhecidas por dar
origem a sistemas de elétrons n deslocalizados. No nosso caso, esses orbitais centrados no carbono
formam os estados de fronteira proximos ao nivel de Fermi, que estdo envolvidos nas transicoes
eletronicas indiretas fundamentais I' — ol (1,35 eV) e ' — a2/a3 (1,36 eV) identificadas na
estrutura da banda. O carater 1 — =n* dessas transi¢des €, portanto, apoiado pela composi¢do

orbital das bandas préximas alacuna [46].

Nossas descobertas estédo de acordo com estudos anteriores sobre cristais a base de
hidrazona, em que os sistemas 7-conjugados também dominam os estados el etrénicos de fronteira.
Por exemplo, em um estudo recente de um cristal de hidrazona estruturalmente relacionado, foram
relatadas fortes transi¢des m-n* na regido UV-vis perto de 3,98-4,13 €V, atribuidas a excitactes
entre orbitais centrados em carbono[47] . Embora a faixa de energia exata seja diferente devido a
estrutura molecular e a0 empacotamento, 0 mecanismo subjacente - excitagdes w-m*
impulsionadas por redes de carbono conjugadas - é observado de forma consistente. Essas
comparagdes confirmam que os recursos eletrénicos observados no cristal de hidrazona HNFIH
s80 caracteristicos dos sistemas de hidrazona, validando ainda mais nossas andlises de PDOS e de

estrutura de banda.

A primeira zona de Brillouin, conforme mostrado na inser¢do da Figura 4, corresponde a
simetria triclinica da rede do cristal de hidrazona HNFIH, caracterizada pela auséncia de
elementos simétricos ortogonais e, portanto, um espago reciproco altamente anisotropico. A
presenca de vérios pontos o equivalentes a simetria enfatiza a necessidade de uma amostragem
cuidadosa dos estados eletrOnicos, especialmente a0 avaiar as transicdes indiretas ou o
comportamento excitonico. ConsideragOes semelhantes foram relatadas para cristais moleculares
de pB-alanina e alanina HCI, em que as lacunas de banda indireta e a complexidade da zona de
Brillouin foram vinculadas a anisotropia estrutural e aos motivos especificos de ligacdo de
hidrogénio [48].

Do ponto de vista do design, os valores de intervalo de banda de ~1,35-1,36 €V para 0
cristal de hidrazona HNFIH estdo dentro da faixa ideal para aplicagdes optoel etronicas, incluindo
semicondutores orgéanicos e fotonica baseada em medicamentos. O intervalo de banda
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relativamente estreito, juntamente com a conjugagdo m pronunciada e os orbitais de fronteira
dominados por carbono, apoia o potencial do cristal de hidrazona HNFIH como candidato a um

suporte semicondutor em interfaces bioel etronicas hibridas.
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Figura 4. (a) Céulas unitarias em espacos reais e reciprocos, com pontos de alta simetria no espaco
reciproco indicados por pontos vermelhos. (b) Estrutura de banda de Kohn-Sham para o cristal de
hidrazona HNFIH, tracando direcBes de alta simetria na primeira zona de Brillouin usando 0 método
GGA+TS e um corte de energia de 830 eV. As transi¢des de lacuna direta sGo marcadas por setas
vermelhas. (¢) Densidade parcial de estados (PDOS) detalhando as contribui¢des atdmicas.
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4. Conclusao

Este estudo forneceu uma caracterizacdo estrutural, vibracional e eletrénica abrangente
do cristal de hidrazona 2-(4-nitrobenzilideno)-1-(ftalazina-1(2H)-ilideno)hidrazina (HNFIH).
A sintese bem-sucedida da HNFIH por meio de uma reacéo de condensacdo foi confirmada
pela difracdo de raios X de cristal Unico, revelando uma estrutura monoclinica estabilizada
por uma rede de ligacdes de hidrogénio intermoleculares, conforme destacado pela andlise de
superficie de Hirshfeld. As principais interaces, como N-H...N e C-O...H, desempenham um
papel fundamental na manutencdo do empacotamento do cristal e do alinhamento molecular.
As técnicas de espectroscopia vibracional usando ATR-FTIR e FT-Raman com o apoio de
calculos DFT forneceram uma visdo detalhada dos modos vibracionais do HNFIH. Alguns
modos caracteristicos de alongamento e deformacdo foram identificados, especiamente
aqueles associados as porgdes funcionais nitro e hidrazona, confirmando as assinaturas
vibracionais do composto sintetizado. Os célculos de estrutura eletrénica usando 0 método
GGA+TS demonstraram que o cristal de hidrazona exibe um comportamento semicondutor
com uma lacuna de banda indireta de aproximadamente 1,35 €V. A densidade de estados
projetada (PDOS) revelou que os orbitais @ centrados em carbono contribuem principalmente
para os orbitais de fronteira proximos ao nivel de Fermi, destacando o potencial do material
em semicondutores organicos. A dispersdo moderada da banda na banda de conducdo sugere
caracteristicas viaveis de transporte de elétrons ao longo de diregbes cristalogréficas
especificas. Esses resultados indicam o potencial do cristal de hidrazona HNFIH como um
candidato a semicondutor, o que poderia ser favoravel em aplicagcbes optoeletronicas e
bioeletronicas. A versatilidade inerente a estrutura da hidrazona também pode abrir caminho
para novos derivados com propriedades eletronicas e estruturais personalizadas, oferecendo
oportunidades interessantes para a inovagdo de materiais e a fabricagdo de dispositivos

funcionais.
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RESUMO

Um novo cristal de hidrazona, (A3-phosphanetetrol) [2-(ciclohexilmetil) hidrazina-1-il] (piperidin-4-il)
hidrato de metanol (HYDPH), foi sintetizado através de uma reacéo acida entre benzaldeido e isoniazida. A
sua estrutura foi caracterizada por RMN, XRD, FT-IR, Raman, espetroscopia UV-Vis e andlise DSC. A
andise de XRD a 150 K revelou que o HY DPH tem uma estrutura triclinica com um grupo espacial PT com
quatro moléculas por célula unitaria. Célculos de teoria do funcional da densidade (DFT), incluindo estrutura
de banda (BS) e densidade de estados (DOS) confirmaram um gap 6tico indireto de 2,00 eV, alinhando-se
com dados experimentais de absor¢do de UV. Foram obtidos espectros Raman e FT-IR experimentais e
tedricos, permitindo a atribuicdo dos principais modos normais do cristal HY DPH, incluindo os seus modos
de rede. A transi¢do eletronica correspondente ao primeiro estado singlete ocorre a uma energia de 4,13 eV
no espectro UV experimental, enquanto os calculos TD-DFT dependentes do tempo deram um valor de 3,98
€V. O acoplamento molecular revelou que o HYDPH seliga ao local de inibicdo da proteina Mycobacterium
tuberculosis, sugerindo potencial como agente antituberculose. A andlise ADMET indicou uma elevada
absorcdo farmacocinética, baixa lipofilicidade, distribuicdo favoravel na corrente sanguinea e elevada
biodisponibilidade oral. Além disso, a boa estabilidade metabdlica e a baixa toxicidade aguda também

tornam o HY DPH promissor como agente farmacol 6gico.

Palavras-chave: Fosfato de hidrazona, difragdo de raios X, RMN, UV-Vis, FT-IR, Raman, DSC, docking
molecular, ADMET, cdlculos DFT.
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1. INTRODUCAO

O Mycobacterium tuberculosis causa a tuberculose, uma doenca que afeta os seres humanos
h& milénios, apesar dos avangos médicos significativos [1]. Em 2022, 10,6 milhdes de pessoas
contrairam tuberculose, resultando em 1,3 milh8es de mortes [2]. A isoniazida é o principa farmaco
utilizado para tratar a tuberculose e tem sido utilizada desde 1952 [3]. Outros medicamentos anti-
tuberculose utilizados para tratar infecgbes causadas pelo Mycobacterium tuberculosis incluem a
rifampicina e a pirazinamida [1]. No entanto, o aumento da tuberculose multirresistente (TB-MDR)
exige o desenvolvimento de novos compostos anti-tuberculose que possam acelerar a eliminagéo das
bactérias, ajudando a fornecer uma alternativa que possa ser mais eficaz, menos téxica e que reduza a

duracdo do tratamento.

Os derivados de hidrazona da isoniazida podem ser promissores no desenvolvimento de
aternativas aos medicamentos de referéncia para o tratamento da tuberculose [4, 5]. As hidrazonas
pertencem a uma classe de compostos com estrutura geral -C=N-NH-. As suas propriedades quimicas,
fisicas, farmacol égicas [6-9] e aplicagdes tecnoldgicas [10] tém atraido bastante interesse cientifico. A
importancia dos cristais hibridos orgéanico-inorganicos com por¢oes de hidrazonas reside na sua
versatilidade e no amplo espectro de aplicagdes que oferecem para uso nas indUstrias farmacéutica
[11] e de ciéncia dos materiais[12, 13].

Este estudo centra-se na sintese, propriedades estruturais, espectroscopicas e farmacol 6gicas
da hidrazona (A\*-fosfanetetrol)[2- (ciclohexilmetil)hidrazina-1-il](piperidina-4-il) hidrato de metanol
(doravante denominado HY DPH), que ainda néo foi relatado. A elucidacdo estrutural foi efetuada por
ressonancia magnética nuclear (RMN) e difracéo de raios X de cristal Unico (DRX) e caracterizada por
espetroscopia Raman, infravermelho ultravioleta-visivel, microscopia e etronica de varrimento (MEV)

e calorimetria exploratoriadiferencial (DSC).

Os célculos dateoria do funcional da densidade (DFT) permitiram otimizar as geometrias, 0s
intervalos de banda eletrénica e as propriedades vibracionais e optoeletrénicas. Além disso, também
foram efetuados estudos in silico por acoplamento molecular e ADMET. O docking molecular
mostrou que o HYDPH se liga a0 mesmo sitio que o inibidor co-cristalizado MIX, formando um
complexo mais estavel do que a isoniazida e a pirazinamida. Isto indica que o0 HYDPH tem um
mecanismo idéntico e pode atuar como um agente antituberculose. Os estudos ADMET mostraram
gue o HY DPH apresenta uma boa estabilidade metabdlica, indicando uma baixa resposta toxica aguda

quando administrado por viaoral.
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2.  MATERIAISE METODOS

2.1. Sintese do cristal hibrido hidrazona-fosférico (HYDPH)

Num balo de reacdo de 25 mL, misturaram-se 0,50 mmol de benzaldeido e 0,50 mmol de
isoniazida, 9,0 mL de agua destilada e 1,0 mL de H3PO4 concentrado (Esquema 1). Esta reacéo
foi colocada sob agitacdo magnética com aquecimento (100 °C) durante 45 min. Em seguida,
foram adicionados a mistura reacional 15 mL de etanol absoluto e 20 mL de uma solucéo aquosa
gelada de NaHCO3; a 5,0%. O sdlido cristalino formado foi filtrado no véacuo e lavado com etanol
absoluto gelado [14].

0 0

H
N O
.NH, H,0, H,PO, \x/
H S N 45 min, 100 ¢C
T l H -
N .= -
=~
N

Esquema 1. Rota de sintese utilizada na preparacéo do HY DPH.
2.2. Caracterizacao experimental

O espectro de RMN de H foi medido em solvente CDClI3 utilizando Bruker DRX 500
MHz, operando a uma frequéncia de 500 MHz, e os desvios quimicos foram registrados como
valores 6 em partes por milhdo (ppm). A amostra de hidrazona-cristais fosforicos foi caracterizada
por difracdo de raios X de cristal unico e medicdes de espectroscopia (UV-VIS e Raman).

A medicdo da difragdo de raios X de cristal Unico foi efetuada utilizando um cristal claro
e amarelado de HYDPH em forma de prisma, medindo 0,5 mm x 0,15 mm x 0,05 mm, que foi
cuidadosamente montado numa micromontagem MiTeGen utilizando 6leo de imersdo para
analise. Uma fotografia dos cristais de HYDPH foi adicionada ao material suplementar (Figura
S1). Os dados experimentais foram meticul osamente recolhidos a partir de um Unico cristal a 150
K, utilizando um difratémetro Bruker D8 VENTURE com Mo/Cu CPAD de duplo comprimento
de onda, complementado por um tubo de raios X selado com microfoco e um monocromador de
espelho multicamada. O aparelho também incluiu um detector de &rea Bruker PHOTON Il CPAD
e foi apoiado por um Oxford Cryostream 800 para controle a baixa temperatura, utilizando
radiagdo CuKa (A = 1,54178 A). A recolha de dados e a determinagdo da célula unitéria foram
efetuadas com o software APEX 4[15], sendo a reducdo de dados e o refinamento globa da
célula geridos atraves do software Bruker SAINT+ [16].
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A correcdo da absorcdo foi aplicada através de técnicas multi-scan no SADABS [17]. A
solugdo estrutural foi obtida utilizando a interface Olex2 [18] com o conjunto SHELX,
principalmente através de faseamento intrinseco no ShelXT [19], identificando a maioria dos
atomos ndo hidrogénicos. A localizacdo subsequente dos restantes atomos néo-hidrogénicos foi
facilitada por mapas de diferencas de Fourier e refinada com ShelXL [20], incorporando
parametros de deslocamento anisotrépicos. Os atomos de hidrogénio foram geometricamente
colocados  refinados utilizando o modelo de equitacdo. Os conjuntos de dados cristal ograficos
associados a estrutura do cristal HY DPH estdo armazenados no Cambridge Crystallographic Data
Centre, como numero de depésito 2327004.

O espectro de absorcdo UV-Vis do HY DPH no estado sdlido foi registrado utilizando um
espetrofotdbmetro Shimadzu UV-2600 equipado com uma esfera de integracéo |SR-2600 Plus. A
amostra foi montada num suporte de amostras com uma placa de janela de quartzo e o espectro foi
medido a temperatura ambiente naregido de comprimentos de onda de 200-800 nm. Para a andlise
espectroscopica UV-Vis em solucdo, dissolveu-se 0,6 mg de HYDPH em 10 ml de etanol anidro
utilizando um espetrofotémetro UV-visivel Genesis 10S da Thermo Scientific.

O espectro de IV do HYDPH foi obtido utilizando um espetréometro FTIR ABB Bomen
FTLA 2000-102 na regifo de 400-3600 cmt, acumulando 40 varrimentos por espectro. Por sua
vez, 0 espectro Raman foi registrado a temperatura ambiente na regido de 70-3200 cm?,
utilizando um espetrémetro triplo T64000 Jobin Yvon equipado com um detector CCD (charge-
coupled device) arrefecido a nitrogénio. Uma fonte de excitagdo laser Nd:YAG a 532 nm com
uma poténcia de saida de 40 mW. A analise morfolégica dos cristais de HY DPH foi efetuada por
microscopia eletrénica de varrimento (SEM) em um microscopio eletrénico TESCAN VEGA
XMU com uma tensdo de aceleracdo de 20 kV. Antes da andlise, os cristais foram depositados
num suporte de aluminio, pulverizadas com ouro e depois submetidas aimagens MEV.

A andlise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC) do HYDPH foi efetuada em um
instrumento Shimadzu DSC-60H. As experiéncias foram realizadas sob uma atmosfera de ar
sintético com um caudal de 40 mL/min, variando a temperatura ambiente até 200°C a umataxa de
aguecimento de 10 °C/min. Aproximadamente 2,8 mg da amostra foram colocados num cadinho

de aluminio hermeticamente fechado para as medigoes.

2.3 Detalhes computacionais DFT

Para o cristal HY DPH, efetuamos célculos de mecéanica quantica de primeiros principios
utilizando o programa CASTEP [21] para minimizar a energia total da célula unitéria e obter a

propriedades estruturais e optoeletronicas. No ambito da teoria do funcional da densidade (DFT)
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foram efetuados calculos empregando duas aproximacdes distintas para o funcional de correlagdo
de troca [22, 23]: a aproximacdo da densidade local (LDA) e a aproximacdo do gradiente
generalizado (GGA) [24]. O estudo sdlienta que o modelo LDA subestima geralmente as
interacOes de forgas interatdmicas, enquanto o0 GGA-PBE tende a sobrestimar. Além disso, anbos
0s modelos ndo consideram as interacOes dispersivas moleculares. Para ultrapassar este problema,
implementamos 0 método de correcBo energética Tkatchenko-Scheffler (TS) [25-27] no
funcional GGA-PBE, permitindo-lhe ter em conta as forgas de van der Waals resultantes das
flutuacdes da densidade eletronica (GGA+ TS) [28]. As células unitérias do cristal HYDPH tém
732 electrdes (220 electrdes de nucleo e 512 electrBes de valéncia) com configuragdes: 252) 2p2
(C), 222 2p3 (N), 22 2p4 (O) e 32 3ps (P). Foram adotados pseudopotenciais que conservam as
normas para descrever a interacdo entre os electrdes de valéncia e os electrbes do nicleo com
cortes de energia fixados em 830 e 1100 eV para verificar a convergéncia na energia minima total
da célula unitaria. Os seguintes limiares de otimizacdo da geometria foram seguidos através de
SUCessivos passos de campo autoconsistente: variagdo total de energia inferior a 0,50x 10°
eV/atomo, forca méxima por &omo inferior a 0,01 eV/A, pressio inferior a 0,02 Gpa e
deslocamento atdmico maximo inferior a 0.10 x 10¢¥A. O minimizador BFGS[29] foi utilizado
para efetuar as otimizacbes das células unitérias e a convergéncia do campo auto-consistente foi
alcangada quando os seguintes critérios foram satisfeitos. energia total/atomo com variagdo
inferior a0,50x 10° eV e energia eletronica com variago inferior a 0,125 x 10”6 eV numajanela
de convergénciadetrésciclos.

Foi utilizada uma grelha de amostragem Monkhorst-Pack 2 x 2 x 3 para avaliar 0s
integrais no espago reciproco[43]. Para as propriedades Opticas, a amostragem foi aumentada para
10 x 10 x 10, para garantir uma maior precisdo, uma vez que as estimativas dos elementos da
matriz 6tica sGo mais sensiveis a amostragem da zona de Brillouin (BZ) do que as energias
eletronicas. Além disso, foram consideradas as interactes de ligagéo de hidrogénio e as forgas de
van der Waals, de acordo com as metodologias estabelecidas nos nossos trabalhos publicados
anteriormente[30-33]. As superficies de Hirshfeld e os graficos de impressdes digitais foram
gerados com o programa Crystal Explorer[34].

As atribuicbes de modos normais nos espectros Raman e infravermelho seguiram
convengdes padrao, incluindo v (estiramento), B (flexdao), o (oscilagdo), p (balango), t (tor¢do), ¢
(tesoura) e 6 (deformacao), com movimentos relativos ao plano molecular rotulados como “op”
(deformacéo fora do plano) ¢ “np” (deformacéo no plano). Os modos rotacionais e translacionais
da rede em baixos nimeros de onda foram claramente identificados.

Os calculos TD-DFT para a molécula de HYDPH em solucdo aquosa foram efetuados
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utilizando o software Gaussian 16 [35] com o método CAM-B3LY P [36] e o conjunto de bases 6-
311++g(2d,2p) foi utilizado para obter o espectro UV/Vis do HYDPH e a densidade de estados.
Para a smulagdo das interagdes solvente-soluto, foi aplicado o método do continuum polarizéavel
(PCM) [37].

2.4 Docagem molecular

Inicialmente, a representacdo bidimensional da estrutura quimica do composto HY DPH
foi tracada e renderizada utilizando o programa de licengca académica MarvinSketch®,

Chemaxon®© (https://chemaxon.com/marvin), para a otimizagdo estrutural foi utilizado o método

TD-DFT descrito anteriormente.

A estrutura tridimensional da proteina cinase PknB de Mycobacterium tuberculosis foi
obtida do repositério RCSB Protein Data Bank (https.//www.rcsb.org/) e esta identificada com o
codigo PDB (2FUM), descrito como “Catalytic domain of protein kinase PknB from
Mycobacterium tuberculosis in complex with mitoxantrone”. E como uma transferase em
Mycobacterium tuberculosis-H37Rv e expressa em Escherichia coli BL21(DE3), depositada com
uma resolucéo de 2,89 A.

A preparacdo da proteina € crucia para melhorar a fiabilidade das simulacfes, tendo sido
utilizado o cddigo ADT-AutoDocktools, que removeu residuos ndo protéicos, moléculas de agua
(H20) e ligandos co-cristalizados(M1X). Depois, foram adicionadas cargas de Gasteiger, a&omos
de hidrogénio essenciais e protonagdes. A area de ssimulacdo foi dimensionada usando uma caixa
de grade, abrangendo toda a proteina centrada nas coordenadas x 53,722, y 0,015 e z -17,750 com
dimensBes de 68A (x), 58A (y) e 56A (2).

A metodologia de docagem molecular foi realizada utilizando o software AutoDock
Vina™, com exaustividade definida para 64 para garantir um melhor refinamento dos resultados.
Foram realizadas 30 simulacfes independentes, gerando 20 poses diferentes para cada simulacéo.
Durante este processo, a estrutura da proteina alvo permaneceu rigida, o que significa que as suas
conformacOes ndo foram alteradas, enquanto todas as ligacbes do ligando e os angulos de tor¢do
foram gjustados para permitir o movimento (4). Para selecionar a melhor pose de interacéo entre o
ligante e a proteina, dois critérios principais foram adotados. primeiro, uma energia de afinidade
(EA) menor que -6,0 kcal/mol foi usada como parémetro paraindicar interagdes mais favoraveis.
Além disso, a validago estatistica foi feita através do célculo do desvio quadratico médio
(RMSD), considerando apenas as poses com um valor RMSD inferior a 2,0 A é considerado

aceitavel, garantindo que a orientacdo do ligando se encontra dentro de um limite de desvio fiavel.
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A técnica de re-docking foi utilizada para validar as simulagfes. Assim, as simulacfes
foram executadas com o ligante co-cristalizado para analisar se as coordenadas apds 0s
célculos representavam exatamente os resultados comparados com o PDB recuperado do
repositério, com o ligante identificado como (MIX). Para uma melhor analise, 0 nosso estudo
de docking molecular compara o potencia terapéutico do HYDPH contra o Mycobacterium
tuberculosis com os que sdo utilizados para o tratamento da tuberculose. As estruturas dos
compostos Pirazinamida, Isoniazida e Rifampicina identificadas respectivamente com os
Ids (DB00339, DB00951, e DBO01045) retiradas da base de dados DrugBank
(https://go.drugbank.com/). Foram submetidos a simulagcbes de docagem molecular,
permitindo a andlise da regido de acoplamento, da afinidade energética e das interacBes com
residuos do sitio ativo.

2.5 Andlise ADMET

As propriedades farmacocinéticas do composto HYDPH foram estimadas com base
sistema de pontuagdo “druglikeness”, fundamentado na otimizacdo multiparamétrica (MPO)
desenvolvida pela Pfizer, Inc. A andlise foi efetuada utilizando o software MarvinSketch® verséo

24.3.0, Chemaxon®© (https.//chemaxon.com/marvin), sob licenca académica, como se mostra na

equagao 1.

d=3"w(T()),
=1

em gue o indice de desgjabilidade (d) € determinado pelo fator de ponderacéo (w) atribuido a cada
propriedade fisico-quimica (k), calculado em relagdo aos limiares estatisticos (T(x)), que incluem:
lipofilicidade intrinseca (logP) < 3, lipofilicidade em tampao (logD) < 2, peso molecular (MW) <
360 g/mol, &rea de superficie polar topoldgica (TPSA) entre 40 e 90 A2, niimero de doadores de
ligacdes de hidrogénio (HBD) < 1, ¢ 0 pKa do sitio mais basico < 8 (N = 6). A pontuagio
resultante varia de 0 a 6, refletindo a viabilidade farmacocinética do composto. As andlises
topol 6gicas foram associadas aos descritores do Parallel Artificial Membrane Permeability Assay
(PAMPA) previstos utilizando as ferramentas online ADMETIlab 3.0, Deep- PK e ADMET-AI.
Estas andlises incluiram: permeabilidade celular efetiva (Papp,A—B) em linhas celulares de
adenocarcinoma colorretal (Caco-2) e rim canino Madin-Darby (MDCK), taxa de depuragdo
molecular intrinseca (CLint,u), efluxo passivo mediado pela glicoproteina-P (P-gp) e o volume de
distribuicdo (VD). Em seguida, o servico ADMET - LMC da Universidade Estatal de Moscovo
Lomonosov (LMSU) foi utilizado para prever a absor¢do intestinal humana (HIA) e a
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permeabilidade através do barreira hemato- encefélica cerebral (BBB). A previsdo dos locais de
metabolismo foi efetuada utilizando modelos de rastreio de aprendizagem automética baseados na
estrutura, utilizando os servidores XenoSite e StopTox. Os resultados, gerados a partir de graficos
de suscetibilidade 2D, foram associados a descritores de metabolismo dependentes das isoformas
2C9, 2D6 e 3A4 do CYP450, previstos pelos servidores ADMETIlab 3.0 e Deep-PK. Além disso,
a previsdo da dose letal (DL50) em ratos, considerando diferentes vias de administracdo, foi
efetuada utilizando aferramenta GUSAR Acute Rat Toxicity.

3. RESULTADOSE DISCUSSAO

3.1 AndliseNMR

O espectro de RMN 1H (600 MHz, DM SO-d6) do HYDPH (Figura S2) mostrou multipletos
na regido dos hidrogénios aromaticos, com sinais a: 6H 7.46 (d, J= 5.80 Hz, H2/6), 7.75 (dd, J=
7.50 € 1.80 Hz, H3/5), 7.45 (m, H4), 7.79 (d, J= 7.6 Hz, H2/6"), € 8.76 (d, =5,4 Hz, H3/5') ppm. Foi
revelado um sinal a dH 8,48 (s) ppm, correspondente a0 H do grupo azometina (HC=N). No
espectro de RMN 13C (200 MHz, DM SO-d6) do HYDPH (Figura S3), foram detectadas 9 linhas
espectrais, tendo sido possivel identificar a presenca de 3 sinais correspondentes a carbonos sp2 néo
hidrogenados, sendo o sinal a 6C 161,7 ppm correspondente ao carbono carbonilico (C=0). O
carbono do grupo azometina foi registrado a 6C 149,1 ppm (HC=N). A analise dos dados espectrais

determinou inequivocamente a estrutura da hidrazona (Tabela 1).

Tabela 1. Dados de ressonancia magnética nuclear daHY DPH

HSQC HMBC
3C 3H 2)cH 3xcH

C

1 134.0 H-7

1 140.5 H-3/H-5
10 161.7
CH
206 128.9 7,46 (d, J= 5,80 Hz) H-3H-5
3/5 127.3 7,75 (dd J=7,50 € 1,80 Hz) H-2/H-6/H-4

4 1304 7.45 (m) H-3/H-5
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216 121.6 7,84 (d, J=5,75Hz) H-3/H-5

3/5' 150.3 8,78 (d, J= 5,65 Hz) H-2/H-6
7 149.1 8.48 (9
NH 6.2 (9

3.2 Imagem SEM do cristal HYDPH e andlise térmica

A imagem SEM e acurva DSC do cristal HY DPH sdo apresentadas na Figura 1. partir
da andlise SEM (Figura 1a), observa-se que o cristal tem uma forma alongada. A andise
térmica DSC (Figura 1b) mostra um Unico pico endotérmico que surge a99,1 °C, o que indica

0 ponto de fusdo do cristal.

v —— DSC 2\ (b)
P . -’/’ \‘v—‘d‘\
2 T f \
£ \
= 4 \ ) o |
<Q o
= s \ | | \
z \ |
L 3l \ |
vV
10 4 29.9
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20 40 €0 BO 100 120 180 150 180 200
TEMPERATURE ("C)

Figura 1. Micrografia de microscépio eletrénico de varrimento e analise DSC para o cristal
HY DPH.

3.3. Caraterigticas estruturais do cristal de HYDPH a partir de analises DFT e

espectroscopias vibracionais (Raman e IR)

O cristal HYDPH atemperatura de 150 K tem uma estrutura triclinica com grupo espacial
PT, e quatro moléculas de hidrazona por célula unitéria, com 0s seguintes parametros celulares. a
= 7,3330(5), b= 14,4747(9), c= 15,7254(11), e a= 75506(3)°, B= 81,056(3)°, e=
80,549(3)°. A

A representacao estrutural da célula unitaria molecular assimétrica da hidrazona. A Figura
2(a) mostra a representacdo do esquema de numeracdo dos atomos, engquanto a Figura 2(b) mostra
a representacdo da célula unitéaria do cristal de HYDPH. 2(b), e na Figura 2(c) o ido fosfato e as
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moléculas de &gua com a numeracdo dos atomos. Os dados cristalinos e o refinamento da
estruturado HY DHP séo apresentados na Tabela S1, no Material Suplementar.

(@) Hydrazone molecules (b) Hydrazone-phosphate hybrid crystal unit cell

(€) Phosphate ion and water molecules

WPA  Of
o1P8 ; HIWE  IGWE  pawn

PA
Q= Qg™ "

i oers oA 01w 0w k.om
i3 % PIPA

‘ Her own‘ HAPA HIWA  HZWA  HIWA

Figura 2. (a) Moléculas de hidrazona (1) e (I1) com etiquetas de aomos. (b) A célula unitéria do
cristal hibrido hidrazona-fosforico € mostrada em 3D com uma distancia interplanar de 3,384. (c)
|30 fosfato e moléculas de agua. As bolas brancas, vermehas, cinzentas, azuis e roxas
correspondem a atomos de hidrogénio, oxigénio, carbono, nitrogénio e fosforo, respectivamente.
As ligacdes de hidrogénio sdo representadas por linhas tracejadas pretas.

A Figura 3 mostra as superficies de Hirshfeld do HYDPH das moléculas | e || mapeadas

com dnorm (em 3a e 3¢), indice de forma (em 3b e 3f), curvatura (em 3c e 3g) e gréficos de

impressoes digitais 2D (em 3d e 3h) das interagdes intermoleculares do HY DPH.
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Figura 3. Superficies de Hirshfeld do HY DPH das moléculas | e Il mapeadas com dnorm (em 3ae
3e), indice de forma (em 3b e 3f), curveless (em 3c e 3g) e gréficos de impressdes digitais 2D (em
3d e 3h) dasinteragdes intermoleculares do HY DPH.

Em 3a e 3e sdo mostrados respectivamente o mapeamento dnorm das moléculas | e Il do
cristal HY DPH. Os pontos vermelhos mostram os contatos intermoleculares, onde dnorm é menor
do que a soma dos seus raios de van der Waals (dnorm <zrvdw). Considerando que os contatos
intermoleculares que ocorrem nas moléculas | e Il com os grupos fosfato e as moléculas de agua no
cristal HYDPH s&o devidos apenas a interacfes intermoleculares entre os atomos de oxigénio e
hidrogénio, o valor médio dos raios de van der Waals para estes elementos foi fornecido por Hu e
colaboradores [38], com ( )rvawO= 1,44 A e ( )rvaw H= 1,14 A. Dois pontos vermelhos nas

moléculas | (Figura 3a), uma esté associada ao contato intermolecular C10=01...H1WB e a outra
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esta associada ao contato intermolecular N2-H2N...O2PB. Os valores de dnorm para as manchas
vermelhas correspondentes aos contatos intermoleculares entre O1...HIWA e H2N...O2PB sdo,
respectivamente, 2,028 A e 1,905 A. Logo, a razéo dnorm srvdw para 0s contatos intermolecul ares
entre O1...HIWB, e H2N...O2PB da dnorm das moléculas | sdo, respectivamente, 0,786 e 0,738.

Quanto as duas manchas vermelhas na superficie das moléculas |1, uma est4 associada ao contato
intermolecular C3'-H3'...01W e a outra esta associada ao contato intermolecular N3 - H3N...O2PA.
Os valores de dnorm para os pontos vermelhos correspondentes aos contatos intermolecul ares entre
H3'... O1W e H3N...O2PA sfo, respectivamente, 2,258 A e 1,617 A. Ent30 a dnorm 3rvdw para 0s
contatos intermoleculares entre H3'N...O1W, e H3N...O2PA sio, respectivamente, 0,875 e 0,627.

Em 3b e 3f € apresentada, respectivamente, a superficie de Hirshfeld mapeada com o indice
de forma das moléculas | e 1I. O mapa do indice de forma mostra a forma como as moléculas se
empacotam umas contra as outras, identificando depressdes complementares (em vermelho) e
saliéncias (em azul) onde duas superficies moleculares se tocam [39]. As regibes vermelhas no
mapa do indice de forma sdo devidas a contatos intermoleculares do tipo ligagdes de hidrogénio no
cristal HYDPH, como, por exemplo, as que resultam das ligac6es de hidrogénio entre O1WB -H
N1 damoléculal (2,513) e OIWA — HN1 da moléculall (2,557). Por outro lado, as regides azuis
no mapa do indice de forma sdo devidas a contatos interplanares C/C, como por exemplo o contato
intermolecular caracteristico C1 damoléculal com C10 damoléculall (3,567 A).

Na Figura 3c e na Figura 3g sdo apresentados, respectivamente, 0os mapeamentos das
superficies de curvatura das moléculas | e Il. A curvatura € uma funcdo da raiz da curvatura
guadrada média da superficie [39]. As éreas verdes (relativamente planas) so separadas por arestas
azuis escuras (grande curvatura positiva). Note-se também gue alguns pegquenos pontos vermelhos
no mapeamento da curvatura indicam outros contactos intermoleculares relevantes, como, por
exemplo, o curto contato C2-H2 damoléculal com C6' damoléculall (3,531 A).

Na Figura 3d e na Figura 3h sdo mostrados, respectivamente, os gréficos de impressdes
digitais 2D das moléculas | e Il ho empacotamento cristalino do HYDPH. O gréfico de impressdes
digitais 2D resulta da combinagdo das distancias da superficie de Hirshfeld ao niicleo interno ou
externo mais proximo, que sdo representadas por di e de, respectivamente [39]. Como se pode ver
na Figura 3d e na Figura 3h, o empacotamento cristalino do HY DPH gera um padréo distinto para
cadatipo de ligacdo intermolecular.

Em resumo, a andlise da superficie de Hirshfeld do cristal HY DPH mostrou que a estrutura
cristalina é estabilizada por ligagbes de hidrogénio mediadas pela &gua e pelas interagdes
intermoleculares dos grupos fosfato com as moléculas de hidrazona. Os efeitos de hidratacdo
causados por moléculas de agua em cristais tém véarias implicacbes praticas significativas,
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particularmente na ciéncia farmacéutica e dos materiais [40]. Os resultados da otimizagcdo da célula
unitaria do cristal HY DPH e a sua comparacdo com os dados experimentais estdo detalhados no
Material Suplementar, Tabela S2. Os calculos dos parametros de rede no nivel LDA, usando uma
energia de corte entre 830-1100 eV, produziram resultados mais precisos do que os do nivel GGA
puro, onde os parametros de rede foram notavel mente sobrestimados. No entanto, aincorporacéo de
uma correcdo de dispersdo no funcional GGA aumentou significativamente a precisdo das previsdes
estruturais. Especificamente, os erros nos parametros da célula unitaria a, b e ¢ foram reduzidos
para 1,64%, 1,11% e 1,34%, respectivamente, em comparagdo com os dados experimentais. Os
detalhes sobre as coordenadas atbmicas internas do cristal pés-otimizacdo em GGA + TS 830 eV
sdo fornecidos no Material Suplementar, Tabela S3.

O cristal HYDPH, composto por H:PO., CisHi2N3O, 1.5(H.0), apresenta 486 modos
normais de vibragdo de acordo com a andlise da teoria de grupos, 483 sdo modos épticos e 3 sdo
modos acusticos. No seu grupo de fatores Ci, os modos épticos sdo dados pela representacéo
irredutivel roptic= 243Ag+240Au, em que 243Ag s80 modos ativos Raman e 240Au s&o modos ativos
infravermelhos. Por outro lado, todos os modos aclsticos sdo agregados sob a representacéo
irredutivel T’ Actstico= 3Au.

A Figura 4 mostra os espectros Raman experimentais e calculados do cristal HYDPH na
gama 0-1800 cm™, com uma insergdo para 3000-3200 cm™, e na Figura 5 s30 apresentados os
espectros de infravermelhos experimentais e calculados para este cristal. Os espectros calculados
para Raman e infravermelho coincidem com os resultados experimentais, indicando uma boa
concordancia. A atribui¢do dos modos vibracionais do cristal HY DPH é apresentada nas Tabelas
$4-S8 do Material Suplementar. Para proporcionar uma visdo abrangente dos modos vibracionais
no cristal HYDPH, as representactes dos deslocamentos atdmicos correspondentes aos principais
modos Raman e as bandas de infravermelhos sdo apresentadas nas Figuras S4 a S7 do Materia
Suplementar. A descricdo de alguns modos vibracionais associados a modos da rede e outros

relacionados com modos internos no cristal HY DPH é apresentada em seguida.
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Figura 4. Espectros Raman experimentais e calculados por DFT (nivel GGA+TS 1100 eV) para o
cristal hibrido hidrazona-fosforico na gama de 0-1800 cm+ e insercdo para a regido espectral de 3000-
3200 cm'™.

Na faixa de niimeros de onda » < 1500 cm™, tanto os espectros Raman experimentais quanto
os calculados apresentam erros percentuais minimos que variam de 0,10% a um maximo de 3,94%,
mostrando a contribuicdo dos modos normais de todos os componentes do cristal hibrido
organico/inorganico HYDPH. Na faixa de nimeros de onda de 300 cm™ < @ < 800 cm, tanto os
espectros experimentais quanto os calculados revelan bandas Raman com intensidade
significativamente reduzida. As bandas Raman experimentais e calculadas |ocalizadas entre 20 e 230
cm: sdo tipicamente devidas a modos de rede e as seguintes correspondéncias podem ser obtidas:
P02-123 cm= M49-124 cm! e P04-205 cmt = M85-209 cm'! est&io associadas a modos de rotag3o
darede. A banda Raman P03-163 cm™ = M66-152 cm™ corresponde a0 modo de translaco da rede,
apresentando uma variagao de deslocamento igual a 11 cm™ com um erro percentua de 6,75%. Além

disso, a atribuigdo correspondente ao modo de rotagio da rede P01-83 cmi= M24-74 cmt tem uma

variagdo de deslocamento de 9 cm'l, apresentando o maior erro percentual de 10,84% nesta regiéo, €,
portanto, acima, a banda Raman P05-251 cm? = M92-241 cm? et associada aos modos de

deformagdo angular dos grupos C7H7, N2H2N, C4H4 e and A da molécula da hidrazona |.
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Salientamos que a molécula de hidrazona | da estrutura cristalina HYDPH, destaca-se pela sua

notével contribuicdo abaixas frequéncias.

Na regido 900-1700 cm™ sfo esperados modos de flexdo dos anéis arométicos, modos de
flexd do grupo amino e modos de flexdo do grupo fosfato. A banda Raman em P13-1188 cmi=
M324-1173 cm* corresponde ao modo de tesoura dos grupos C2H2, CsHs, CsHs, CsHs, ambos no anel
A da molécula de hidrazona I, que estdo conjugados com os modos de flexdo do grupo fosfato (O4-
H4PA) e do grupo amino (N2H2N)/I. Os modos de flexdo do grupo fosfato também sdo observados
nas bandas de infravermelhos experimentais em P12-913 cm?, P13- 955 cm, P15-1038 cm?, P16-
1081 cm?, P18-1225 cm?, P20-1284 cm?! e P21-1367 cm? correspondentes as bandas de
infravermelhos calculadas em M242-929 cmt, M246-946 cm™, M286-1036 cmt, M296-1073 cm™,
M335-1231 cm®, M340-1273 cmt e M365-1377 cmt. O meio As bandas Raman de intensidade P14-
1229 cml= M334-1224 cm?, P15-1256 cm™= M337-1249 cm' ! e P16-1291 cm™ = M348-1310 cm'?

apresentam contribui¢es de modos de flexdo do anel A/B da moléculade hidrazonalll.

Na regido 1400-1700 cm™ dos espectros Raman experimentais e cal culados, existem cinco
bandas com modos vibracionais exclusivos dos modos de deformacéo no plano da molécula de
hidrazona, que so P17-1450 cmt = M370-1434 cm't, P18-1574 cm = M385- 1530 cm'!, P19-

1600 cm™= 388-1539 cm?, P20-1637 cm™ = M395-1574 cm? e P21-1688 cmt = M407-1620 crm
1

ABSORBANCE
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Figura 5. Espectros infravermelhos experimentais e calculados por DFT (nivel GGA+TS 1100 eV)
para o cristal HY DHP naregido de 0-1800 cm e regi&o espectral de 2900-3600 cm2,

As combinagdes de modos vibracionais para as principais bandas de IV experimentais (Figura
5), com as seguintes combinagdes: PO1-P02, PO3-P04, P05-P06, PO7-P08, P09-P10, P11- P12, P13-
P14, P15-P16, P17-P18, P19-P20, P21-P22, P23-P24, P25-P26 e P27-P28 e IR BUL calculado por
DFT: M128-M130, M154-M158, M169-M173, M183-M195, M201-M222, M230 - M242, M246-
M261, M286-M296, M315-M 335, M339-M340, M365-M371, M378- M394, M403-M410 e M415-
M418, respectivamente. No entanto, foram trés picos espurios (M162, M280 e M389), provavelmente
devido a algum defeito na amostra, influéncia da dgua ou anarmonicidade. Além disso, observa-se uma
distribuicdo notavel de oito picos de modo de rede: M30, M44, M62, M79, M86, M94, M100 e M105.
Foram encontrados desvios na gama de 1-41 cm® para 0s seus humeros de onda (ver Tabela $4),
com erros percentuais que variam de 0,06% a 6,18%. No espectro de infravermelhos BUL DFT,
foram identificadas assinaturas vibracionais isoladas ou mistas para cada grupo especifico presente no
cristal hibrido HYDPH (Figura5).

O pico em M94 (245 cm™) corresponde a0 movimento rotacional dos modos da rede, com uma
contribuicdo significativa da molécula de hidrazona I1. O pico em M105 (302 cm™) representa uma
intensa deformacdo da ligagdo na molécula de &gua (2W). Outros picos intensos incluem M154 (527
cm-1), com movimento de balangco na molécula de agua (3W), e trés picos com movimentos no plano e
fora do plano: M169 (616 cm™), M195 (669 cm™®) e M201 (752 cm). Apenas um pico, M418 (1652
cml), apresenta movimento de tesoura (ver Tabela S4). As moléculas de hidrazona | e Il tém fortes
contribuigdes para este cristal hibrido. Alguns exemplos sdo: respiracdo do (anel-A)/Il-I no pico M173
(638 cm™), movimento de flex&o do (anel-B)/1-11 no pico M183 (664 cmY), deformag&o da ligagdo fora
do plano [(N2H2N, C3'H3, e (anel B)]/Il no pico M230 (881 cm™), movimento de balanco do (anel
B)/Il no pico M378 (1491 cm™), e muitos outros (ver Tabela $4). Para o grupo do ido fosfato, existe
uma contribuicdo notével para o espectro vibracional do HYDPH, com picos em M242 (929 cm'Y),
M246 (946 cmt), M286 (1036 cmt), M296 (1073 cml), M335 (1231 cm™), M340 (1273 cm?) e
M365 (1377 cml), todos mostrando deformagdes de ligag&o fora do plano. Além disso, os picos em
M230 (981 cm™) e M280 (1017 cm 1) indicam movimentos de deformagdo de ligagdo no plano.
Concomitantemente, as interagdes intermoleculares, tais como as ligagdes de hidrogénio e as forgas de
van der Waals, entre as moléculas organicas e inorganicas que compdem o cristal hibrido, tém o
potencial de induzir modificacfes significativas nas assinaturas vibracionais, conforme detalhado neste
estudo.

Na regido do nimero de onda de 2900-3600 cm™ dos espectros Raman e infravermelho
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experimentais e calculados, observamos modos de estiramento das ligaces carbono-hidrogénio anéis
arométicos das moléculas da hidrazona | e I, modos de estiramento dos grupos amida e modos de
estiramento das moléculas de dgua. Destacamos a banda de infravermelho em P31-3061 cmi= M 439-
3065 cm'* correspondente aos modos de flex&o dos grupos (N2H2N, C3'H3' e (anel- B)]/II.

Os deslocamentos atémicos associados aos modos normais vibracionais dos espectros Raman e

Infravermelho do cristal hibrido HY DPH sdo apresentados na Figura 6 e na Figura 7, respectivamente.

5ip[PH(O4-H4PB),(01-H1PA)]

V[(N2H2N), (C6'HE’), iring-B)]Il

g_f_ 1440 - 3065

RAMAN MODES DISPLACEMENTS

Figura 6. Deslocamentos atémicos (atribui¢bes) associados aos modos normais do cristal HY DPH
calculados por DFT com o funcional GGA+TS1100 em M235-904 e M440-3065 cm'® correspondentes
as bandas Raman EXP em P09-920 e P24-3050 cmt. As setas verdes indicam a diregdo do modo

vibracional norm
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A Figura6 ilustra os modos vibracionais correspondentes aos nimeros de onda experimentais
e tedricos (EXP/DFT) para 0 espectro Raman. associados aos modos normais do cristal HY DPH
calculados por DFT para 0s modos vibracionais M235-904 e M440-3065 cm™* correspondentes as
bandas Raman EXP em P09-920 e P24-3050 cm. As setas verdes indicam a direcdo do modo
vibracional normal. Verificase uma concordancia notavel entre o desvio Raman experimental e
tedrico. Como se pode observar, os modos de estiramento do grupo amino ligado ao anel B
Vv[(N2H2N), (C6'H6"), (anel-B)]/I, em P24-3050 / M440-3065 cm™, apresentam uma variacdo do
ndmero de onda de 15 cm e um erro percentua de 0,49% (ver Tabela $4). Nomeadamente, 0 modo
vibracional em P09-920 / M235-904 cm™* no espectro Raman demonstra um modo de deformacéo
fora do plano com uma contribuicdo significativa para o grupo fosfato[ PH(O4-H4PB), (O1-H1PA)].
Dois modos de deformagio OH do grupo HsPO, foram observados por célculo DFT a991 e 969 cm't
no composto di-hidrogenofosfato de 4- fenilpiperazina-1-io [41]. Por conseguinte, é evidente que os
modos de flexdo cobservados por cdlculo DFT a 991 e 969 cm™ no composto di-hidrogenofosfato de
4-fenilpiperazina-1-io [41]. Por conseguinte, é evidente que os modos de flex@o caracteristicos do

grupo fosfato est&o presentes na regido de impress3o digital entre 900 -1000 cm™.

A Figura 7 apresenta os modos vibracionais correspondentes aos nimeros de onda
experimentais e tedricos (EXP/DFT) para o espectro de infravermelho. Destacase 0 modo
vibracional em P06-646 / M173-638 cm, que mostra um modo de respiragdo do anel A para ambas
as moléculas de hidrazona, com uma maior contribuicdo da molécula Il. Mais uma vez, verifica-se
uma concordancia notével entre os valores experimentais e tedricos, homeadamente no modo de
estiramento da ligagdo hidroxila (OH) da &gua (2W), em P34-3173 / M473-3170 cm™, apresentando

uma variagdo do niimero de onda de apenas 3 cmt e um erro percentual de 0,09% (ver Tabela S5).
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Figura 7. Deslocamentos atémicos (atribui¢bes) associados aos modos normais do cristal HY DPH
calculados por DFT com o funcional GGA+TS1100 em M173-638 e M473-3170 cm? correspondentes
as linhas de absorgdo no infravermelho EXP em P06-646 e P24-3050 cm™. As setas verdes indicam a

direcdo do modo vibraciona normal.

Sabe-se que os efeitos de hidratagdo causados pelas moléculas de agua nos cristais apresentam
alteragOes significativas nos seus espectros vibracionais [40, 42-45]. Por conseguinte, os estudos
vibracionais e de hidratacdo podem ser de grande importancia para a compreensdo da
transformagdes entre as formas hidratada e anidra de um farmaco, fornecendo informag6es sobre a sua
relevancia medicinal, interagdes moleculares e garantindo que pode ser armazenado num ambiente que

evite transi¢des indesejadas entre estados de hidratacéo que possam afetar a sua poténcia.
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3.3 Estrutura eletrénica e densidade de estados

A figura 8 mostra a estrutura da banda el etrénica de Kohn-Sham do cristal HYDPH ao longo
de direcBes especificas, cobrindo os pontos de elevada simetria na primeira zona de Brillouin, na
proximidade do nivel de energia de Fermi. Estas curvas foram obtidas utilizando a abordagem GGA+
TS, com a energia de corte fixada em 830 eV. Os resultados mostram que este cristal hibrido
hidrazona-fosfato tem um tnico ponto de transi¢do eletronica na banda de valéncia B — I', com um
gap de energiade 2,00 eV. Além disso, observa-se um comportamento praticamente linear ao longo da
trajetoria ' — Z. A andlise da dispersdo na banda de conducdo sugere que o transporte de elétrons ¢
favorecido em apenas uma direcdo no campo elétrico, indicando condutividade anisotropica. Essa
preferéncia direciona na mobilidade de elétrons poderia ser aproveitada para aplicacbes em
dispositivos eletrénicos e optoeletrénicos, onde o transporte de carga controlado € crucial para a
eficiéncia e o desempenho. Em geral, o sistema cristalino apresenta portadores de carga com massas
efetivas que tendem para o infinito, o que pode ser evidenciado pelo cardter plano apresentado na
estrutura de bandas. A parte central da Figura 8 mostra a densidade parcial de estados (PDOS) para
cristal HYDPH nafaixa de energiade -0,2 a2,2 eV. O caréter orbital da banda de valéncia de energia
mais elevada provém principamente das orbitais p dos aomos de carbono do composto, com
contribuigbes menores das orbitais p do azoto, do oxigénio e do fésforo (linhas pretas, azuis,
vermelhas e cor-de-rosa), respectivamente. O cristal hibrido hidrazona-fosfato apresenta um maximo
na banda - 0,2 eV a-0,1 eV e um minimo no intervalo energia de -0,1 a 0 €V. No caso bandas de
conducdo de energia mais baixa, observamos uma contribuicdo mais significativa das orbitais p do
carbono, com uma contribuicdo menor dos niveis p do azoto, oxigénio e fosfato. A Figura S8 no
Material Suplementar mostra a estrutura de bandas de Kohn- Sham do cristal HY DPH, e a densidade

de estados (DOS) mostrando as contribuic¢des por atomo.
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Figura 8. Esquerda: Estrutura de bandas de Kohn-Sham para o cristal HY DPH, tracando diregdes de
alta simetria na primeira zona de Brillouin utilizando o método GGA + TS e um corte de energia de
830 eV. As transi¢Oes de hiato indireto estdo assinaladas com setas vermelhas. Centro: Densidade
parcial de estados (PDOS) detalhando as contribuictes atdmicas. A direita: Células unitérias nos
espacos real e reciproco, com pontos de alta simetria no espaco reciproco assinalados por pontos

vermel hos.

3.4  Espectrosde absor¢ao 6tica experimentais e tedricos do cristal HYDPH

A comparacdo entre a teoria e a experiéncia para a absor¢éo 6tica do cristal HYDPH é
apresentada na Figura 9. Os célculos revelam que o cristal hibrido hidrazona-fosférico tem um
intervalo de energia indireto de cerca de 2,00 eV, em boa concordancia com a curva experimental. A
absorc¢do 6tica em materiais com um intervalo de banda indireto (direto) comega proporciona mente ao
quadrado (raiz quadrada) da diferenca entre o intervalo de banda fundamenta e a energia do fotéo
[46]. O intervalo de banda do cristal de HY DPH é calculado estendendo a linha tangente tracada para o

ponto de inflex&o da curva de absor¢éo com o eixo X.
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Figura 9. Comparativo experimental e tedrico daraiz quadrada dos espectros de absor¢éo parao
cristal HYDPH.
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A seta preta na figura marca o ponto de partida do espectro de absorcdo experimental, que
ocorre a uma energia de 2,00 eV. A absorcdo 6tica comeca abruptamente neste ponto e aumenta
gradual mente acimade 2,2 eV, atingindo um maximo de absorc&o a 4,2 eV. E importante notar que,
de acordo com os nossos célculos de estrutura de banda DFT, o cristal triclinico tem um intervalo
de banda indireto de 2,00 €V, que surpreendentemente coincide com o valor experimental. Este fato
val contra a tendéncia bem conhecida de que os calculos DFT subestimam significativamente os
band gaps em cristais [47]. Uma possivel explicagdo para esta concordancia podera ser a auséncia
de um estado de excitacdo no inicio da absorcéo ética no cristal HY DPH. Esta hipétese é reforcada
pela comparagdo direta com a curva de absorgdo tedrica, naqual se observa uma dependéncia quase
linear da absorcéo Otica na energia entre 2,2 eV e 3,0 eV, seguida de uma série de bandas de

absorcdo a 3,1, 3,3 e 3,6 €V, culminando numa absor¢cdo méximaa 4,4 eV.

35 Espectros de absorcdo UV-vis, andlise da densidade de estados, energias orbitais das
estruturas HOMO-LUMO e analise da superficie de Hirschfeld para uma Unica molécula

de HYDPH

Na Figura 10, a absorcéo eletronica (em cima) calculada no quadro TD-DFT € comparada

com a medicéo experimental da hidrazona de di-hidrogenofosfato em solucéo aquosa. O espectro
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UV experimental apresenta dois picos de absor¢do intensos com maximos a 205 e 300 nm.

Figura 10. Simulacdo experimental e tedrica (TD-DFT) dos espectros de absor¢do UV-Vis da
hidrazona fosfato de dihidrogénio (em cima) e densidade de estados para o sistema hidrazona

fosfato de dihidrogénio (em baixo).

A comparagdo entre o espectro experimental e o espectro TD-DFT mostra que a forma da
curva de absor¢do estd em boa concordancia e apresentou 0 maximo de absor¢ao dentro da precisdo
esperada pelos métodos DFT. A densidade de estados da hidrazona fosfato de dihidrogénio €
apresentada na Figura 10 (em baixo). Segundo a andlise de Hirshfeld, os niveis HOMO e LUMO
sdo predominantemente formados por contribui¢des dos estados p dos atomos de carbono, seguidos
por contribuicdes menores dos estados p dos atomos de nitrogénio. Os estados internos tém fortes
contribuicdes de orbitais de oxigénio e carbono.

Os resultados TD-DFT apresentaram 0s mesmos dois picos intensos em 181,04 e 311,75
nm. Podemos também observar um pico de absorcdo menos intenso a 242,64 nm. Segundo 0s
resultados TD-DFT, a grande banda de absor¢éo na regido de 180 nm deve-se as transi¢des entre H-
5 — L+1 (181,04 nm), H-1 — LUMO e H-1 — L+1 (198,70 nm). Para o segundo pico que ocorre
nos resultados tedricos, as principais contribuigdes foram apontadas para as transicbes H- 7—
LUMO (242,64 nm) e HOMO — L+1 (252,80 nm). O ultimo pico intenso com maximo a 311,75
nm mostra a principal contribuicdo da transicdo HOMO — LUMO. Esta transi¢do, correspondente
ao primeiro estado singlete, ocorre para um valor de energia de 4,13 eV no espectro UV
experimental, enquanto o cllculo TD-DFT apresentou um valor de 3,98 eV, mostrando uma boa
concordancia. A Figura 11 apresenta um resumo das transi¢coes com a forca de oscilagdo mais forte

naregido das bandas de absorc¢éo tedricas.
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Figura 11. Seis primeiras transi ¢oes el ectronicas da hidrazona de di-hidrogenofosfato de acordo

com os calculos TD- DFT.

3.6 Andlise de acoplamento molecular

Para estudar o possivel mecanismo de agdo do composto HY DPH contra a proteina quinase
B (PknB) de Mycobacterium tuberculosis (Figura 12a), presente de forma conservada nas bactérias
Gram-positivas, esta proteina desempenha um papel essencial na sobrevivéncia das micobactérias.
O seu potencial de inibicéo foi avaliado em comparagdo com o inibidor cocristalizado MIX e com
0s compostos Pirazinamida, |soniazida e Rifampicina utilizados no tratamento da doenga. Para isso,
foram realizadas simulacdes de docking molecular, seguidas de andlise dos resultados [48, 49].

|soniazid Pyrazinamide Rifampicin
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{A) Kinase PknB from Myccbacterium tuberculosis

Figura 12. (A) Representacdo tridimensional do espago conformacional da proteina PknB em complexo com
os ligandos HYDPH e MIX, representacdo tridimensional das interagdes ligando-proteina de (B) HYDPH e
(C) MIX, com os valores de EA realcados (D) mapa de calor das distancias das interagcbes com residuos do

local deinibicdo (E) tipos de interagdes.

A melhor posico dos ligandos foi selecionada utilizando os parémetros de Energia de
Afinidade (EA), RMSD (Root Mean Square Deviation), interacGes com residuos de aminoécidos do

80



sitio ativo da proteina e regido global de docking. Ao avaliar as simulagdes de docking em relacéo a
proteina PknB e os compostos estudados HY DPH, MIX, Isoniazida, Pirazinamida e Rifampicina,
em relacdo aos resultados da EA do complexo formado (HYDPH-PknB) foi na ordem de -6,8
kcal/mol, o complexo inibidor co-cristalizado (MIX-PknB) ap0s as simulagbes de re-docking,

método utilizado paravalidar as simulagdes, apresentou EA na ordem de -7.0 kcal/mol (Figura 12b-

c), em relagdo aos compostos utilizados para o tratamento, apresentaram as respectivas energias
(Isoniazida-PknB) na ordem de -4,7 kcal/mol, (Pirazinamida-PknB) na ordem de -4,0 kcal/mol e
(Rifampicina-PknB) na ordem de -7,9 kcal/mol (Figura 12b-c-d). Isso indica que o complexo
HYDPH-PknB apresentou valores de EA muito proximos aos do complexo com o inibidor co-
cristalizado e apresentou valores superiores quando comparados aos complexos formados pelos
compostos utilizados para tratamento, |soniazida-PknB e Pirazinamida-PknB, apresentando melhor
afinidade. Na avaliacéo da validacdo estatistica do RMSD, o complexo HY DPH-PknB apresentou
uma variacdo de 0,615 A, enquanto o complexo MIX-PknB apresentou uma variagdo de 1,623 A,
para 0 complexo Isoniazida-PknB (1,803 A), Pirazinamida- PknB (1,260 A) e Rifampicina-PknB
(1,797 A) (Tabela 2). Isso indica que os complexos formados nas simulagdes estdo dentro dos
parametros estabelecidos descritos acima, e que a metodologia proposta para as simulagdes foi
coerente com os resultados obtidos, destacando-se o excelente valor de RMSD para o complexo
HY DPH-PknB [50].

Relativamente ao complexo Isoniazida-PknB, foram observadas quatro interacfes, duas
interacdes hidrofdbicas entre os residuos de cadeia alifatica Val-25 e Leu-17 e a Isoniazida, e duas
ligacOes de hidrogénio, uma entre o residuo de cadeia lateral polar Asp-156 e a Isoniazida, e outra
entre o residuo de cadeia lateral alifatica Val-95 (Figura 12b). Para o complexo Pirazinamida-PknB,
foram observadas duas interacdes entre o residuo de cadeia difédtica Val-95 e o composto
Pirazinamida (Figura 12c). Em relacdo ao complexo Rifampicina-PknB, foram observadas trés
interacbes, uma hidrofobica entre o residuo da cadeia lateral alifética Leu-17 e duas ligagdes de
hidrogénio entre os residuos da cadeia lateral polar Thr-99, Asp-102 e 0 composto Rifampicina
(Figura12d) [51, 52].

Em relacéo aregido de acoplamento global, observou-se que o composto HY DPH acoplou-
se em uma regido de possivel inibicdo, uma vez que estéo localizados na mesmaregido MIX, o que
€ evidenciado por duas interagdes com os residuos Leu-17 e Val-95, residuos da Proteina no sitio de
inibicdo (Figura 12€). Depois de analisar as simulagdes de acoplamento molecular, 0 composto
HYDPH mostrou um possivel mecanismo de inibi¢do da proteina PknB, tal como o ligando co-

cristalizado na proteina [53, 54].
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Tabela 2. Dados de simulagdes de docking molecular entre os ligandos HYDPH, MIX, Isoniazida,
Pirazinamida e Rifampicina com a proteina PknB e detal hes das interagdes ligando-proteina expressos como

tipo de interac&o, residuo de aminoécido e distancia

Ligando RMSD Ea I nter acbes
Tipo Residuo Distancia
S
HYDPH 0.615A -6,8 kcal/mol Hidrofébico Leu-17  3.61A

Hidrofébico  Lew17  3.66A
Hidrofébico  Vva-72  3.49A
Hidrofobico  va-95  3.87A
Hidrofébico  Met-155 3.71A
Ligacio H va-95 = 2.24A
MIX 1.623A -7,0kca/mol Hidrofébico  Leu-17  3.90A
Hidrofébico  Va-25  3.99A
Hidrofébico  Ala38  3.40A
Ligacdo H vd-95  1.94A
LigacioH vd-95  262A
Ligacdo H Asn-143  2.88A
Ligacdo H Asp-156  3.32A
|soniazida 1.803A -4,7 kcal/mol  Hidrofébico Ler17  3.74A
Hidrofébico  va-25  3.74A
LigacioH vd-95  2.25A
Ligacio H Asp-156  2.73A

Pirazinamida 1.260A -4,0 kcal/mol Ligacio H va-95  2.00A
LigacioH Asp-156  2.54A
Rifampicina 1.797A -79kca/mol Hidrofébico  Thr-99  3.47A
LigacioH Lew-17 221A

Ligacdo H Asp102  2.92A
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3.7 Andlise ADMET
3.7.1 Andlise topol 6gica e toxicodependéncia

De acordo com o sistema de classificagdo biofarmacéutica da Pfizer, Inc., as bases fracas
gue formam compostos ligeiramente lipofilicos a pH fisiolégico (logD a pH 7,4< 2) e que sdo
maiores e mais polares do que os compostos ativos para 0 SNC disponiveis (TPSA > 40 A?)
apresentam uma permeabilidade celular efetiva elevada (Papp,A—B > 10x10° cm/s) e uma

depuragdo intrinseca baixa nos microssomas hepaticos (CLint,u < 8,0 mL/min/kg) [55, 56].

Ao andlisar o potencial de lipofilicidade molecular (MLP), é possivel estimar o perfil de
permeabilidade celular a partir da superficie polar do HYDPH. A analise topoldgica sugere que o
composto possui uma &rea de superficie polar (TPSA) de cerca de 54,35 A2, atribuida em grande
parte ao grupo carbonila (C=0) e ao grupo amina no anel piridinico, que respondem por 17,07 A2 e
12,89 A2 respectivamente (Figura 13a). Por outro lado, os &omos de carbono subestruturas
arométicas formam principa mente regi&es hidrof ébicas (espectros de cor azul), com um coeficiente
logP calculado de 1,75 (Figura 13&), indicando baixa lipofilicidade. E importante notar que os
grupos amina que atuam como aceptores de ligagbes H formam centros bésicos, com valor de pKa
em torno de 3,06 para a amina piridina e 1,61 para a amina insaturada na estrutura alifatica (Figura
134), indicando o predominio de uma espécie quimica dipréticaem pH < 4,0, enquanto o equilibrio
guimico se desloca para a formagdo de uma porcdo neutra em pH 7,4 (Figura 13b). Estas andlises
sugerem que a basicidade do composto desloca o equilibrio lipofilico para um logD calculado de
1,74, em comparagdo com o logP calculado (Tabela 3).

Tabela 3. Propriedades fisico-quimicas do HYDPH calculadas e aplicadas a0 sistema

MPO da Pfizer para andlise de farmacos.

Imoveis Valor TO
logP 1.75 1.00
logD apH 7,4 174 1.00
MW 225,25 g/mol 1.00
TPSA 54.35 A2 1.00
HBD 1.00 0.75
pKamais basico 3.06 1.00
Pontuacio MPO 5.75
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Figura 13. (A) Mapa do potencial de lipofilicidade molecular (MLP) com os valores de logP,
TPSA e pKa destacados, (B) grafico da variagcdo da carga liquida em fungéo da variacdo do pH e
dos valores de pKa calculados, (C) ainhamento entre a lipofilicidade a pH fisioldgico e o peso
molecular (MW), em que a &ea amarela indica um equilibrio entre a permeabilidade e a
depuracdo, e (D) alinhamento entre logP e TPSA para andlise da viabilidade farmacocinética do
HY DPH como candidato a farmaco da MPO.

Dentro da faixa de MW < 350 g/mol, o valor logD calculado em pH 7,4 < 2,0 sugere
gue o HYDPH reside em um espaco fisico-quimico formado por compostos com ata
permeabilidade aparente e baixa depuracdo hepética (Figura 13c). Os compostos que seguem
esta tendéncia fisico-quimica apresentam maior estabilidade metabdlica e boa absor¢éo oral
[57]. Adicionalmente, observou-se que o composto é mais polar que os compostos efetivos do
SNC, ocupando um espaco fisico-quimico definido com um limiar TPSA entre 40-90,
resultando em um escore MPO de cercade 5,75 em uma escala de 0 a 6, indicando viabilidade

farmacocinética (Figura 13d).
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3.7.2 Descritores previstos PAMPA

Os resultados das previsdes dos descritores PAMPA alinham-se com as andlises MPO,
indicando que os compostos seguem essencialmente as tendéncias fisico-quimicas previstas
pela Pfizer, Inc. O teste de similaridade guiado por um modelo de aprendizagem automética
mostrou que o HY DPH existe num espago fisico-quimico formado por farmacos com elevada
permeabilidade celular efetiva e um risco de lesdo hepatica induzida por farmacos (DILI)
armazenado na base de dados DrugBank® (Figura 14a). Em concordancia com isto, 0s
valores previstos de Papp, A—B MDCK superiores a 5,0x107° cm/s sugerem que o HY DPH
tem uma elevada permeabilidade através de membranas biol 6gicas mais seletivas (Quadro 4),
como a barreira hematoencefalica (BHE), enquanto os valores previstos de Papp,A—B Caco-
2 em torno de 2,1-2,9x10° cm/s estimam que o composto tem uma boa permeabilidade no
trato gastrointestinal (Quadro 4) [58, 59].

Human intestinal absorpSon (HIA%)

5 e
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Figura 14. (A) Teste de semelhanga com compostos depositados na base de dados DrugBank®
paraestimar o perfil de permeabilidade celular efetiva e alesdo hepéticainduzida por durg (DILI),
(B) previsdo da absorcdo intestinal humana (HIA) e (C) previsdo da permeabilidade no SNC por
logBB.
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Assim, o teste preditivo de absorcéo e permeabilidade indicou que o composto poderia ter
uma absor¢do intestina humana (HIA) de cerca de 81,62%, com uma semelhanca estrutural com
pelo menos 43% dos compostos na base de dados LMSU (Figura 14b) [60], enquanto o
logBB previsto de 0,21 sugere que 0 composto pode penetrar facilmente na barreira hemato-
encefdica (Figura 14c). Quando esses atributos foram considerados juntamente com a baixa
probabilidade de efluxo passivo pela P-gp e a baixa depuracdo hepética (CLint,u < 6,0
mL/min/kg), estima-se uma ata biodisponibilidade oral (Tabela 4). Entretanto, os valores
previstos de VD entre 0,6-0,7 L/kg indicam que a fracdo livre do composto é distribuida
uniformemente entre o fluido do plasma sanguineo e os tecidos bioldgicos, devido a sua
baixa lipofilicidade (Tabela 4) [61].

Tabela 4. Atributos farmacocinéticos previstos expressos em descritores de PAMPA
(permeabilidade celular), metabolismo e toxicidade (lesdo hepatica induzida por farmaco - DILI).

Imoveis ADMETIlab 3.0 Profundo-PK
Papp,A—B Caco-2 2,13x10cm/s 2,95x10°cm/s
Papp,A—B MDCK 5,19x10°cm/s 7,07x105cm/s
CLinty 4,85 ml/min/kg 5,82 ml/min/kg
Inibidor daP-gp Né&o N&o

VD 0,66 L/kg 0,74 L/kg
CYP2C9 N&o-substrato Né&o-substrato
CYP2D6 N&o-substrato Substrato
CYP3A4 Né&o-substrato Né&o-substrato
DILI - Lesdo hepética 0.99 Sim




3.7.3 Local de metabolismo e previsio da toxicidade

A previsdo dos locais de metabolismo € essencia para estabelecer correlacbes entre o
metabolismo hepatico e a incidéncia de respostas tdxicas agudas [62]. Estas biotransformagoes,
mediadas pelas isoformas CY P450, envolvem reacfes de oxidac&o, reducdo e hidrdlise, sendo os
principais processos metabdlicos observados nos farmacos administrados por via oral, como a O-
e N-dealquilacdo e a oxigenacdo de fragmentos arométicos e aliféticos [63, 64]. Em alguns casos,
estes processos produzem metabdlitos eletrofilicos reativos, como os epoxidos, que sdo
intermediarios formados durante a hidroxilagdo aroméatica e podem reagir covalentemente com
proteinas e DNA, potenciamente causadores de efeitos tdxicos [65]. No teste preditivo de
toxicidade aguda, estimou-se um LD50 oral em ratos de cerca de 2478 mg/kg, indicando que o
HYDPH pertence a classe 5 de toxicidade, em que a letalidade por ativacdo metabdlica &
improvével [66], sugerindo um ingrediente farmacol ogicamente ativo para administracdo oral em
seres humanos. Por outro lado, os valores LD50 estimados para a administragdo intraperitoneal
(IP), intravenosa (1V) e subcutanea (SC) foram inferiores a 1000 mg/kg, indicando que aviaora é

amaisfavorével paraaadministracéo de HY DPH (Figura 154q).

A 3000 1 B 1o
2478
2500 | .
= 2000
E 1500
4
- 1000 B803.2
631.2 ._--_,‘ -
500 + ' I 2841 l ! ,
; B B
Oral P v SC 5 ‘. 0 0.8 0.9 I
Administration route Lo wmidanty
c Tedto [¢) Reactivity D
' e [+) ’ (Protein and DNA) 0 GSH-conjugation

N-glucuronidation

Sructas
LT B S0
o~ =,
\
W £
| :::
)
.

Sale (<)

Figura 15. (A) Previsdo da toxicidade aguda em ratos para diferentes vias de administragéo:
oral, intraperitoneal (IP), intravenosa (1V) e subcutanea (SC). (B) Teste de semelhanca com
subestruturas toxicas e reativas, (C) mapa da contribuicdo estrutural para a resposta téxica
organicae (D) previsdo do local do metabolismo hepatico.

Na previsdo dos |locais de metabolismo e toxicidade, foi estimada uma semelhanca de

aproximadamente 0,7 (numa escala de 0,0 a 1,0) para o composto de entrada (HY DPH) com
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compostos do conjunto de treino StopTox (Figura 15b) [67]. Com base nisto, foi identificada
uma contribuic¢do estrutural negativa associada ao grupo C=N-N-R da estrutura da hidrazida
alifética, em que a hidroxilagdo do alceno C=N poderia levar a formacéo de um intermediério
reativo epoxidado que pode interagir com as bases nitrogenadas do DNA humano (Figura
15c). No entanto, o local de metabolismo previsto mostrou que este € um fragmento sensivel
a conjugacao com GSH, reduzindo a tendéncia deste grupo para ser reativo. Nesta previsao,
também foi observado que a amina do anel piridina constitui um local de glucuronidacdo
mediado pela UDP-glucuronosiltransferase (UGT), tornando o composto mais suscetivel ao
metabolismo de fase |l e mais resistente ao metabolismo de fase I, refletindo uma tendéncia

para o composto ser metabolicamente estavel (Figura 15d).

A depuracdo estimada de 4,8-5,8 mi/min/kg indica uma baixa excregdo da fracéo
molecular intrinseca libertada no sistema microssomal hepético, apoiando a previsdo do local
de metabolismo. No entanto, a probabilidade prevista de DILI de cerca de 0,99 esta
diretamente relacionada com aidentificacéo de potenciais locais de reatividade (Quadro 4).

4. Conclusdo

Um novo cristal hibrido orgéanico-inorganico de hidrazona-fosférico-agua (HY DPH)
foi sintetizado através de uma reagdo &cida entre o benzaldeido e aisoniazida. A sua estrutura
foi caracterizada por RMN, XRD, FT-IR, Raman, espetroscopia UV-Vis e andlise por MEV e
DSC. Além disso, foram efetuados caculos tedricos de quimica quantica no cristal e na
molécula para obter informagOes sobre as suas propriedades estruturais, vibracionais e
eletronicas. Foram também efetuados estudos in silico por docking molecular e ADMET. Os
resultados da analise estrutural por espectroscopia NMR confirmaram aformagdo do derivado
de isoniazida HY DPH. Os dados de XRD revelam que o cristal HY DPH exibe uma estrutura
triclinica com um grupo espacial PT e 4 moléculas por célula unitéria de hidrazona-fosforico-
agua, tornando-o um cristal hibrido organico-inorganico. A imagem MEV mostra que o0s
cristais de HYDPH tém a forma de prisma. A andlise DSC mostrou que o cristal HY DPH
funde a 99,1°C. Os numeros de onda vibracionais, vetores de onda, estrutura de banda (DOS)
e densidade de estados (PDOS) para o cristal HY DPH foram previstos usando célculos DFT
com o programa CASTEP. Uma comparagd0 com espectros experimentais permitiu-nos
atribuir os principais modos normais do cristal HY DPH, incluindo os seus modos de rede. A
atribuicdo dos modos normais do cristal foi conseguida com sucesso para as bandas de

infravermelho e Raman experimentais através das simulagbes DFT, melhorando a sua
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interpretacdo. Analisando os espectros de absorcdo UV experimentais e tedricos, foi
possivel identificar as lacunas e€letrébnicas e Opticas. O primeiro estado singleto
correspondente a transicdo do HOMO para o LUMO ocorre paraum valor de energia de 4,13
€V (300 nm) no espectro UV experimental, enquanto o cdlculo TD-DFT apresentou um valor
de 3,98 eV (311,75 nm), mostrando uma boa concordancia. Prevemos que o intervalo 6tico do
cristal HYDPH sga de 2,00 eV, 0 que surpreendentemente coincide com o valor
experimental. A estrutura de bandas eletronicas de Kohn-Sham mostra que o cristal HY DPH tem
um band gap indireto de 2,00 eV, com 0 méaximo da banda de valéncia no ponto B e o minimo da
banda de condu¢do no ponto I'. A partir da analise da densidade parcial de estados (PDOS),
verificou-se que o carater orbital das bandas de valéncia de maior energia e de conducdo de menor
energia provém principamente das orbitais p dos &omos de carbono do composto orgéanico, com
menores contribuicdes das orbitais p do nitrogénio, oxigénio e fésforo. Estes estudos enriquecem
significativamente nossa compreensdo das propriedades estruturais, vibracionais, eletronicas e
opticas do cristal HYDPH, encorgjando a investigaco subsequente e as aplicagdes tecnol ogicas
na ciéncia dos materiais e na optoeletronica. De acordo com as andlises das simulacfes de
docking molecular entre o composto HY DPH e a proteina quinase B, foi possivel observar que o
composto se acoplou ao sitio de inibi¢o da proteina, competindo pelo mesmo sitio de ligacéo do
inibidor co-cristalizado MIX e formando um complexo mais estéavel que os compostos utilizados
para o tratamento, isoniazida e pirazinamida, indicando que o HYDPH apresenta 0 mesmo
mecanismo de inibicdo e pode atuar como agente antituberculose, inibindo a atividade do
Mycobacterium tuberculosis. A predicdo dos descritores PAMPA, guiada por um modelo de
aprendizado de maguina, mostrou que o HYDPH pode ser permedvel mesmo em barreiras
biol6gicas mais seletivas, sugerindo uma taxa de absor¢do farmacocinética efetiva. Além disso, a
sua baixa lipofilicidade facilita a sua distribuicdo através da corrente sanguinea, indicando uma
elevada biodisponibilidade ora para o ingrediente ativo farmacoldgico. Neste estudo, estima-se
uma boa estabilidade metabdlica para a HYDPH, indicando uma baixa resposta téxica aguda
guando administrada por via oral. Por conseguinte, os estudos in silico por docking molecular e
ADMET indicam que a HYDPH possui potencial para o tratamento contra Mycobacterium

Tuberculosis.
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6 CONSIDERACOESFINAIS

6.1 ASPECTOS GERAIS DA PRODUCAO CIENTIFICA

Um estudo que envolva a caracterizacdo de um composto sintético do tipo cristal por
diversas técnicas espectroscopicas sdo essenciais no sentido em que ha aplicacdo naindustria,
na optoel etrdnica e também na producéo de novas substancias bioativas 0s quais associadas a
outras substancias presentes nas industrias farmacéuticas podem contribuir no combate a
tuberculose ou outras doencas causadas por estirpes bacterianas. A importancia dos cristais
Ccomo Os cristais desse trabalho um deles derivado da hidralazina, (um redutor da presséo
arterial) e outro que € derivado da hidrazona da isoniazida (medicamento este utilizado no
combate a tuberculose causada pela espécie bacteriana Mycobacterium tuberculosis), reside
principalmente de acordo com a investigacdo e os resultados apurados nesta tese na sua
inibicdo por meio de acoplamento com proteina de interesse os quais podem ser mais efetivos
no combate a cepas da espécie que causa a tuberculose e como um composto viavel como
agente farmacol 6gico e inovacdo de novos materiais e fabricacdo de dispositivos funcionais,

As andlises estrutural, vibracional e eletrébnica de um cristal sintetizado a partir da
hidralazina permitiu-nos conhecer seus parametros de rede, grupo espacia e estrutura do tipo
monoclinica. Pelas andlises eletronicas da superficie de Hirshfeld foram identificados as
ligagOes de hidrogénio N-H...N, C-O...H e contatos intermoleculares Crt € N 0 que permitiu
concluir que a hidrazona é estabilizada por interacdes intermoleculares do tipo ligacbes de
hidrogénio e também por contatos intermoleculares. A andlise vibraciona mostrou a
quantidade de modos acusticos e épticos e no Raman e infravermelho e seus principais modos
normais de vibrag&o incluindo o modo do grupo nitro da molécula observado em 735 cm™ no
infravermelho e em 745 cm no Raman. Pela andlise de densidade de estados projetada
(PDOS) os orbitais do tipo 2p contribuem para as bandas de valéncia por meio dos atomos de
carbono presentes. O valor do gap de energia entre ~1,35-1,36 eV reforgcam o ideal para
aplicacOes optoel etronicas.

A caracterizacdo do cristal hibrido organico-inorganico de hidrazona-fosforico revelou
seus modos normais de vibracdo que estéo associados a estudos que envolvem calorimetria e
termodindmica como também perda e ganho de energia. A estrutura triclinica com quatro
moléculas por célula unitéria do cristal se tornou conhecida pela técnica de difracdo de raios

X. A docagem molecular revelou que o composto apresenta potencial como agente
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antituberculose, ao se acoplar no sitio de ligacdo da proteina. Ja a analise ADMET mostrou
uma boa estabilidade metabdlica e baixa toxicidade aguda, demonstrada pelos parametros
fisico-quimicos obtidos. A imagem obtida por microscopia eletronica de varredura revelou
uma estrutura de um prisma para o cristal e a andlise por calorimetria exploratéria diferencial
mostrou um pico endotérmico muito forte indicando o ponto no qual o composto funde. Pelas
andlises TD-DFT eletrénica foi possivel conhecer que o cristal é estabilizado por ligagcBes
hidrogénio e por interacBes intermoleculares do grupo fosfato com as moléculas de hidrazona
e tem um Unico ponto de transi¢éo eletrénica com uma gap de energiano valor de 2,00 eV. O

espectro UV-VIS apresentou dois picos de absorcédo intensos na regido entre 205-300 nm.

Este estudo com dois cristais, um deles derivado da hidralazina e outro derivado da
hidrazona da isoniazida contribuirdo respectivamente para: candidato a possivel
semicondutor, 0 que pode ser favoravel em aplicacOes optoeletrbnicas e bioeletronicas
abrindo caminho para novos derivados com propriedades eletrbnicas e estruturais
personalizadas, bem como oferecendo oportunidades interessantes para a inovagéo de
materiais e na fabricacdo de dispositivos funcionais e como um potencial agente no combate
as cepas de Mycobacterium tuberculosis, pela sua farmacocinética caracteristica, um
composto viavel que apresenta baixa toxicidade é essencia na descoberta de novos
medicamentos e deve apresentar algum principio ativo e baixa lipofilicidade o que confirma
sua melhor taxa de dissolugéo do principio ativo e uma boa solubilidade. A caracterizacéo e
investigacdo dos dois cristais HNFIH e HYDPH pelas técnicas espectroscopicas como um
todo torna possivel conhecer as suas propriedades estruturais, vibracionais, eletrénicas e

opticas.

6.2 CONCLUSOES GERAIS

e A sintese do HNFIH por meio de uma reacéo de condensacdo foi confirmada pela difragcéo
deraios X de cristal unico, revelando uma estrutura do tipo monoclinica que € estabilizada

por uma rede de ligagBes de hidrogénio intermoleculares e contatos Crt € N;

e As principais interacbes observadas como N-H...N e C-O..H no cristal de hidrazona,
desempenham um papel fundamental na manutencdo do empacotamento do cristal e do
alinhamento molecular do mesmo;

e Alguns modos caracteristicos de estiramento e deformacdo foram identificados,
especialmente agueles associados as porgdes funcionais nitro e hidrazona do crista
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HNFIH;

Os célculos de estrutura eletrénica demonstraram que o cristal de hidrazona exibe um
comportamento semicondutor com um gap de energiaindireto de 1,35-1,36 eV,

A densidade de estados projetada para o cristal de hidrazona revelou que os orbitais «
centrados em carbono contribuem principalmente para os orbitais de fronteira proximos ao

nivel de Fermi;

Os dados de XRD revelam que o cristal HY DPH a 150k exibe uma estrutura triclinica com
um grupo espacia P1 e 4 moléculas de hidrazona por célula unitéria, tornando-o assim um

cristal do tipo hibrido orgénico-inorganico;

Uma comparagdo com espectros experimentais permitiu atribuir os principais modos

normais do cristal HY DPH, incluindo os seus modos de rede;

Os nimeros de onda vibracionais, vetores de onda, estrutura de banda (BS) e densidade de
estados (DOS) parao cristal HY DPH foram previstos usando calculos DFT;

O cristal HYDPH apresentou 486 modos normais de vibragéo, dos quais 483 sdo modos
opticos e 3 referem-se a modos acusticos;

O cristal hibrido hidrazona-fosforico tem um Unico ponto de transi¢do eletrénica na banda
de valéncia B — I', com um gap de energia de 2,00 eV e pela analise da dispersdao na
banda de conducéo foi sugerido que o transporte de elétrons é favorecido em apenas uma
nica direcdo no campo el étrico;

A andlise da superficie de Hirshfeld do cristal HY DPH mostrou que a estrutura cristalina é
estabilizada por ligagBes de hidrogénio mediadas pela molécula de &gua e também por

interacOes intermol eculares dos grupos fosfato com as moléculas de hidrazona;

A andlise da superficie de Hirshfeld do HYDPH também revelou que os niveis HOMO e
LUMO sdo predominantemente formados por contribui¢des dos estados p dos atomos de

carbono, seguidos por contribui¢cdes menores dos estados p dos a&tomos de nitrogénio;

A andlise térmica utilizando Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) mostrou apenas
um pico do tipo endotérmico a 99,1 °C indicando assim o ponto onde o cristal HYDPH

funde;

A obtencéo daimagem do cristal HY DPH por microscépio eletronico de varredura (MEV)
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revelou que o mesmo tem a forma alongada;

Os espectros calculados para o Raman e infravermelho(HYDPH) coincidiram com os

resultados experimentais, o que indicou que houve uma boa concordancia entre ambos,

Na faixa de niimeros de onda ® < 1500 cm™, tanto os espectros Raman experimentais
quanto os espectros calculados apresentam erros percentuais minimos, mostrando a
contribui¢cdo dos modos normais de todos os componentes do cristal hibrido orgénico-

inorganico;

Na regido 1400-1700 cm? dos espectros Raman experimentais e calculados, foram
observados cinco bandas com modos vibracionais exclusivos dos modos de deformagéo no

plano da molécula de hidrazona;

Na regido do niimero de onda de 2900-3600 cm™ dos espectros Raman e infravermelho
experimentais e calculados, foram observados modos do tipo estiramento das ligacOes
carbono-hidrogénio(CH) anéis arométicos das moléculas da hidrazona | e I, modos de

estiramento dos grupos amida e modos de estiramento das mol éculas de agua;

De acordo com as andlises das simulacdes de docagem molecular entre o cristal e a
proteina quinase B, foi possivel observar que o composto se acoplou ao sitio de inibicdo da
proteina, competindo pelo mesmo sitio de ligagdo do inibidor co-cristalizado MIX e

formando um complexo mais estéavel que os compostos utilizados para o tratamento;

O cristal hibrido apresenta mecanismo de inibicio e pode atuar como agente
antitubercul ose, inibindo a atividade da espécie Mycobacterium tuberculosis;

A boa estabilidade metabdlica para o composto HYDPH indica uma baixa toxicidade

guando administrada por viaoral;

Ha uma boa distribui¢do do composto HY DPH pela corrente sanguinea, evidenciada pela
baixa lipofilicidade apresentada.
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6.3 PERSPECTIVAS DE INVESTIGACOES FUTURAS

Apos a caracterizacdo de um cristal derivado da hidralazina e um novo composto um
cristal hibrido derivado do medicamento isoniazida por diferentes métodos espectroscopicos:
Ressonancia Magnética Nuclear(RMN); técnicas de espalhamento Raman e infravermelho,
ultravioleta-visivel (UV-VIS), difracdo de raios X e andlise térmica DSC pretende-se
futuramente realizar testes de atividade com cepas bacterianas em especial Mycobacterium
tuberculosis para investigar seu potencial combinado a antibidticos tais como a isoniazida,
rifampicina e pirazinamida, como também avaliar seus potenciais como inibidores de bomba

de efluxo para a cepa supracitada.
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8 ANEXOS e APENDICES

Anexo 1

Tabela S1. Dados do cristal e refinamento da estrutura parao HY DPH.

CCDC number 2327004
Empirical formula C13H17N306.50P
Formula weight 350.26
Temperature [K] 150.00
Crystal system triclinic
Space group (number) PT(2)

a [A] 7.3330(5)

b [A] 14.4747(9)
c[A] 15.7254(11)
al’] 75.506(3)
B[] 81.056(3)
vI[] 80.549(3)
Volume [A?] 1582.61(19)
V4 4

Pcalc [gcm-3] 1.470

p [mm-] 1.909
F(000) 732

Crystal size [mm?]

0.5x0.15x0.05

Crystal colour

clear yellowish yellow

Crystal shape

prism

Radiation CuKy (A\=1.54178 A)
20 range [] 5.85 to 145.05 (0.81 A)
Index ranges -8<h<9
-17<k<17
0<lI<19
Reflections collected 6221
Independent reflections 6221
Rsigma = 0.0306
Completeness to 99.7%
0 =67.679°
Data / Restraints / Parameters 6221/3/438
Absorption correction 0.5302/0.7536
Tmin/Tmax (method) (multi-scan)
Goodness-of-fit on F 1.203
Final R indexes R1=0.0818
[1226(1)] WR; = 0.2077
Final R indexes R1=10.0826
[all data] wR2 =0.2082
Largest peak/hole [eA~] 1.02/-0.64
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Anexo 2

Tabela S2. Coordenadas atdmicas de todas as quatro moléculas de hidrazona, quatro
moléculas de acido fosférico e seis moléculas de &gua no cristal triclinico de acordo com
nossos dados experimentais e apds nossa minimizacdo da geometria da célula unitéaria DFT no
nivel de calculo GGA+TS 1100 eV.

HYDPH crystal

Experimental data Optimized (GGA-TS1100¢V)
Element |x v z X y z
H1 1.311890 [1.259574 |0.006165 1.325346 [1.260746 |0.008230
H2 1134940 [1.235514 |0.014987 1.122944 |1.232028 |0.015910
H3 0943271 |[1.124117 |0.264260 | 0.943928 [1.122475 |0.273774
H4 0.745126 |0.760946 |0.273668 | 0.727628 |0.749222 |0.279609
H5 0.331805 |1.478984 0497520 | 0.337407 (1487411 |0.484621
H6 0.879866 [1.366683 [0.557427 | 0.859060 [1.355401 [0.555415
H7 1.070576 |1.359861 |0.538896 1.082180 [1.364808 |0.538136
H8 1474662 |1.209648 |0.240713 1463070 [1.203752 |0.254271
H9 1634764 [1.571424 |0.260544 | 1.638211 [1.578294 |0.271530
H10 0.575135 |1.257840 |0.525067 | 0.589461 [1.243752 |0.511023
H11 1.332627 |0.900190 |0.008604 | 1.337532 [0.897998 |0.002566
H12 0.921333 [1.033868 [0.570219 | 0914324 [1.011947 |0.573784
H13 0.892310 |0.965699 |0.069529 | 0.892234 |0.969267 |0.060786
H14 0.836197 |1.001541 |0.320588 | 0.834559 [1.004357 |0.327641
H15 0.379324 1139256 [0.429961 | 0.308439 [1.166518 [0.410108
H16 0.543806 |1.151986 |0.369625 | 0.529185 [1.167210 |0.405199
H17 1.385520 |1.068081 |0.268043 1.384591 [1.061203 |0.279961
H18 0.808939 [0.812310 [0.126589 | 0.792464 |0.805088 |0.123097
H19 1.020859 [1.228607 |0.510519 1.022972 [1.243434 |0.503908
H20 1593518 |1.476011 |0.053975 1595475 [1.476212 |0.047169
H21 1.304035 |0.758169 |0.117218 1.303458 [0.750729 [0.115373
H22 0.761003 |0.846762 |0.371823 | 0.747345 |0.839002 |0.379017
H23 1.330331 |0.898918 |0.306101 1.321608 |0.898761 |0.316683
H24 1.293436 [0.758954 |0.265255 1.282048 [0.751314 |0.275014
H25 1.074879 |1.412576 |0.080855 1.070587 [1.409734 |0.070880
H26 1.032519 [1.245402 |0.292364 | 1.028365 [1.246116 |0.300665
H27 1.361035 [1.041920 (0.047220 1.367923 [1.048790 |0.044620
H28 1.105909 [1.545952 |0.318238 1.105446 [1.550981 |0.322110
H29 1116604 [1.641818 |0.178020 1.120591 [1.652302 |0.170425
H30 1.071128 [1.383089 |0.342208 1.063885 [1.379304 [0.348406
H31 1111366 |1.575200 |0.056752 1109256 [1.582705 |0.045043
H32 1.540058 |1.304985 |0.298837 1524723 [1.296797 |0.309771
H33 1.647415 [1.598464 |0.113235 1.657799 [1.606888 |0.113325
H34 1599133 [1.430072 |0.353110 1.588748 [1.431491 |0.364873
C1 1.359400 |0.983600 |0.180500 1.355022 |0.982987 |0.182787
C2 1.333100 |0.900200 |0.069000 1.335302 [0.899488 [0.070909
C3 0.875600 |1.000500 |0.188500 | 0.871582 [1.000619 |0.188444
c4 0.927600 |1.100000 |0.148500 | 0.925165 [1.099762 |0.148137
C5 0.865300 [0.942700 [0.131600 | 0.860605 [0.943031 |0.131378
C6 1.517900 |1.300300 |0.127000 1513177 [1.301001 |0.129835
c7 0.832800 |0.963300 |0.279900 | 0.830220 |0.963779 |0.279259
C8 1.394900 |1.068700 |0.207000 1.391447 [1.066465 |0.209254
C9 0.815900 |0.852000 |0.165500 | 0.809130 |0.851812 |0.164817
C10 1.591400 |1.465500 |0.116200 1591423 [1.464536 |0.117663
C11 1.062500 [1.382900 |0.213500 1.059662 [1.384276 |0.211578
C12 1.556200 |1.376800 |0.169600 1553233 [1.376176 |0.172468
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C13 1.314400 |0.815800 |0.133600 1.313110 |0.815545 |0.135635
Cl14 0.786700 |0.872400 |0.310000 | 0.782667 |0.871948 |0.309905
C15 1.333100 |0.899300 |0.245400 1.325695 |0.899037 |0.247720
C16 1.311000 |0.816000 |0.221000 1.303826 |0.815852 |0.224118
C17 1.078600 [1.439400 |0.129700 1.075936 1441648 |0.125372
C18 1.028000 [1.282800 |0.233600 1.024388 [1.285140 |0.232299
C19 1.352500 |0.984100 |0.091600 1.353632 |0.982813  |0.094170
C20 1.097600 |1.519500 |0.269600 1.097083 [1.520116 |0.267326
Cc21 1.106400 |1.575300 |0.187300 1107305 [1.576849 |0.182012
C22 1.076300 |1.422500 |0.283900 1.073875 [1.424195 |0.281988
C23 1.100500 |1.536200 |0.115200 1.099369 [1.537330 |0.111117
C24 1.560500 [1.364900 |0.259400 1.552610 [1.363258 |0.263028
C25 1.623200 |1.538200 |0.150900 1.624288 [1.537320  |0.153050
C26 1.594100 ]1.439200 |0.291500 1.586989 [1.437456  |0.295432
N1 1.438400 ]1.144000 |0.148900 1436162 [1.143252 |0.151018
N2 0.952300 |1.150300 |0.207100 | 0.944796 [1.143252 |0.206738
N3 0.777300 |0.819100 |0.253200 | 0.773039 [1.151607 |0.252844
N4 0.991900 |1.243700 |0.174700 | 0.984970 |0.818325 |0.173899
NS 1.476900 |1.217200 |0.183300 1474137 [1.245161 |0.186008
NG 1.619700 |1.523700 |0.238000 1.620025 [1.215823 |0.240846
o1 0.619200 |1.410300 |0.567800 | 0.631651 [1.410898 |0.559143
02 0.948600 |1.131100 |0.068200 | 0.948800 [1.130672 |0.067780
03 1522100 |1.317100 |0.046700 1.513694 [1.318194 |0.049588
o4 0.964700 |1.084700 |0.396000 | 0.960513 [1.081510 |0.394136
05 1.218100 [1.264800 |-0.023300 | 1.222721 [1.264254 |-0.025927
06 0.722300 |1.216300 |0.442000 | 0.716923 [1.208156 |0.441112
o7 0.340200 |1.351400 |0.674100 | 0.354342 [1.351504 |0.671461
08 0.311300 |1.421400 |0.513000 | 0.313266 [1.417981 |0.513555
09 0.980800 |1.325700 |0.562800 | 0.986963 [1.319506 |0.556274
010 0.486500 |1.260100 |0.565700 | 0.492015 [1.260815 |0.562972
011 0.831200 |1.076000 |0.555800 | 0.827854 [1.072756 |0.553526
012 0.422700 |1.161200 |0.375100 | 0.429983 [1.158696 |0.372803
013 1.057100 |1.192500 |0.475200 1.055351 [1.191076 |0.468770
P1 0.445980 |1.362940 |0.582320 | 0.454655 [1.361863 |0.578900
P2 0.887100 |1.142060 |0.464180 | 0.885554 [1.137900 |0.461945
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Anexo 3

Tabela S3. Parametros de rede a, b, ¢ e seus desvios Aa, Ab, Ac (em A, calculados por DFT

em varios niveis) com relagdo aos valores experimentais. O volume V e seu desvio AV sdo

dados em A3 e a célula unitaria os angulos o, B, y e seus desvios Aa, AP, Ay (em graus) em

relacdo ao experimento também sio apresentados.

DFT Leve

Aa

a Ab c Ac Vv AV a Aa i} Ap v Ay
Exp 733 14.47 15.73 - 1582.61 75.51 81.06 80.55
LDAsz0ev 6.99 034 14.42 0.06 15.52 0.20 1484.70 97.91 75.33 017 80.48 0.57 8204 -150
LDA1100ev 6.98 0.35 14.40 0.08 1553 0.20 1480.92 101.69 75.29 0.22 80.53 0.52 8193 -1.39
GGAs30ev 793 -0.59 14.86 -039 1642 -0.70 185158 -26896  76.69 -1.18 79.84 122 8513 -459
GGA11008v 7.90 -0.56 14.87 -039 1643 -0.70  1840.98 -25837 7594 -043 80.05 101 8506 -451
GGA+T Seaoev 721 0.12 14.63 -016 1593 -0.21 1594.88 -12.27 75.32 0.19 80.41 0.64 81.78 -1.23
GGA+T St100ev 721 013 14.63 -015 1588 -0.16 1588.11 -550 75.53 -0.02 80.08 097 8167 -112
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Anexo 4

Tabela $4. Atribuicdo de modos vibracionais com base em DFT do espectro Raman com
picos ®EXP(em cm™) na faixa de 0 a 1800 cm™ e insercdo de 3000 a 3200 cm™. Eles sfo

baseados no deslocamento de &omos no cocristal de hidrazona em massa.

o (cm?) o (cm?) A(E-B)  Error % Intensties 2aBUL Vibrational M ode Assignment

EXP BUL cma A (E-B) Raman

— 27 - - 32.7475 Rotation lattice mode

83 74 9 10.84 52.4430 Rotation lattice mode

123 124 -1 0.81 23.3658 Rotation lattice mode

163 152 11 6.75 27.2855 Tranglatory lattice mode

205 209 -4 195 47.2386 Rotation lattice mode

251 241 10 394 47.3544 B[(C7H7), (N2H2N), (CAH4), (ring-A))/I; pIH0(1-2W)]
459 459 0 0.00 124.3636 Bipl(ring-A/B), (N2H2N), (C7TH7)]/II; p[H20(3W)]
617 606 21 340 95.8983 Sop[H20(3W)]

656 642 14 213 177.3678 Bresathing(ring-A)/I; 8[(C7H7), (N2H2N)]; p[H20(1-3W)]
920 o4 16 1.74 251.0365 Sip[PH(O4-H4PB), (O1-H1PA)]

1005 1001 4 040 1433.6013 SoplPH(O1-H1PB), (O4-H4PA)]; Sopl(fing-B)1/II
1057 1045 12 114 1792.3418 S[PH(O4-H4PAYJ; 3l(ring-B), (C2’H2")]/I

1146 1125 21 183 4360.5754 Sop[(N3H3N), (ring-B)1/11, Bip[(N2H2N), (ring-B)1/I
1188 1173 15 1.26 2801.9301 ol(C2H2-C3H3), (C5H5-C6H6), (ring-A)l/11
1229 1224 5 0.41 6417.0756 Sip[PH(O4-H4PA)]; Sipl(C7H7), (ring-A) /I
1256 1249 7 0.56 25711.4494 S(N2H2N); v(C10C1%), 8[(C3°H3’-C6’H6”), (ring-B)]/I
1291 1310 -19 147 961.9717 Sipl(ring-A/B), (CTH7))/11; Sop[PH(O1-H1PA)]
1450 1434 16 110 21487131  Sipl(ring-A)/II

1574 1530 44 2.80 322337028 Sip[(N2H2N, C7H7)I/1I; v[(C7-N1))/1I

1600 1539 61 381 29252.4956 Sip[(N2H2N, C7H7)1/1; vI(C7-N1)]/1

1637 1574 63 385 7414.9931 Sip[(N2H2N, (N2H2N), C7TH7)1/1; v[(C7-N1)]/I
1688 1620 68 4.03 6708.0120 dipl(ring-B)1/1; v[(C2°-C3), (C5’-C6°1/1; dipl(ring-B)1/II
3008 3011 -3 0.10 2674.4608 VI(N2H2N)]/1I

3040 3030 10 0.33 1361.3634 v[(C3°H3"), (ring-B)]/I

3050 3065 -15 0.49 2155.2405 vI(N2H2N), (C6°H6”), (ring-B)]/I

3065 3109 -44 144 1175.0561 va[(C3H3), (C4H4), (C6H6), (ring-A)]/I

3075 3127 52 1.69 6403.3107 vsl(C3H3), (C4H4), (C5HS), (ring-A)]/l

3110 3156 -46 148 1175.0561 VI(C6’H6”), (ring-B)1/11

3121 3173 -52 167 6403.3107 v[(C5°H5), (ring-A)]/l; vI[H20(2W)]

@ Normal modes: o, scissors motion; v, bond stretching; J, bond deformation; Puckering; Breathing; f, bending; w, wagging; p,
rocking; 7, twisting; [H20 (1W; 2W, 3W)], water; op, out of plane; ip, in of plane; mp, mix of plane; and hydrazone molecule (1)
or (II). The “s” and “a” subscripts are employed to denote symmetric and antisymmetric.

Tabela S5. Atribuicdo de modos vibracionais baseados em DFT do espectro infravermelho
com picos ®EXP (em cm™t) nafaixa de 0 a 1800 cm™. Eles s30 baseados no deslocamento
de &omos no cocristal de hidrazona em massa

o (cm?) o (cm?) A(E-B)  Error % |ntensities 2BUL Vibrational M ode Assignment

EXP BUL cm- A (E-B) Infrared

— 86 - — 13313 Rotation lattice mode

- 116 - - 2.2027 Rotation lattice mode

- 147 - - 15144 Trangdatory lattice mode

- 193 - - 2.2773 Trandatory lattice mode

- 210 - - 2.2946 Translatory lattice mode

- 245 - - 9.8368 Rotation lattice mode

- 269 - - 5.6686 Rotation lattice mode

= 302 = - 36112 BIH20(1-2W), (Phos(PA-PB)]

417 423 -6 144 4.6427 BIH20(1-2W), (PH(PA-PB)]; Bl(ring-A)l/I1
469 440 29 6.18 10.7548 BIH20(1-2W), (PH(PA-PB)]

509 527 -18 354 12.6842 p[H20(3W)]

542 554 12 221 10.2169 BIH20(1-2W), (PH(PA-PB)]; Z[H20(3W)]
- 574 - - 18.3462 S[H0(1-2W)]; BI(PH(PA-PB)]
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619 616 3 048 3.0022 Sip[H20(1W)]

646 638 8 124 1.9001 Breathing(ring-A)/I1-1; S[(C7HT7), (N2H2N)]; p[H20(1W)]
660 664 -4 0.61 13.8442 Puckering(ring-B)/1-11; 8[(C10), (N2H2N)]/I-II
695 699 -4 058 5.7229 Sop[H.0(2W)]
750 752 2 027 43443 SiplOH(AW)]
840 849 -9 1.07 9.2137 wop[(ring-A)/11; BI(PH(PA-PB)]; S[(N2H2N)]/I-I1
873 881 -8 0.92 6.3195 S0op[(N2H2N), (C3°H3"), (ring-B)]/11; 7ip[H20(1W)]
913 929 -16 175 5.6763 S0p[PH(O1-H1PA, O4-H4PB)]
955 946 9 094 25.6528 S0plPH(04-H4PB, O1-H1PA)]
976 981 5 051 27.7321 SiplPH(O1-H1PB), (O1-H1PA)]; B[(ring-B)]/I-II
- 1017 - - 344319 Sip[PH(O4-H4PB, O4-H4PA)]; Breathing[(ring-B)]/I-11
1038 1036 2 019 16.2791 SOp[PH(O4-H4PA))]
1081 1073 9 0.83 35.9365 Sop[PH(O4-H4PA)]; pl(ring-A)]/!
1141 1127 14 1.23 2.9335 SOp[(N3H3N), (ring-B)I/I1; Sip[(N2H2N)I/I; A(ring-B)/!
1225 1231 -6 049 16.9093 SOp[PH(O4-H4PB, O4-H4PA)]
1254 1249 5 040 9.7289 Sip[(N2H2N), (ring-B)]/I; v[(C10-C1*))1L
1284 1273 11 0.86 95509 Sop[PH(O1-H1PA)]
1367 1377 -10 073 7.9186 Sop[PH(O1-H1PB)]; Sop[H20(2W)]
1448 1435 13 0.90 2.0124 pl(ring-A)J/11; V[(C7-NL)]/I
1504 1491 13 0.86 10.9062 pl(ring-B))/11; Sip[(N2H2N))/I1; v[(C1°-C6”), (ring-B]/II
- 1551 - - 10.2016 Sip[(N2H2N), (C7TH7)/II
1571 1572 1 0.06 7.7963 Sip[(N2H2N), (C7THT)]/I; v[(C7-N1), A(ring-A)/I;
1601 1609 -8 050 26.6180 Sip[(N3H3N), (C5’H5)1/1; o[H0(3W)]; v[(01-C10)]
1638 1629 9 055 11.0945 A(ring-B)]/I-11; 6[H20(1W)]
1671 1641 30 1.80 12.1367 Bip[(N3H3N), (C5°H5”)J/I-I1; o{H20(1W, 3W)]
1693 1652 41 242 6.2018 o[H20(3W)]; Sip[(N3H3N), (C5’H5”))/I-II

Tabela S6. Atribuicdo de modos vibracionais baseados em DFT do espectro infravermelho com
bandas wEXP (em cm™) na faixa de 2800-3600 cmt. Elas sio baseadas no deslocamento de
atomos no cocristal de hidrazona em massa.

o fean ) o (an ) A (E-B) Ermex %  Inbensities ‘BUL Vibratiomal Mode Assignment

EXP CALL G A(E-B) Infrared

PRE 3009 Rl meT 315740 Y HTEIET, rCrH
3029 3030 -1 0.03 21.4581 v[(C5H5”), (ring-B)]/I
3061 3064 -3 0.10 21.7165 V[(N2H2N), (C6°H6”), (ring-B)]/I
3104 3106 -2 0.06 16.3230 v[(C6°H6), (ring-B), (N2H2N)]/I
3116 3122 -6 0.19 12.8018 V[(C6’H6), (ring-B)]/II
3173 3170 3 0.09 62.5102 V[OH(2W)]; v[(C3’H3"), (ring-B)]/I
3205 3264 -59 184 52.7680 V[OH(1W)]
3473 3406 67 193 429198 v[OH(2W)]
3506 3433 73 2.08 55.3624 V[OH(IW)]
3525 3473 52 148 28.2505 va[H20(3W)]
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