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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA 

 

Esta pesquisa visa desenvolver novos metalofármacos à base de níquel, com 

potencial para substituir a cisplatina e seus análogos, proporcionando tratamentos 

antitumorais mais eficazes e com menos efeitos colaterais. O estudo pode impulsionar 

inovações científicas e técnicas, com impactos sociais e econômicos ao contribuir 

para a saúde pública no tratamento de câncer, promovendo o desenvolvimento de 

terapias mais seguras e acessíveis globalmente, alinhado aos ODS de saúde e bem-

estar, indústria, inovação e infraestrutura. 

 

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH 

 

The aim of this research is the development of new nickel-based 

metalopharmaceuticals with the potential to replace cisplatin, offering more effective 

cancer treatments with fewer side effects. The study may lead to scientific and 

technical innovations, with social and economic impacts, contributing to public health 

in cancer treatment and promoting the development of safer and more accessible 

therapies globally, in alignment with the SDGs of health and well-being, industry, 

innovation, and infrastructure. 
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RESUMO 

 

O câncer abrange um grupo de doenças caracterizadas pelo crescimento descontro-

lado de células, que podem invadir tecidos e órgãos. O Instituto Nacional do Câncer 

(INCA) estima cerca de 704 mil novos casos anuais no Brasil entre 2023 e 2025. Entre 

as terapias disponíveis, destacam-se quimioterápicos à base de platina, como a 

cisplatina, que são amplamente utilizados, embora associados a efeitos colaterais 

significativos e resistência celular. Esses desafios reforçam a busca por novos me-

talofármacos capazes de reduzir os efeitos adversos e melhorar a eficácia dos tra-

tamentos. Dentre os metais disponíveis para o planejamento de novos metalofárma-

cos, o níquel representa uma alternativa interessante dado seu papel essencial em 

sistemas biológicos.  Assim, este trabalho apresenta a síntese, caracterização e ava-

liação antitumoral, bem como a interação com o DNA de dois compostos inéditos 

[Ni(VMTSC-Ph)2] (AP-2) e [Ni(VPTSC-Ph)2] (AP-4), onde VMTSC-Ph = 3-metoxi-4-[2-

(morfolinil)etóxi)benzaldeído-N(4-fenil)tiossemicarbazona; VPTSC-Ph = 3-metoxi-4-

[2-(piperidinil)etóxi)benzaldeído-N(4-fenil)tiossemicarbazona. A caracterização foi 

realizada por técnicas espectroscópicas (infravermelho (IV), ressonância magnética 

nuclear (RMN) de 1H e 13C). Adicionalmente, a estrutura molecular e cristalina do 

composto AP-4 foi determinada através da técnica de difração de raios X por mono-

cristal. O efeito dos compostos em células tumorais de mama (MCF-7, MDA-MB-231 

e SKBR-3), pulmão (A549) foi investigado pela técnica de MTT. Os complexos mos-

traram ser igualmente ou mais ativos que a cisplatina frente às linhagens MCF-7, 

MDA-MB-231 e A549, dependendo do grupo morfolinil/ piperidinil presente na estru-

tura da tiossemicarbazona. Estudos espectroscópicos sugerem que a interação entre 

os complexos com o DNA se dá por um modo diferente da intercalação.   

 

Palavras-chave: tiossemicarbazonas; compostos de níquel; câncer; fármacos; DNA. 

 

 

 

 

  



 

ABSTRACT 

 

Cancer can be defined as a group of diseases characterized by the uncontrolled growth 

of cells, making damage on tissues and organs. The National Cancer Institute (INCA) 

estimates approximately 704,000 new cases annually in Brazil between 2023 and 

2025. Among the available therapies, platinum-based chemotherapeutic agents, such 

as cisplatin, still stand out for their widespread use, even they are associated with 

significant side effects and cellular resistance. These challenges underscore the need 

for novel metallodrugs capable to reduce these adverse effects and improving 

treatment efficacy. Nickel ions emerge as a promising alternative for designing new 

metallodrugs due to its essential role in biological systems. This work presents the 

synthesis, characterization, and antitumor evaluation, as well as the DNA binding 

studies, of two novel compounds, [Ni(VMTSC-Ph)2] (AP-2) and [Ni(VPTSC-Ph)2] (AP-

4), where VMTSC-Ph = 3-methoxy-4-[2-(morpholinyl)ethoxy]benzaldehyde-N(4-

phenyl)thiosemicarbazone and VPTSC-Ph = 3-methoxy-4-[2-

(piperidinyl)ethoxy]benzaldehyde-N(4-phenyl)thiosemicarbazone. Characterization 

was performed using spectroscopic techniques, including infrared (IR) and nuclear 

magnetic resonance (NMR) spectroscopy 1H and 13C. Additionally, the molecular and 

crystalline structure of compound AP-4 was determined by single-crystal X-ray 

diffraction. The cytotoxic effects of the compounds were evaluated against breast 

(MCF-7, MDA-MB-231 and SKBr3) and lung (A549) cancer cell lines using the MTT 

assay. The complexes were found to be equally or more active than cisplatin against 

the MCF-7, MDA-MB-231 and A549 cell lines, depending on the presence of the 

morpholinyl or piperidinyl groups in the thiosemicarbazone structure. Spectroscopic 

studies suggest that the interaction between the complexes and DNA occurs via a 

mechanism distinct from intercalation. 

 

Keywords: thiosemicarbazones; nickel compounds; cancer; pharmaceuticals; DNA. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer  

 

O câncer pode ser definido como um conjunto de enfermidades em que células 

normais sofrem mutações irreversíveis, resultando em alterações genéticas que 

prejudicam a homeostase dos tecidos à medida em que as células mutadas se 

proliferam. Tais células transformadas exibem características de rápida taxa de 

proliferação e baixa taxa de apoptose1,2. 

Conforme a classificação da Organização Mundial de Saúde, o câncer 

representa a segunda principal causa de óbitos globalmente. Em pesquisas recentes, 

o Instituto Nacional do Câncer (INCA) estimou mais de 2 milhões de novos casos no 

triênio de 2023 a 2025, totalizando 704 mil novos casos anualmente2. Dentre esses 

casos, destacam-se 72 mil de câncer de próstata e 74 mil de câncer de mama. Em 

comparação com o triênio anterior (2020 a 2022), houve um aumento significativo para 

625 mil novos casos, sendo as causas desse crescimento rápido complexas, 

possivelmente relacionadas ao envelhecimento e crescimento populacional2. 

O processo de formação de um tumor é denominado carcinogênese ou 

oncogênese e ocorre devido a diversos fatores, como a exposição a agentes 

carcinogênicos, que guarda uma relação proporcional com os hábitos de vida de um 

indivíduo. Dentre os fatores de risco, destacam-se o tabagismo, o consumo de 

bebidas alcoólicas e o sedentarismo2. 

A carcinogênese, Figura 1, envolve as fases de iniciação, promoção e 

progressão. Na fase de iniciação, os agentes cancerígenos, ao entrar em contato com 

células sadias, provocam alterações genéticas (iniciação), resultando em 

modificações celulares, embora ainda não seja possível detectar a formação de um 

tumor. A promoção ocorre quando as células iniciadas são frequentemente expostas 

a oncopromotores, transformando-as em células malignas. O estágio de progressão, 

marcado pela multiplicação desordenada das células, desencadeia na formação do 

câncer1. 
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Figura 1. Etapas da Carcinogênese. 

 

Fonte. Autor. Criado com biorender.com. 

Dentre as formas de tratamentos disponíveis, destacam-se a radioterapia, 

cirurgia e quimioterapia como abordagens primárias. No contexto da quimioterapia, 

são administrados agentes antineoplásicos ou quimioterápicos, com o objetivo de 

promover a redução do quadro tumoral3. Dentre a disponibilidade de fármacos, os 

agentes antineoplásicos à base de platina desempenham um papel crucial nos 

regimes quimioterápicos. No entanto, a crescente resistência celular e os efeitos 

colaterais associados ao uso desses agentes são motivo de considerável apreensão. 

1.2 Câncer de mama 

O câncer de mama é o principal tipo de câncer que acometem as mulheres, 

sendo uma das principais causas de mortes no Brasil e no mundo1-3. Esse tipo de 

câncer pode ter origem nas células dos ductos mamários, responsáveis por conduzir 

o leite das glândulas ao mamilo, ou diretamente nas glândulas mamárias. Em casos 

avançados, as células tumorais podem se disseminar para tecidos adjacentes ou 

mesmo para outras partes do corpo, originando metástases.  

Diversos fatores estão associados ao aumento do risco de desenvolvimento do 

câncer de mama. Entre eles, destacam-se o histórico familiar ou pessoal de câncer, 

mutações genéticas em genes supressores tumorais como BRCA1 e BRCA2, 

obesidade, exposição a radiações ionizantes, terapia de reposição hormonal 

prolongada, menopausa tardia4. 

No Brasil, segundo o INCA, o câncer de mama será responsável por 10,5% de 

todos os novos casos de câncer entre mulheres nos anos de 2023 a 2025, com uma 

estimativa anual de aproximadamente 74 mil diagnósticos, representando uma taxa 

de incidência de 66,54 novos casos para cada 100 mil mulheres1,5.   
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O câncer de mama é classificado em diferentes subtipos com base na 

expressão de marcadores moleculares específicos, como o receptor de estrogênio 

(ER), o receptor de progesterona (PR) e o receptor do fator de crescimento epidérmico 

humano (HER2)6. 

Dentre os subtipos, o câncer de mama triplo-negativo se destaca por sua 

agressividade e complexidade de tratamento. Esse tipo é caracterizado pela ausência 

de expressão dos receptores ER, PR e HER2, o que o torna como um dos tipos mais 

agressivos, pois não responde às terapias hormonais e aos tratamentos direcionados 

a HER2, limitando as opções terapêuticas disponíveis7. Como resultado, o câncer de 

mama triplo-negativo está associado a maior letalidade, especialmente em casos 

diagnosticados em estágios avançados. 

O tratamento do câncer de mama é um desafio devido ao grupo heterogêneo 

de tumores que diferem no comportamento, evolução e resposta ao tratamento8. 

Consequentemente, estratégia terapêutica considera fatores como o estágio da 

doença (estadiamento), as características biológicas do tumor e as condições gerais 

da paciente. As opções de tratamento são divididas em modalidades locais, como 

cirurgia e radioterapia, e sistêmicas, incluindo quimioterapia, hormonioterapia e 

terapia biológica9.   

Nas fases iniciais do câncer de mama, a abordagem terapêutica geralmente 

inclui cirurgia, que pode ser conservadora ou uma mastectomia. O tratamento 

sistêmico é indicado quando há risco de recorrência, levando em consideração fatores 

como idade da paciente, tamanho e tipo do tumor, e comprometimento dos linfonodos 

auxiliares9. A decisão sobre o tipo de tratamento sistêmico a ser administrado depende 

do fenótipo intrínseco determinado pela avaliação da expressão do receptor de 

estrogênio (ER), receptor de progesterona (PR), amplificação do gene HER-2/Neu e 

do marcador nuclear de proliferação celular Ki-6710. 
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Tabela 1. Subtipos de câncer de mama e seus marcadores característicos, e terapias sugeridas. 

Subtipo Expressão de biomarcadores Terapia sugerida 

Luminal A ER(+), PR(+), HER2 (-) e Ki-67 baixoa TE na maioria dos casos. 

Luminal B ER(+), HER2 (-); PR baixo ou Ki-67 altob TE + Quimioterapia + Anti 
HER2 

Basal ER(-), PR(-), HER2 (-), citoqueratinas basais 
(+) 

Quimioterapia 

HER2 
positivo 

ER e/ou PR(-), HER2(+) Quimioterapia + Anti HER2 

Não-
classificável 

ER(-), PR(-), HER2 (-) Quimioterapia 

a <14%; b ≥ 14%; TE: Terapia Endócrina 

Fonte. Adaptado de NOUNOU et al. 2015. 

Os subtipos luminal-A e luminal-B do câncer de mama representam cerca de 

75% dos casos e são caracterizados pela expressão dos receptores hormonais de 

estrogênio (ER) e progesterona (PR). O hormônio estrogênio desempenha um papel 

crucial na regulação da apoptose, na expressão de fatores de crescimento e seus 

receptores, tornando esses carcinomas teoricamente sensíveis à hormonioterapia11. 

Entre as terapias endócrinas utilizadas, destacam-se os moduladores seletivos dos 

receptores de estrógeno, como o tamoxifeno, inibidores de aromatase e análogos do 

hormônio da gonadotrofina12.  

Segundo o Protocolo Clínico e Diretrizes Terapêuticas para Câncer de Mama 

elaborado pelo Ministério da Saúde, a carboplatina é indicada em terapia combinada 

com outros quimioterápicos ou com agentes anti-HER2 para o tratamento do câncer 

de mama em diversos casos (neoadjuvante, adjuvante e metastático)13. 

 

1.3 Antineoplásicos à base de platina  

Desde que a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina foi identificada, 

diversos complexos com base neste metal foram projetados com o intuito de 

desenvolver novos agentes antitumorais mais eficazes. Entre esses, destacam-se a 

Carboplatina e a Oxaliplatina, que apresentam vantagens em relação à cisplatina, 

diminuindo a neurotoxicidade, por exemplo. Outros fármacos receberam aprovação 

em diferentes países, como é o caso da Nedaplatina (no Japão), Lobaplatina (na 

China) e Heptaplatina (na Coreia), conforme ilustrado na Figura 214.  
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Figura 2. Agentes metalofármacos antitumorais utilizados atualmente. 

 

Fonte. Autor. 

A carboplatina foi aprovada para uso clínico em 1989, e foi planejada de acordo 

com a toxicidade dos fármacos de platina, que está diretamente relacionada à 

facilidade com a qual os ligantes abandonadores aniônicos são substituídos pela 

água. Os complexos de platina com ligantes dicarboxilatos quelantes apresentam 

menor toxicidade em relação aos complexos contendo ligantes monodentados, como 

o cloreto. Isso ocorre devido à cinética de aquação consideravelmente mais lenta dos 

ligantes dicarboxilatos, decorrente do efeito quelato. A atividades desses complexos 

está relacionada a sua inércia frente a reações de troca de ligantes e a abertura lenta 

do anel quelato formado pelo dicarboxilato15. 

 

Fonte. Autor.  

A abertura do anel quelato permite a formação de espécies monoaquo, no 

entanto, a reação reversa também pode ocorrer relativamente rápida. Sendo assim, o 

composto quelato é consequentemente mais estável em relação a cisplatina, 

Figura 3. Reação de abertura do anel da carboplatina. 



27 
 

garantindo que o complexo mantenha sua estrutura o tempo suficiente para atingir o 

alvo farmacológico16. A espécie monoaquo pode reagir com ligantes N-doadores, 

como as bases nitrogenadas do DNA. O aduto formado é suficientemente estável para 

permitir a descoordenação do segundo átomo de oxigênio do ligante dicarboxilato e 

subsequente formação das ligações cruzadas no DNA16. Uma vez hidrolisada, a 

carboplatina gera a mesma espécie ativa responsável pela atividade da cisplatina, o 

íon cis-[Pt(OH2)2(NH3)2]2+, formando os mesmos adutos no DNA.  

Os aquocomplexos formados reagem predominantemente com o N(7) da 

guanina, formando adutos com essas nucleobases, como ilustrado na Figura 4. Ao se 

ligar ao DNA, a lesão resulta em uma distorção da estrutura de dupla hélice do DNA 

que, se não for reparada, desencadeia uma cascata de eventos culminando na morte 

celular17.  

Figura 4. Representação do mecanismo de ação da cisplatina e seus análogos. 

 

Fonte. Autor. Criado com biorender.com 

Por outro lado, o DNA está presente tanto nas células tumorais quanto nas 

células saudáveis, resultando em ambos os tipos celulares sendo afetados pelo 

mecanismo citotóxico da cisplatina e seus análogos.  

Consequentemente, os índices de seletividade (IS) são reduzidos, contribuindo 

para a ocorrência de diversos efeitos colaterais nos pacientes, como nefrotoxicidade, 

neurotoxicidade, náuseas e vômitos. Destacam-se ainda a resistência celular e os 
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mecanismos de defesa que podem diminuir a eficácia desses fármacos18,19. Embora 

a carboplatina apresente menor neurotoxicidade e nefrotoxicidade que a cisplatina, a 

carboplatina está associada a efeitos mielossupressores, reduzindo o número de 

leucócitos (leucopenia), neutrófilos (neutropenia) e plaquetas (trombocitopenia), 

expondo os pacientes a um maior risco de infecções por organismos patogênicos20. 

Diante do exposto, diversos grupos de pesquisa têm direcionado seus esforços 

para buscar alternativas aos complexos de platina utilizados na medicina, com o 

objetivo de desenvolver complexos de platina ou não capazes de eliminar as células 

tumorais por meio de mecanismos distintos. Dentre os vários metais pesquisados, os 

complexos de níquel têm sidos reportados na literatura pelos seus efeitos em células 

tumorais14. Nas próximas páginas, serão apresentados alguns aspectos da química 

de coordenação, bioinorgânica e toxicológicos do níquel e seus compostos. 

1.4 Níquel 

O níquel é um metal de transição pertencente à mesma família da platina, 

resultando em propriedades químicas e físicas semelhantes. Dentre os estados de 

oxidação do níquel (podendo ser encontrado de –1 a +4), o estado de oxidação +II é 

sem dúvida o mais importante, pois o NiII tem a capacidade de formar diversos 

compostos como haletos, óxidos e sulfetos, por exemplo, e é o estado de oxidação 

mais predominante em sistemas biológicos22,23.  

Na química de coordenação, o NiII tende a formar preferencialmente complexos 

com geometria octaédrica e quadrática planar, sendo que essa última geometria 

ocorre preferencialmente em pH fisiológico (ou superior) quando o íon metálico se 

encontra coordenado a ligantes de campo forte, como nitrogênio de amida e enxofre 

de grupamento tiol, onde os elétrons são forçados a se emparelharem22,23.  

O níquel desempenha papéis importantes em sistemas biológicos em alguns 

organismos, atuando principalmente como cofator em várias enzimas essenciais. 

Essas enzimas incluem a urease, que desempenha um papel importante na 

decomposição da ureia em amônia, superóxido dismutase (em estados de oxidação 

+2 e +3) e metil coenzima M redutase, que atua no metabolismo de bactérias 

anaeróbicas24-26. Nos seres humanos, o níquel em quantidades pequenas, é 
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considerado como um metal importante para o desenvolvimento humano. Ele atua em 

processos metabólitos, como a manutenção do sistema antioxidante e atividade 

enzimática, sua deficiência pode prejudicar esses processos27.  

No entanto, a deficiência de níquel é pouco evidenciada em humanos, pois o 

corpo obtém quantidades suficientes através da dieta, com alimentos como vegetais, 

nozes, e também por meio da água potável. Já a alta exposição ao níquel pode 

acarretar diversos problemas aos seres humanos, de acordo com estudos de 

exposição ocupacional ligadas à indústria de transformação, que detectou evidências 

clínicas como sinusite, rinite, dermatites de contato e câncer de pulmão28. 

A toxicidade de compostos de níquel, como sulfetos de níquel, geralmente está 

associada ao estresse oxidativo induzido por espécies reativas de oxigênio (ROS), e 

a sua afinidade por ácidos nucleicos e proteínas.  A ingestão ou exposição prolongada 

ao níquel (+2) também pode causar danos aos rins, sistema nervoso, fígado e danos 

ao DNA29. 

Estudos in vitro realizados em células HeLa, linhagem celular de câncer 

cervical, evidenciaram que altas concentrações de cloreto de níquel podem provocar 

danos oxidativos ao DNA. Já estudos envolvendo citometria de fluxo com metais 

carcinogênicos, indicaram que o NiII inibiu a progressão da divisão celular em células 

tumorais de pulmão28,29.  

Esses resultados destacam o papel dual do níquel, que é essencial para 

algumas funções biológicas em pequenas quantidades, mas cuja presença em altas 

concentrações está associada a efeitos genotóxicos e carcinogênicos. Sendo assim, 

no desenvolvimento de novos compostos de coordenação, utilizando o níquel como 

centro metálico, uma estratégia eficaz para contornar a toxicidade deste metal é o uso 

de ligantes quelantes, como as tiossemicarbazonas30. 

1.5 Tiossemicarbazonas 

Dentre a classe de ligantes quelantes, destacam-se as tiossemicarbazonas 

(TSC’s), que são reportadas na literatura por possuírem um amplo perfil farmacológico 

como atividade antiviral, antichagástica, antibacteriana e ação antitumoral30,31.  
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Geralmente, as TSC’s podem formar compostos de coordenação nas formas 

neutras ou aniônicas, uma vez que o átomo de hidrogênio do grupo hidrazínico pode 

ser removido, causando uma deslocalização da nuvem eletrônica π sobre o fragmento 

N–N–C–S. Esta propriedade confere às TSC’s uma natureza de ligantes 

intermediários entre uma base de Pearson do tipo a e b, justificando sua elevada 

afinidade por diversos metais32, incluindo ácidos de Pearson das classes a e b. Essa 

versatilidade estrutural e sua estrutura geral estão ilustradas na Figura 5. 

Fonte. Autor. 

A ação antitumoral das TSCs tem sido atribuída para a atuação da inibição 

frente a enzima ribonucletídeo redutase (RR), que está associada à replicação e 

reparo do DNA e sua habilidade de quelar cátions metálicos que atuam como 

cofatores de enzimas-alvo na terapia contra o câncer33,34.  

Um composto que atua nesse sentido é a Triapina®, 3-aminopiridina-2-

carboxaldeído-tiossemicarbazona, que integra o grupo das α-(N)-heterocíclo-

tiossemicarbazonas34. Atualmente, estudos clínicos na fase III estão em andamento 

para avaliar a aplicação desse fármaco em terapias combinadas com cisplatina e 

radioterapia em pacientes com câncer cervical ou vaginal. Quanto ao mecanismo de 

ação da Triapina®, estudos sugerem que sua atividade está relacionada com a 

formação de um complexo entre a tiossemicarbazona e o núcleo de ferro localizado 

Figura 5. Estrutura geral de tiossemicarbazonas (a) e modos de coordenação de tiossemicarbazonas 
(b). 
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no sítio catalítico da enzima (RR), reduzindo o íon Fe3+ para Fe+2, que promove a 

inativação da enzima.  

Deste modo, uma ampla variedade de ligantes tiossemicarbazonas e seus 

complexos derivados vem sendo amplamente estudados, com destaque para a busca 

de novas substâncias que possuam propriedades farmacológicas. Pois, ao ligar-se a 

um centro metálico de maneira quelante, juntamente com o efeito sinérgico originado 

pela combinação com metais de transição, vários grupos de pesquisa têm explorado 

a ação dos complexos em linhagens tumorais, especialmente os complexos metálicos 

de geometria quadrática planar.14, 35-38. 

1.6 Hipótese 

Farias et. al. reportaram a obtenção de bisquelatos de NiII contendo TSC’s 

derivadas do cinamaldeído (cTSC) com atividade antiproliferativa in vitro frente as 

linhagens tumorais A549 (carcinoma pulmonar), MCF7 (câncer de mama) e não 

tumoral, MRC-5. Os complexos de fórmula geral [Ni(R’-cTSC)2] apresentaram 

diferentes valores de IC50 frente as linhagens A549 (R’ = Me: 1,96±0,26 µM e R’ = Et: 

1,06±0,15 µM), MCF-7 (R’ = Me: 13,11±1.1 µM e R’ = Et: 3,70±0,64 µM) e contra MRC-

5 (R’ = Me: 23,16±1,18 µM e R’ = Et: 23,16±0,82 µM). Todos os complexos mostraram 

ser mais seletivos que o fármaco padrão cisplatina frente as células tumorais14.  

Adicionalmente, outros complexos quadráticos planares foram obtidos pelo 

grupo39, estes contendo como centro metálico o PdII e ligantes tiossemicarbazonas 

derivados da vanilina contendo modificações estruturais (vR’TSC-Ph). Os bisquelatos 

[Pd(R’-vTSC-Ph)2] apresentaram grande atividade citotóxica frente as linhagens 

tumorais e não tumorais, sendo os valores de IC50 frente as células tumorais A549 (R’ 

= N-etilpiperidina: 7,92±1,05 µM e R’ = N-etilmorfolina: 3,16±0,48 µM), MCF-7 (R’ = 

N-etilpiperidina: 7,52±0,45 µM e R’ = N-etilmorfolina: 3,42±0,97 µM), MDA-MB-231 (R’ 

= N-etilpiperidina: 6,46±0,40 µM e R’ = N-etilmorfolina: 3,12±0,22 µM) e frente a MRC-

5 (R’ = N-etilpiperidina: 1,80±0,12 µM e R’ = N-etilmorfolina: 0,88±0,10 µM). 

Assim, motivados pela atividade citotóxica desses complexos, nosso grupo de 

pesquisa tem estudado essa classe de compostos, objetivando esclarecer quais 
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partes da molécula são importantes para a citotoxicidade contra as células tumorais e 

quais não são, bem como a influência da troca de centros metálicos.  

Considerando os resultados promissores obtidos pelo nosso grupo de 

pesquisa, em relação à ação dos complexos de fórmula geral [M(L)2], M = NiII ou PdII 

e L = ligantes tiossemicarbazonas, frente às células tumorais de mama como MCF-7 

e pulmão A549, foi inferido e proposto que a substituição dos ligantes 

tiossemicarbazonas derivados do cinamaldeído por tiossemicarbazonas derivadas da 

vanilina contendo as modificações estruturais, juntamente com a substituição do 

centro metálico de PdII por NiII neste sistema, poderá potencializar a ação inibitória 

desses complexos. Com base nesse protótipo (Figura 6), propõe-se a realização de 

estudos sintéticos/estruturais e a investigação do potencial citotóxico de complexos 

bisquelatos de NiII contendo ligantes tiossemicarbazonas. 

Figura 6. Esquema de modificações estruturais baseado nas moléculas protótipos. 

 

Fonte. Autor. 
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2 OBJETIVOS 

O objetivo principal deste trabalho consiste na síntese, caracterização, 

investigação da atividade biológica de dois complexos inéditos de níquel(II) contendo 

ligantes tiossemicarbazonas derivados da 3-metoxi-4-hidroxibenzaldeído.  

2.1 Objetivos específicos 

I. Síntese e caracterização de dois ligantes (tiossemicarbazonas) derivados da 

vanilina, contendo modificações estruturais sendo 3-metoxi-4-[2-(4-

morfolinil)etóxi]benzaldeído tiossemicarbazona (VMTSC-Ph) e 3-metoxi-4-[2-(1-

piperidinil)etóxi]benzaldeído tiossemicarbazona (VPTSC-Ph); 

II. Síntese e caracterização de dois complexos inéditos de níquel(II) do tipo [Ni(L)2], 

onde L = VMTSC-Ph (AP-2), VPTSC-Ph (AP-4); 

III. Avaliar o comportamento químico dos complexos em solução;  

IV. Avaliar a atividade citotóxica in vitro dos ligantes tiossemicarbazonas e seus 

respectivos complexos de NiII frente as células tumorais de pulmão (A549) e de 

mama (MCF-7, MDA-MB-231 e SKBr-3); 

V. Avaliar a atividade citotóxica in vitro dos compostos frente as linhagens celulares 

não tumorais de pulmão (MRC-5) e de mama (MCF-10A) e determinar o índice de 

seletividade (IS); 

VI. Estudar a interação dos complexos com o ctDNA. 

 

 

 

 

 

 

  



34 
 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Procedência de solventes e reagentes 

 

Os reagentes 3-metoxi-4-hidroxibenzaldeído, cloridrato de 1-(2-

cloroetil)morfolina, cloridrato de 1-(2-cloroetil)piperidina, 4-fenil-3-tiossemicarbazida e 

acetato de Ni(Ac)2 tetrahidratado foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes 

orgânicos foram utilizados como fornecidos.  

 

3.2 Instrumentação 

 

Os espectros de FTIR foram obtidos no espectrofotômetro Nicolet IS5 Thermo 

Scientific na faixa de 4000 – 400 cm-1, utilizando pastilhas de KBr. Os espectros de 

RMN 1D foram obtidos no espectrômetro multinuclear BRUKER Avance III HD 600 

(14, 1T a 298 K), equipamento disponível na plataforma multiusuário no Instituto de 

Química da UNESP, Campus de Araraquara. As amostras, VMTSC-Ph, VPTSC-Ph e 

AP-2 foram preparadas em DMSO-d6 e o composto AP-4 foi preparado em CDCl3, os 

sinais residuais em 2,50 ppm e 7,26 ppm foram utilizados como referência. As 

medidas de condutividade molar foram realizadas em condutivímetro DM 31 Digimed, 

para o preparo de uma solução dos respectivos complexos, de concentração molar 

igual 1x10-3 mol L-1, utilizou-se como solvente dimetilsufóxido (DMSO).  

 

3.3 Difração de raios x de monocristal 

 

As medidas de difração de raios X de monocristal para o complexo AP-4 foram 

realizadas pelo Prof. Dr. Javier Ellena no Instituto de Física de São Carlos – USP. Os 

dados foram obtidos a temperatura ambiente (25 ºC) no difratômetro Rigaku Synergy-

S equipado com um sistema detector HyPix-6000HE, utilizando a radiação MoKα (λ = 

0,71073 Å), da fonte de jato de fótons. A estrutura foi resolvida por método direto 

usando o software SHELXT. As correções de redução, dimensionamento e absorção 

de dados foram realizadas usando CrysAlisPro. A representação gráfica da estrutura 

foi elaborada pelo software Mercury. 

 

 



35 
 

3.4 Síntese dos precursores derivados da vanilina e ligantes 

tiossemicarbazonas 

 

Os ligantes derivados do 3-metoxi-4-hidroxibenzaldeído (VMTSC-Ph e VPTSC-

Ph) foram sintetizados em duas etapas, sendo: etapa I, funcionalização do grupo fenol 

presente na vanilina e etapa II, reação entre o precursor carbonilado correspondente 

e a 4-fenil-3-tiossemicarbazida. 

As sínteses dos precursores 3-metoxi-4-[2-(piperidinil)etóxi]benzaldeído (VP) e 

3-metoxi-4-[2-(morfolinil)etóxi]benzaldeído (VM) foram realizadas de acordo com a 

metodologia descrita na literatura39,40. 

Fonte. Autor. 

Etapa I. Em um balão de fundo redondo de 50 mL, contendo 1,0000 g de 

K2CO3, foram adicionados 0,5000 g de cloridrato de 1-(2-cloroetil)piperidina ou 1-(2-

cloroetil)morfolina dissolvidos em 15 mL de acetona. Sob agitação, adicionou-se 

1,0000 g de vanilina dissolvida em 15 mL do mesmo solvente. Após 6 horas de refluxo, 

a reação foi filtrada por filtração simples para remover o carbonato de potássio e a 

acetona foi evaporada até atingir aproximadamente 5 mL, sendo posteriormente 

adicionado ao sistema 15 mL de diclorometano. Em seguida, realizaram-se três 

lavagens da fase orgânica com solução de 10% KOH, com finalidade de retirar o 

excesso do aldeído empregado. Após a secagem da fase orgânica via rotaevaporador, 

Figura 7. Síntese dos ligantes tiossemicarbazonas. 
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obteve-se um produto viscoso de coloração alaranjada para o composto VP e um 

sólido cristalino amarelado para VM. R(%) 79,7 para VP e 36,9 de VM. 

Etapa II. A um balão de fundo redondo de 100 mL, contendo 15 mL de água, 

foram adicionados 2,9 mmol do precursor funcionalizado (VP ou VM) solubilizados em 

5 mL de etanol, e 2,65 mmol da 4-fenil-3-tiossemicarbazida sob agitação e 

temperatura ambiente. Posteriormente, o meio foi acidificado com uma solução de HCl 

3,7%, a mistura foi mantida sob agitação magnética à temperatura ambiente durante 

24 horas. Após este período de tempo, adicionou-se ao meio reacional uma solução 

aquosa de K2CO3 até o ajuste do pH para 9, levando assim, a precipitação do 

composto. O produto foi filtrado, lavado com metanol e seco à vácuo. R(%) = 75 

(VPTSC-Ph) e 78 (MVTSC-Ph). 

3.5 Síntese dos complexos 

As sínteses dos complexos AP-2 e AP-4 foram adaptadas de procedimentos 

previamente reportados na literatura8,39. Em suma, a adição de 2 mmol de VMTSC-

Ph ou VPTSC-Ph a 1 mmol de Ni(Ac)2 tetrahidratado, em metanol durante 24 horas, 

resultou na obtenção dos complexos de fórmula geral [Ni(L)2], L = VMTSC-Ph (AP-2), 

VPTSC-Ph (AP-4). Os produtos foram isolados por meio de filtração simples, lavados 

com metanol e secos em dessecador. Obteve-se um produto sólido de coloração 

marrom para AP-2 e um sólido microcristalino escuro para AP-4. R(%) =  70 (AP-2) e 

67 (AP-4). 

 

Fonte. Autor. 

 

Figura 8. Síntese dos complexos AP-2 e AP-4. 



37 
 

3.6 Ensaio de estabilidade em solução  

O comportamento químico dos complexos em solução foi avaliado pela técnica 

espectroscópica de Ressonância Magnética Nuclear (RMN) de 1H. As amostras foram 

solubilizadas em DMSO-d6 e os espectros foram adquiridos em um espectrômetro 

multinuclear BRUKER Avance III HD 600 (14, 1T) a 298 K nos tempos de 0, 24 e 48 

horas. 

3.7 Atividade citotóxica in vitro 

3.7.1 Diluição dos compostos  

Soluções estoque dos compostos, tiossemicarbazonas e complexos de níquel, 

foram preparadas em DMSO. Para todos os ensaios, os compostos foram diluídos em 

meio de cultura e a concentração final de DMSO foi inferior a 0,5%.  

3.7.2 Linhagens celulares  

Nesse trabalho foram utilizadas quatro linhagens tumorais humanas, A549 

(carcinoma pulmonar), MCF-7 (adenocarcinoma de mama - hormônio sensitiva), 

MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama triplo negativo) e SKBr-3 (adenocarcinoma 

de mama), e duas linhagens não tumorais humana MRC-5 (fibroblasto de pulmão) e 

MCF-10A (células epiteliais de mama).  

As células tumorais de pulmão e mama (A549 e MDA-MB-231, 

respectivamente) e não tumorais (MRC-5) foram cultivadas em meio de cultura 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Vitrocell) suplementado com 10% de soro 

fetal bovino (FBS). As linhagens tumorais de mama (SKBR-3 e MCF-7) foram 

cultivadas em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) 

contendo 20% FBS. A linhagem não tumoral MCF-10A foi cultivada em DMEM/F12 

(Vitrocell) contendo 5% de soro de cavalo, EGF (0,02 mg mL-1), hidrocortisona (0,05 

mg mL-1), insulina (0,01 mg mL-1). Todos os meios continham penicilina (100 UI mL-1) 

e estreptomicina (100 mg mL-1). As células foram mantidas em uma incubadora a 37 

°C e 5% de CO2.  
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3.7.3 Ensaio de viabilidade celular – Ensaio de MTT 

 

A atividade citotóxica dos complexos frente as células A549, MRC-5, SKBr-3, 

MCF-7, MCF-10A foi avaliada pelo método do ensaio do MTT (brometo de 3-(4,5-

dimetil-tiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazólio). Após a contagem da suspensão celular, as 

células (1,0x104 células/100 µL) foram adicionadas em placas de 96 poços estéreis e 

mantidas durante 24 horas a 37ºC e 5% de CO2 em uma incubadora para adesão 

celular. Em seguida, o meio foi removido, e diferentes concentrações dos ligantes e 

complexos foram adicionados aos poços, e as placas foram incubadas por 48h.  

Após este período, o meio foi removido e uma solução de MTT foi adicionada 

aos poços (50 µL/poço). As placas foram incubadas por 3 horas, o excesso do MTT 

foi removido e os cristais de formazan foram dissolvidos em isopropanol (100 

µL/poço). As leituras de absorbância foram realizadas em um leitor de microplacas 

(Synergy HTX Multimode Reader – Agilent) em 570 nm. O valor de IC50 (concentração 

mínima que inibe 50% da viabilidade celular) foi determinado a partir de curvas dose-

resposta utilizando o software Graph Pad Prism 8.0. Os ensaios foram realizados em 

duplicata. 

 

3.8 Ensaios de interação com o ctDNA 

Os ensaios de interação com o ctDNA foram realizados utilizando tampão Tris-

HCl (5 mM de Tris-HCl e 50 mM de NaCl, pH 7,4). As soluções estoque dos complexos 

de níquel foram preparadas em DMSO e diluídas até as concentrações desejadas no 

tampão Tris-HCl, de modo que a concentração final de DMSO não ultrapassasse 3%. 

Para a preparação da solução estoque de ctDNA, foram adicionados 

aproximadamente 8 mg de ctDNA (Sigma) em 4,0 mL de tampão Tris-HCl. A solução 

foi mantida sob refrigeração a 6 °C por 48 horas para garantir a completa solubilização.  

Em seguida, a concentração da solução de ctDNA foi determinada por 

espectroscopia na região do UV-Vis, assumindo-se a absortividade molar (ε) do ctDNA 

a 260 nm igual a 6600 mol-1 cm-1 L. A pureza das soluções de ctDNA foi avaliada pela 

razão da absorbância em 260 e 280 nm (A260/A280), considerando que valores entre 

1,8 e 1,9 indicam que o ctDNA está suficientemente livre de proteínas. 
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3.8.1 Titulação Espectrofotométrica 

Espectros de UV-Vis foram obtidos para os complexos na ausência e presença 

de quantidades crescentes de ctDNA, na região de 200 a 800 nm em tampão salino 

Tris-HCl com pH = 7,4. O experimento foi realizado em temperatura ambiente, 

mantendo a concentração dos complexos constantes (20 µM), variando somente a 

concentração do ctDNA (0 – 60 µM).  

Os complexos foram solubilizados em DMSO com a finalidade de se obter uma 

solução de concentração de 1 mM, e a partir desta solução, foram adicionados 60 µL 

do composto em 2940 µL de tampão em uma cubeta de quartzo de 3,5 mL. Em uma 

segunda cubeta, preparou-se o branco a partir de 60 µL de DMSO puro e 2940 µL de 

tampão salino Tris-HCl (pH = 7,4). Após a leitura da cubeta 1, foram adicionados 

sucessivamente alíquotas de 18 µL de uma solução de ctDNA (1x10-3 mol L-1) em 

ambas as cubetas (1 e 2), sucessivamente, até um total de 10 adições. Desse modo, 

a proporção molar do aduto complexo-ctDNA, foi variada de 0,3 a 3,0 com intervalos 

de 0,3 em cada adição.  

A constante de ligação (Kb) foi obtida através da Equação de Benesi-Hildebrand 

(Equação 1):  

 

Sendo, A0 e A as absorbâncias dos compostos na ausência e na presença de 

ctDNA, respectivamente. Os coeficientes ε𝐺 e ε𝐻−𝐺 são os coeficientes de absortividade 

molar do complexo livre e do aduto complexo-ctDNA, respectivamente. O valor de Kb 

foi obtido através da razão entre os coeficientes linear e angular obtidos através da 

curva de A0/(A-A0) em função de 1/[DNA]. 

3.8.2 Ensaios de competição com Hoechst 33258 

Estudos de competição foram realizados empregando a sonda Hoechst 33258 

e ctDNA. Soluções da biomolécula (60 µM) pré-tratadas com Hoechst 33258 (6 µM) 

foram preparadas em tampão Tris-HCl (pH = 7,4). À essas soluções, foram 

adicionadas alíquotas de uma solução dos compostos de níquel (2x10-3 mol L-1 em 
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DMSO). As amostras foram incubadas durante 5 minutos a 25 ºC e os espectros de 

emissão foram registrados. A concentração dos compostos AP-2 e AP-4 variou entre 

9 e 90 µM. Os espectros de emissão do Hoechst-ctDNA foram registrados na faixa de 

360-600 nm utilizando comprimento de onda de excitação igual a 350 nm. O 

equipamento utilizado foi o Espectrofluorímetro Horiba Jobin Yvon, modelo Fluorolog-

3 FL3-122.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Síntese dos ligantes tiossemicarbazonas 

 

A obtenção de tiossemicarbazonas ocorre por meio de reações de 

condensação aldólicas, que envolvem um composto carbonilado, sendo aldeído ou 

cetona, e um derivado contendo amina primária, como as tiossemicarbazidas. A 

reação é geralmente conduzida em meio alcoólico, com adição de pequenas 

quantidades de ácido para atuar como catalisador14,31. 

 

Fonte. Autor. 

 

Figura 9. Mecanismo sugerido para formação das tiossemicarbazonas. 
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A vanilina é um composto orgânico que pode ser extraído naturalmente da 

baunilha ou sintetizada quimicamente a partir da lignina (subproduto da indústria de 

celulose). Esse composto é responsável pelo sabor e aroma característicos da 

baunilha, mas além disso, também apresenta propriedades biológicas, como 

atividades antioxidantes, antimicrobianas e potenciais efeitos antitumorais, vêm 

despertando o interesse da indústria farmacêutica41,42.  

Devido a presença de um grupo carbonila em sua estrutura, a vanilina é uma 

escolha promissora na síntese das tiossemicarbazonas, pois facilita a reação com 

tiossemicarbazidas e a subsequente formação da ligação C=N, característica das 

tiossemicarbazonas43. As tiossemicarbazonas são reconhecidas por suas amplas 

atividades biológicas, incluindo propriedades antitumorais e antimicrobianas, e a 

presença de grupos funcionais adicionais na estrutura da vanilina pode potencializar 

essas atividades44.  

Adicionalmente, a complexação de metais de transição, como o níquel, com 

tiossemicarbazonas tem sido explorada para aumentar a estabilidade e atividade   

biológica dos complexos formados, devido à capacidade do níquel de facilitar 

interações com biomoléculas e potencialmente modular efeitos citotóxicos em células 

tumorais24,26. Dessa forma, a vanilina funcionalizada atua como um ponto de partida 

promissor para a síntese de compostos com propriedades terapêuticas aprimoradas, 

envolvendo a formação de tiossemicarbazonas e sua posterior complexação com o 

NiII. 

Os ligantes 3-metoxi-4-[2-(4-morfolinil)etóxi]benzaldeído tiossemicarbazona 

(VMTSC-Ph) e 3-metoxi-4-[2-(1-piperidinil)etóxi]benzaldeído tiossemicarbazona 

(VPTSC-Ph) foram sintetizados conforme descritos na literatura39. Os ligantes 

derivados do 3-metoxi-4-hidroxibenzaldeído (vanilina) foram obtidos em duas etapas, 

etapa I, funcionalização do grupo fenol presente na vanilina e etapa II, reação entre o 

precursor carbonilado correspondente e a 4-fenil-3-tiossemicarbazida. 

Na etapa I, os precursores VM (3-metoxi-4-[2-(morfolinil)etóxi]benzaldeído) e 

VP (3-metoxi-4-[2-(piperidinil)etóxi]benzaldeído) foram sintetizados a partir da reação 

entre 3-metoxi-4-hidroxibenzaldeído com cloridrato de 1-(2-cloroetil) morfolina e 

cloridrato de 1-(2-cloroetil) piperidina, respectivamente. A escolha dessa 
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funcionalização objetivou aumentar a bioatividade e solubilidade em meio biológico. 

De acordo com a estrutura do aldeído empregado, optou-se pelo uso de um meio 

básico moderado, de forma a direcionar o ataque especificamente ao grupo fenólico 

da vanilina, pois o uso de uma base forte pode atacar o grupo aldeído ou o cloreto do 

cloridrato de 1-(2-cloroetil) morfolina e cloridrato de 1-(2-cloroetil) piperidina, 

ocorrendo assim uma reação diferente da esperada43. O mecanismo da 

funcionalização é apresentado na Figura 10. 

 
Figura 10. Mecanismo sugerido para a formação dos precursores. 

 

Fonte. Autor. 
 

 Após a funcionalização, o produto foi submetido a sucessivas lavagens com o 

objetivo de remover o reagente em excesso, purificando o composto obtido. Como a 

vanilina foi utilizada em excesso, as lavagens foram realizadas com uma solução 

básica de NaOH. Essa etapa visou atacar o grupo fenólico, tornando a vanilina mais 

solúvel em meio aquoso e facilitando sua remoção completa39,45. 

Os espectros de RMN de 1H indicaram a formação dos precursores VM e VP, 

evidenciada pelo desaparecimento do sinal característico do grupo fenólico da vanilina 

em 10,26 ppm39,40. Os sinais dos hidrogênios aromáticos estão presentes na região 

de 10 – 6 ppm. O aparecimento de sinais em campo blindado, são associados aos 

grupos 2-(morfolinil)etoxi e 2-(piperidinil)etoxi, confirmando a obtenção dos produtos 

nas formas propostas. O esquema de numeração empregado para a atribuição dos 

sinais de hidrogênio encontra-se na Figura 11. Os dados dos espectros de RMN de 

1H estão dispostos na Tabela 2.  
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Figura 11. Esquema de numeração empregada para atribuição dos hidrogênios dos precursores VM e 
VP. 

 

Fonte. Autor.  

Figura 12. Espectros de RMN de 1H dos compostos VM e VP em solução de DMSO-d6. 

 

Fonte. Autor.  

 



45 
 

Tabela 2. Dados de RMN de 1H dos precursores derivados da vanilina, VM e VP, em DMSO-d6. 

Atribuição RMN 1H (δ ppm) 

  VM VP  

OH --- ---  

1 9,83s 9,83s  

2 7,39d 4J = 1,9 Hz 7,38d 4J = 1,8 Hz  

3 7,19d 3J = 8,2 Hz 7,18d 3J = 8,2 Hz  

4 7,53dd  

3/4J = 8,2; 1,9 Hz 

7,52dd  

3/4J = 8,2; 1,9 Hz 

 

5 4,19t  3J = 6,0 Hz 4,16t  3J = 6,0 Hz  

6 2,72t 3 J = 6,0 Hz 2,67t  3J = 6,0 Hz  

7 2,48br  2,42br  

8 3,57t  3J = 4,5 Hz 1,47br  

9 3,83s 3,82s  

10 --- 1,36br  

            s = singleto; d: dubleto; dd: duplo dubleto; t = tripleto; m = multipleto; br = largo. 

Fonte. Autor. 

Na etapa II da formação das tiossemicarbazonas, o carbonilado precursor da 

vanilina funcionalizada (VM ou VP) desempenhou o papel de eletrófilo, enquanto a 

tiossemicarbazida atuou como nucleófilo. Em meio ácido (pH ≈ 4 a 6) a protonação do 

oxigênio da carbonila resulta em uma maior indução de densidade eletrônica na dupla 

ligação. Consequentemente, o sítio eletrofílico da carbonila, o átomo de carbono, 

torna-se mais propenso a receber o par de elétrons do nucleófilo43,45. A conclusão da 

reação ocorre após diversas etapas de rearranjo eletrônico, resultando na formação 

da base de Schiff (C=N), acompanhada pela liberação de uma molécula de água, 

como ilustrado na Figura 9. 

Os ligantes obtidos a partir da reação de condensação entre os aldeídos 

funcionalizados e 4-fenil-3-tiossemicarbazida foram caracterizados via espectroscopia 

vibracional da região do infravermelho (FTIR), ressonância magnética nuclear para os 

núcleos de 1H e 13C. Todas as medidas foram realizadas utilizando dimetilsulfóxido 

deuterado (DMSO-d6) como solvente.  
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Para a síntese dos complexos AP-2 e AP-4, utilizou-se o Ni(Ac)2 tetrahidratado 

como precursor metálico e seus respectivos ligantes funcionalizados. O acetato de 

níquel é amplamente utilizado na química de coordenação, principalmente devido à 

sua capacidade de gerar íons acetato in situ46. Esses íons atuam como bases fracas, 

facilitando a desprotonação das tiossemicarbazonas, o que é essencial para a 

coordenação eficaz do ligante ao centro metálico. A desprotonação promovida pelo 

acetato permite que o grupo azometiníco da tiossemicarbazona se ligue ao metal em 

uma configuração estável, frequentemente formando complexos bisquelatos.  

Além disso, o uso do acetato de níquel simplifica a síntese, pois dispensa a 

necessidade de adicionar bases externas, o que pode interferir na reação ou na 

obtenção do produto desejado. Já a escolha da acetonitrila como solvente deve-se à 

sua capacidade de dissolver o ligante e dissolver parcialmente o precursor metálico, 

enquanto os complexos permanecem insolúveis, facilitando assim o seu isolamento.  

As reações de complexação resultaram na formação de um único produto, que 

foi caracterizado via FTIR, RMN de 1H, 13C, e difratometria de raio-X de monocristal 

para o composto AP-4. Estudos de comportamento em solução de DMSO-d6 para os 

complexos foram realizados a partir da técnica de ressonância magnética nuclear de 

1H. 

 

4.2 Caracterização 

 

Devido às semelhanças estruturais, e consequentemente dos espectros 

obtidos, dos ligantes e complexos sintetizados, serão abordados na discussão apenas 

os espectros dos compostos VPTSC-Ph e [Ni(VPTSC-Ph)2) (AP-4). 

4.2.1 Espectroscopia vibracional na região do infravermelho 

 

A espectroscopia vibracional na região do infravermelho é uma técnica 

essencial de caracterização, que permite a identificação dos modos vibracionais das 

ligações de moléculas orgânicas e inorgânicas. Com essa técnica, é possível 

determinar grupos funcionais e analisar ligações específicas, pois diferentes ligações 

entre os átomos e a diferença no ambiente químico resultam em diferentes 
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comprimentos de ondas23,47. Desse modo, essa técnica espectroscópica aliada a 

outras técnicas, como a de ressonância magnética nuclear, contribui para uma 

caracterização mais completa dos compostos sintetizados.  

Os espectros de infravermelho dos ligantes podem ser estudados em termos 

dos principais modos vibracionais das tiossemicarbazonas, sendo (C=N), (N-H) e 

(C=S)30,31. Os espectros de absorção na região do infravermelho do ligante e seu 

respectivo complexo se encontram ilustrados na Figura 13, os valores das principais 

bandas encontradas estão dispostos na Tabela 3. 

 
Figura 13. Espectros de FTIR para os compostos VPTSC-Ph (azul) e AP-4 (preto). 

 

Fonte. Autor. 

De acordo com o espectro do ligante VPTSC-Ph, bandas fortes entre 3442 – 

3298 cm-1 são referentes ao estiramento N-H do grupo tioamídico, enquanto a banda 

de média intensidade em 3155 cm-1 é atribuída ao estiramento assimétrico N-H 

hidrazínico. Já a banda forte em 1545 cm-1 pode ser atribuída ao acoplamento dos 

modos vibracionais NH+assC=N, conhecido como acoplamento tioamida I. A banda 

de média intensidade em 1594 cm-1 é referente ao estiramento da ligação C=N, o 

aparecimento dessa banda indica a formação do ligante tiossemicarbazona.  Além 
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disso, foi possível identificar uma banda fraca em 815 cm-1, atribuída ao estiramento 

simétrico C=S, tioamida IV39,40,. 

A deslocalização eletrônica das tiossemicarbazonas, propicia o equilíbrio 

tautomérico, Figura 14. A ausência de bandas fortes na região entre 2600 – 2500 cm-

1 indica que os ligantes estão na forma tautomérica tiona no estado sólido. 

Figura 14. Formas tautoméricas (tiona e tiol) de tiossemicarbazonas. 

 

 

Fonte. Autor. 

De acordo com o espectro do complexo AP-4, é possível observar a ausência 

de bandas características de N-H na região de 3160 cm-1, referentes ao grupo 

hidrazínico do ligante, sugerindo a desprotonação da tiossemicarbazona após a 

complexação. Já o deslocamento dos modos vibracionais NH+assC=N em relação 

ao ligante livre (1545 cm-1) pode ser observado pela banda forte em 1514 cm-1, essa 

banda está sobreposta a outra banda que é atribuída aos carbonos dos anéis 

aromáticos da molécula (que é observada em 1516 cm-1 no ligante), Figura a3 (anexo), 

causando um aumento de intensidade da banda e evidenciando a complexação via 

átomo de N imínico. 

Outro indicativo da formação do complexo N,S-aniônico e da complexação 

através do átomo de enxofre, é o deslocamento da banda atribuída ao estiramento 

C=S para menor número de onda no complexo (805 cm-1) em relação ao ligante livre 

(815 cm-1)30. Esse deslocamento pode estar relacionado com a diminuição da ordem 

de ligação do grupamento da tiocarbonila (C=S no ligante para C-S no complexo) e a 

formação de um caráter parcial de ligação C=N no átomo de nitrogênio da tioamida.  
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Tabela 3. Dados obtidos por espectroscopia no IV referente aos ligantes VMTSC-Ph e VPTSC-Ph, e 
seus respectivos complexos AP-2 e AP-4. 

         Número de Onda  cm-1  

Atribuições 

VMTSC-Ph AP-2 VPTSC-Ph AP-4 

3295m 3295m 3298m 3295m NH  

3159m --- 3155m --- NH 

2959f 2929f 2930m 2929f Csp3H 

1595m 1597m 1594m 1598m C=N 

1546m 1511F 1545F 1514F NH+C=Ntioamida I 

1131f 1141f 1132m 1144m C-N 

815f 803f 815f 805f C=Stioamida V 

690f 690f 691m 692 CH 

Intensidades: f = fraca; m = média; F = forte 

Fonte. Autor. 

4.2.2 Condutividade molar  

 

A determinação da condutividade molar é fundamental para avaliar o tipo de 

eletrólito que caracteriza os complexos metálicos em estudo. Por meio dessa técnica, 

é possível determinar se os complexos se comportam como eletrólitos ou não 

eletrólitos em solução. Essa informação é essencial para avaliar a estrutura dos 

complexos formados, bem como na compreensão de seu comportamento em 

diferentes meios49. 

Os valores de condutividade molar a 25 ºC em DMSO estão dispostos na 

Tabela 4. Os dados obtidos foram inferiores a 2,0 µS cm-2 mol-1 indicando a natureza 

não eletrolítica dos complexos.  
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Tabela 4. Dados de Condutividade Molar para os complexos. 

Compostos K / µS cm-1 ɅM / µS cm2 mol-1 

AP-2 1,82 1,82 
AP-4 1,93 1,93 

 

Fonte. Autor. 

 

4.2.3 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear  

 

A espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) é a técnica mais 

poderosa e amplamente utilizável para determinações estruturais. Sua importância 

está na capacidade de fornecer informações detalhadas sobre a estrutura e o 

ambiente químico dos átomos em uma molécula, pois a técnica se baseia no estudo 

das interações entre a radiação eletromagnética e os núcleos dos átomos43.  

Na ausência de um campo magnético externo, os spins nucleares se orientam 

aleatoriamente, com níveis de energia degenerados entre si. No entanto, quando um 

campo magnético externo é aplicado, um próton que está alinhado com o campo 

apresenta o estado de spin α, e o próton que está alinhado contra o campo ocupa o 

estado de spin β. Com isso, os dois estados de spin possuem diferentes estados 

energéticos, apresentando uma diferença mensurável de energia (ΔE)43,50.  

Quando é aplicado uma radiação eletromagnética sobre um núcleo que ocupa 

um estado de spin α, pode ocorrer a absorção de energia do fóton equivalente à ΔE, 

fazendo com que o núcleo mude o estado de spin para β, resultando assim nos 

espectros de ressonância magnética nuclear.  

As análises espectroscópicas referentes às atribuições dos espectros de RMN 

do ligante VPTSC-Ph foram conduzidas utilizando os esquemas de numeração 

apresentados a seguir, de acordo com a Figura 15.  
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Figura 15. Numeração empregada para os ligantes. 

 

Fonte. Autor. 

A presença de um único conjunto de sinais nos espectros de RMN de 1H tanto 

das tiossemicarbazonas como dos complexos, indicaram a existência de uma única 

espécie em solução, Figura 16. 

 

Fonte. Autor. 

Figura 16. Espectro de RMN 1H para o ligante VPTSC-Ph em DMSO-d6. 
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O hidrogênio hidrazínico (H7), que apresenta maior deslocamento químico, foi 

observado como um singleto em 11,72 ppm, na região mais desblindada do espectro. 

Os hidrogênios na forma de singletos em 10,02 e 8,09 ppm foram atribuídos ao 

hidrogênio da tioamida (H5) e ao hidrogênio imínico (H9), respectivamente39, 40.  

Ao que concerne o fragmento derivado da vanilina funcionalizada, observa-se 

na região dos hidrogênios aromáticos, um conjunto de sinais referentes ao anel 

aromático da vanilina (H15, H12 e H11) e do substituinte fenil (H3, H2 e H1) da porção 

da tiossemicarbazona, que estão presentes na faixa de 7,57 – 7,01 ppm.   

O singleto observado em 3,83 ppm na região dos hidrogênios alifáticos, 

corresponde aos hidrogênios H22 do grupamento metoxila da vanilina. Os demais 

sinais nesta região em 4,09; 2,66; 2,43; 1,37 e 1,49 ppm foram atribuídos com o auxílio 

do experimento TOCSY 1D, os espectros foram adquiridos irradiando as regiões de 

2,66 e 1,49 ppm, Figura 17. 

Figura 17. Expansão dos espectros de RMN do experiento TOCSY 1D com irradiação do sinal em 1,49 
ppm para o ligante VPTSC-Ph, em solução de DMSO-d6. Ampliação do espectro de RMN 1H em 
vermelho, espectro de RMN 1H que sofreu irradiação em preto. 

 

Fonte. Autor. 

Este experimento unidimensional permite a identificação de acoplamentos de 

hidrogênios, os quais podem estar fortemente ou fracamente acoplados, bem como 
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os acoplamentos a longa distância (3J e 4J), que pertencem a um sistema de spin 

isolado22. Sendo assim, a irradiação em 1,49 ppm resultou no aparecimento de dois 

sinais, um em 2,43 ppm e outro em 1,37 ppm, que se referem aos hidrogênios H19 e 

H21, do anel piperidina, o sinal em 1,49 ppm foi atribuído ao hidrogênio H20, 

demonstrando que estes hidrogênios compõem um mesmo sistema de spin48.  

Ainda utilizando a mesma técnica, a irradiação do sinal em 2,66 ppm mostrou 

um conjunto de spin contemplado por dois sinais, em 4,09 ppm e outro em 2,66 ppm. 

Com esse resultado, atribuiu-se o sinal em 4,09 ppm sendo o H16 e o sinal em 2,66 

como sendo o hidrogênio H17 presentes ao substituinte etil do anel piperidina, Figura 

18. 

Figura 18. Expansão dos espectros de RMN do experimento TOCSY 1D com irradiação do sinal em 
2,66 ppm para o ligante VPTSC-Ph, em solução de DMSO-d6. Ampliação do espectro de RMN 1H em 
vermelho, espectro de RMN 1H que sofreu irradiação em preto. 

 

Fonte. Autor. 

No espectro de 13C observa-se o aparecimento dos sinais característicos de 

ligantes tiossemicarbazonas. O sinal em 143,25 ppm foi atribuído ao carbono 

azometínico (C9). Já o sinal presente em 175,68 ppm foi atribuído ao carbono da 

tioamida (C6).  
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Os sinais presentes na região dos carbonos aromáticos em 126,74; 122,38; 

112,60; 150,11; 149,24 e 109,64 ppm foram atribuídos aos carbonos do anel 

aromático da vanilina, sendo C10, C11, C12, C13, C14 e C15, respectivamente. Já os 

sinais nesta região em 125,35; 128,08 e 126,08 ppm foram atribuídos ao anel 

aromático do substituinte da tiossemicarbazona, sendo estes C1, C2 e C3, 

respectivamente, Figura 19. 

Figura 19. Espectro de RMN de 13C do ligante VPTSC-Ph em solução de DMSO-d6. 

 

Fonte. Autor. 

Os sinais observados em campo blindado em 66,39 e 57,31 ppm foram 

atribuídos ao substituinte etil do anel piperidina, sendo estes C16 e C17, 

respectivamente. Já os sinais referentes aos carbonos do anel piperidina presentes 

em 54,46, 25,57 e 23,92 ppm foram atribuídos aos carbonos C19, C20 e C21, 

respectivamente. O sinal observado em 55,89 foi atribuído ao carbono do grupo 

metóxi presente no derivado da vanilina (C22). Os valores dos deslocamentos 

químicos tanto do RMN de 1H quanto de 13C dos ligantes se encontram dispostos nas 

Tabelas 5 e 6. 

As atribuições dos sinais do complexo AP-4 seguiram a numeração da Figura 

20. Ao analisar o espectro, pode-se observar um único conjunto de sinais no espectro, 

indicando a existência de uma única espécie em solução. 23qq2 
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De acordo com o espectro, pode-se constatar que o complexo se encontra com 

carga neutra, e que o ligante se apresenta como N,S-aniônico, como verificado 

previamente nos trabalhos do grupo de pesquisa ao empregar a mesma metodologia 

de síntese14,39. Tal fenômeno pode ser observado a partir do desaparecimento do sinal 

típico de hidrogênio hidrazínico (H7, no ligante).  

Com o auxílio do experimento de RMN de 13C, bem como da análise de 

correlações heteronucleares 1H-13C via mapas de contorno HSQC e HMBC (Anexo), 

pode-se verificar a formação do grupo iminotiol a partir do deslocamento do sinal do 

carbono C6 para a região mais blindada do espectro, sendo observado em 175,68 

ppm para o ligante e em 172,18 ppm. A blindagem desse carbono pode estar 

relacionada pelo enfraquecimento da ligação C=S, como evidenciado pelo espectro 

de FTIR.  

A coordenação do nitrogênio imínico foi evidenciada através do deslocamento 

do H9 para uma região mais blindada do espectro em relação ao ligante livre (7,89 

ppm e 8,09 ppm, respectivamente). Apesar do RMN de 1H ter fornecido ajuda para a 

compreensão da coordenação do átomo de N ao metal, infelizmente o sinal de típico 

do grupo imínico no espectro de RMN de 13C não foi detectado. 

Figura 20. Numeração empregada para os complexos. 

 

 

Fonte. Autor. 
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Figura 21. Espectro de RMN 1H para o complexo AP-4 em CDCl3. 

 

 

Fonte. Autor. 

O sinal do hidrogênio da tioamida, H5 em forma de singleto se encontra mais 

deslocado para região de campo alto em relação ao ligante livre, em 6,81 ppm. Os 

sinais dos hidrogênios H1 (7,04 ppm) e H3 (7,46 ppm), bem como os carbonos C1 

(123,90 ppm) e C3 (120,79 ppm) se encontram deslocados para a região de campo 

baixo de seus respectivos espectros em relação ao ligante livre, possivelmente devido 

a ativação das posições orto e para do anel do substituinte da porção da 

tiossemicarbazona. Na Tabela 5, encontram-se as atribuições dos sinais encontrados 

nos espectros de 1H do ligante e de seu respectivo complexo. 

 

 

 

 

 

 



57 
 

Figura 22. Espectro de RMN de 13C do complexo AP-4 em solução de CDCl3. 

 

 

Fonte. Autor. 

Em relação aos grupamentos alifáticos da molécula, não houve variações 

significativas nos deslocamentos dos sinais dos hidrogênios e carbonos após a 

coordenação. As atribuições para os sinais de carbono estão dispostas na Tabela 6. 

Tabela 5. Atribuição dos sinais para os espectros de RMN 1H para os ligantes tiossemicarbazonas e 
seus complexos. 

Atribuição RMN 1H (δ ppm) 

 VMTSC-Ph* AP-2* VPTSC-Ph* AP-4#  

1 7,21m 7,02m 7,21m 7,04t 

3J = 7,3 Hz 

 

2 7,37m 7,30m 7,37m 7,28m  

3 7,57m 7,58m 7,57m 7,46d 

3J = 7,8 Hz 

 

5 10,02s 9,66s 10,02s 6,81s  

7 11,72s --- 11,72s ---  

9 8,09s 7,96s 8,09s 7,89s  

11 7,27dd 

4J = 2,0 Hz 

3J = 8,4 Hz 

7,58m 7,26dd 

4J = 1,9 Hz 

3J = 8,3 Hz 

7,35dd 

4J = 1,9 Hz 

3J = 8,5 Hz 

 

12 7,02d 7,02m 7,01d 6,83s  
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3J = 8,4 Hz 3J = 8,3 Hz 

15 7,57m 7,58m 7,57m 7,49s  

16 4,11t 

3J = 6,8 Hz 

4,14t 

3J = 6,9 Hz 

4,09t 

3J = 7,0 Hz 

4,17t 

3J = 7,5 Hz 

 

17 2,70t 

3J = 6,8 Hz 

2,69t 

3J = 6,9Hz 

2,66t 

3J = 7,0 Hz 

2,81t 

3J = 7,5 Hz 

 

19 2,48br 2,46br 2,43br 2,50br  

20 3,57t 

3J = 6,0 Hz 

3,56t 

3J = 5,7 Hz 

1,49m 

 

1,60m  

21 --- --- 1,37br 1,44br  

22 3,83s 3,48s 3,83s 3,48s  

*em DMSO-d6; # em CDCl3; s = singleto; d: dubleto; t = tripleto; m = multipleto; br = largo 

Fonte. Autor.  

Tabela 6. Atribuição dos sinais para os espectros de RMN 13C para os ligantes tiossemicarbazonas e 
seus complexos. 

Atribuição RMN 13C (δ ppm) 

 VMTSC-Ph* AP-2* VPTSC-Ph* AP-4#  

1 125,36 122,58 125,35 123,90  

2 128,09 128,71 128,08 129,34  

3 126,10 119,78 126,08 120,79  

4 139,19 140,75 139,19 140,37  

6 175,69 171,48 175,68 172,18  

9 143,23 114,71 143,25 114,94  

10 126,82 125,19 126,74 125,84  

11 122,35 119,78 122,38 127,55  

12 112,66 112,12 112,60 111,89  

13 150,04 150,89 150,11 151,61  

14 149,27 148,15 149,24 149,04  

15 109,64 126,93 109,64 120,79  

16 66,19 66,14 66,39 66,92  

17 56,95 56,84 57,31 57,82  

19 53,68 53,65 54,46 55,43  
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20 ** 66,18 25,57 26,22  

21 --- --- 23,92 24,46  

22 55,90 55,53 55,89 56,29  

       ** = não detectado 

Fonte. Autor. 

4.2.4 Difração de raios X por monocristal 

A difração de raios X por monocristal é uma técnica crucial utilizada para 

determinação da estrutura tridimensional de compostos sólidos cristalinos. O objetivo 

principal da técnica é identificar as posições espaciais dos átomos no cristal, 

permitindo a reconstrução precisa da estrutura molecular. A difração de raios X por 

monocristal fornece informações detalhadas sobre os parâmetros geométricos das 

moléculas, como comprimentos e ângulos de ligação, além de dados sobre a 

distribuição de densidade eletrônica ao longo da estrutura14,39.  

Através da difratometria de raios X do complexo AP-4, foi possível identificar 

que o composto obtido é um complexo mononuclear de NiII, Figura 23. Os dados 

referentes à coleta de dados, refinamento e parâmetros do cristal e cela unitária 

encontram-se na Tabela a1 (Anexo). 

Figura 23. Estrutura cristalina do complexo AP-4. 

 

Fonte. Autor. 
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As reflexões coletadas pela difração de raios X para o composto identificaram 

uma rede de Bravais do tipo monoclínica centrada em P, a = 15.8150(2) Å, b = 

9.08710(10) Å, c = 16.6141(2) Å,  = 117.503(2)°, tendo sua estrutura cristalina 

determinada no grupo espacial P21/n (Nº 14) e com sua cela unitária contendo 

unidades assimétricas (Z = 4). Os índices R finais, (I > 2σ(I)), resultaram em R1 = 

0.0415 e wR2 = 0.1156.  

A estrutura molecular do composto pode ser identificada como um complexo 

mononuclear de NiII, tetracoordenado em um ambiente quadrático planar e dois 

ligantes tiossemicarbazonas aniônicos coordenados de maneira bidentada (N1,S1-

doador) na configuração trans. O ambiente tetracoordenado é comprovado pelos 

valores de ângulos de ligação N21-Ni-N2 (180.00(9)º) e S1-Ni-S11(180.00(2)º). Os 

valores de distâncias de ligação para Ni-N2 (1.9244(15) Å) e Ni-S1(2.1726(5) Å), 

respectivamente, são comparáveis aos observados na estrutura do complexo 

[Ni(cTSC)2] (Ni-N1 = 1.9095(13); Ni-S1 = 2.1580(5) Å)51. Além disso, a distância de 

ligação C=S, 1.7416(18) Å, indica a diminuição da ordem de ligação devido a 

complexação, sendo que em tiossemicarbazonas livres, a ligação C=S apresenta 

valores de distância de ligação em torno de 1,6 Å. 

4.2.5 Comportamento em solução dos complexos  

 

Para a realização de ensaios in vitro, torna-se essencial investigar a integridade 

dos complexos metálicos em solução. A estabilidade desses compostos é evidenciada 

quando não se observam alterações no núcleo de coordenação da espécie, como a 

dissociação ou a substituição de ligantes, sob as condições experimentais aplicadas.  

Devido à baixa solubilidade dos complexos em água, utiliza-se o solvente 

dimetilsulfóxido (DMSO) para solubilizá-los nos ensaios de avaliação de viabilidade 

celular. Entretanto, o DMSO apresenta natureza coordenante, o que implica que a 

solubilização dos complexos nesse solvente pode resultar em substituições de 

ligantes, originando outras espécies químicas. 

Com o propósito de investigar a estabilidade dos compostos AP-2 e AP-4 em 

solução, foram obtidos espectros de RMN de 1H nos intervalos de 0, 24 e 48 horas 

após o preparo das soluções. Esse período foi selecionado por corresponder ao tempo 

de incubação convencionalmente utilizado nos ensaios de viabilidade celular52. Os 
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espectros relativos ao experimento de comportamento em solução de AP-4 estão 

apresentados na Figura 24. 

 
Figura 24. Estudo de estabilidade em solução para o complexo AP-4 em DMSO-d6 nos intervalos de 
tempo de 0h (vermelho), 24h (verde) e 48h (azul). 

 

Fonte. Autor. 

Conforme ilustrado na Figura 24, nos experimentos de RMN dependentes do 

tempo, não foram identificadas alterações nos deslocamentos ou multiplicidades dos 

sinais de ressonância dos prótons durante o período de análise, indicando que não 

houve a troca de ligantes com o solvente DMSO-d6. 

 

4.3 Ensaios Biológicos  

 

4.3.1 Avaliação da atividade antiproliferativa 

 

O ensaio colorimétrico de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de 

tetrazólio) é uma técnica amplamente utilizada para avaliar a viabilidade celular. Esse 

método consiste na capacidade das células viáveis de reduzir o MTT (coloração 

amarelada) a moléculas insolúveis de formazan (coloração arroxeada). Essa 

conversão é realizada por enzimas desidrogenases mitocondriais de células 

metabolicamente ativas. A quantidade de formazan formado é proporcional ao número 
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de células viáveis, podendo ser quantificada por meio da obtenção da absorbância. 

Assim, quanto menor a concentração de formazan gerado, menor é o número de 

células viáveis, indicando uma maior inibição da linhagem celular pelo composto 

estudado52.  

 
Figura 25. Redução do MTT via enzimas desidrogenases. 

 

Fonte. Autor. Criado com biorender. 

 

Os dados de viabilidade celular podem ser expressos pela atividade 

antiproliferativa da molécula em estudo, onde o valor de IC50 representa a 

concentração necessária da espécie para inibir 50% da linhagem celular, seja de 

linhagens tumorais ou não tumorais.  

Para os ligantes e os complexos de NiII, os valores obtidos de IC50 frente às 

linhagens celulares tumorais A549, MCF-7, MDA-MB-231 e SKBr-3 e não tumorais 

MRC-5 e MCF-10A encontram-se na Tabela 7. Utilizou-se a cisplatina como 

referência.  
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Tabela 7. Atividade antiproliferativa in vitro dos compostos às linhagens tumorais A549, MCF-7, MDA-
MB-231, SKBr-3 e não tumorais MRC-5 e MCF-10A. 

                                           IC50 (µM) 

Compostos MRC-5 A549 MCF-7 SKBr-3 
MDA-MB-

231 
MCF-10A  

VMTSC-Ph 26,45±1,72 28,62±1,28 64,49±1,32 52,34±1,15 55,47±1,26 >100  

VPTSC-Ph 33,69±0,17 >100 >100 29,31±0,28 45,04±6,21 >100  

AP-2 8,09±1,04 24,45±2,10 11,31±0,60 27,01±0,13 33,23±0,70 17,79±0,17  

AP-4 15,49±1,18 6,44±0,03 48,61±1,66 8,72±1,65 21,01±0,10 7,90±0,32  

Cisplatina 12,86±0,42 23,36±0,42 49,60±3,69 13,98±0,49 43,85±2,4 28,81±5,84  

 

Fonte. Autor. 

Ao analisar os valores obtidos de IC50 obtidos para os ligantes e seus 

respectivos complexos, nota-se que a coordenação dos ligantes tiossemicarbazonas 

ao NiII aumentou a atividade antiproliferativa dos complexos, exceto para a linhagem 

tumoral de mama MCF-7 (VPTSC-Ph = 40,88±0,87 µM e AP-4 = 48,61±1,66 µM). 

Todos os ligantes apresentaram valores de IC50 maiores que a cisplatina em todas as 

linhagens celulares, com exceção do ligante VPTSC-Ph (40,88±0,87 µM) que 

apresentou um valor menor que a cisplatina (49,60±3,69 µM) para a linhagem MCF-

7.  

Enquanto que para os complexos metálicos, pode-se observar que as suas 

atividades foram afetadas pelo substituinte R (R = CH2 ou O) no fragmento da vanilina 

funcionalizada. O composto AP-2 demonstrou maior atividade frente a linhagem 

tumoral de mama MCF-7 (11,31±0,60 µM) em relação a cisplatina (49,60±3,69 µM) e 

foi aproximadamente quatro vezes mais citotóxico que AP-4 (48,61±1,66 µM), 

apresentando assim maior atividade antitumoral dentre todos os compostos 

sintetizados. Na linhagem tumoral MDA-MB-231, AP-2 apresentou maior atividade 

que o fármaco padrão cisplatina (43,85±2,4 µM). Em relação as outras linhagens 

tumorais, AP-2 apresentou uma atividade similar a cisplatina para A549 (AP-2 = 

24,45±2,10 µM; cisplatina = 23,36±0,42 µM). O composto AP-2 demonstrou ser 

menos ativo frente a linhagem SKBr-3 (27,01±0,13 µM) em relação ao fármaco padrão 

(13,98±0,49 µM). Nas linhagens não tumorais, AP-2 demonstrou ser mais tóxico em 

relação a cisplatina, no entanto, foi aproximadamente duas vezes menos tóxico que 

AP-4 para a linhagem MCF-10A (AP-2 = 17,79±0,17 µM; AP-4 = 7,90±0,32 µM).  

Já o complexo AP-4 demonstrou ser mais citotóxico que a cisplatina nas 

linhagens tumorais A549 (AP-4 = 6,44±0,03 µM; cisplatina = 23,36±0,42 µM) e SKBr-
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3 (AP-4 = 8,72±1,65 µM; cisplatina = 13,98±0,49 µM), e aproximadamente quatro 

vezes mais citotóxico que AP-2 na linhagem tumoral de pulmão e aproximadamente 

três vezes mais ativo que AP-2 na linhagem tumoral SKBr-3. Na linhagem tumoral 

MDA-MB-231, AP-4 (21,01±0,10 µM) apresentou aproximadamente duas vezes mais 

atividade que o fármaco padrão cisplatina (43,85±2,40 µM), e em relação ao AP-2, 

também apresentou maior atividade antitumoral. Em relação a células hormônio-

sensitivas MCF-7, o complexo AP-4 (48,61±1,66 µM) apresentou valores semelhantes 

a cisplatina (49,60±3,69 µM). Na linhagem não tumoral MRC-5, AP-4 (15,49±1,18 µM) 

demonstrou uma atividade ligeiramente menor que a cisplatina (12,86±0,42 µM). Já 

na linhagem não tumoral de mama (MCF-10A), AP-4 (7,90±0,32 µM) apresentou ser 

mais citotóxico que o metalofármaco padrão (28,81±5,84 µM).  

Ao comparar os complexos sintetizados com os compostos análogos 

reportados por Farias et al.14 e Moura39, nota-se que tanto o centro metálico, quanto 

os ligantes contribuíram para diferentes atividades antiproliferativas. Em relação à 

troca de ligantes, e mantendo o centro metálico, percebe-se que a atividade frente às 

células tumorais de mama MCF-7, foi maior para os complexos contendo ligantes 

derivados do cinamaldeído [Ni(R’-cTSC)2], (R’ = Me: 13,11±1.1 µM e R’ = Et: 

3,70±0,64 µM), e a atividade antitumoral também foi maior para a linhagem tumoral de 

pulmão (A549), (R’ = Me: 1,96±0,26 µM e R’ = Et: 1,06±0,15 µM). No entanto, para a 

linhagem não tumoral de pulmão (MRC-5), os complexos de Farias et al.14 

Demonstram ser menos citotóxicos que os complexos sintetizados neste trabalho, (R’ 

= Me: 23,16±1,18 µM e R’ = Et: 23,16±0,82 µM), tais resultados sugerem que os 

ligantes escolhidos, desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de 

novos metalofármacos.  

Em relação aos complexos de Moura39, [Pd(R’-vTSC-Ph)2], o complexo AP-4 

(6,44±0,03 µM) apresentou atividade semelhante aos complexos reportados na 

literatura para a linhagem tumoral A549, R’ = N-etilpiperidina: 7,92±1,05 µM e R’ = N-

etilmorfolina: 3,16±0,48 µM. Para as linhagens tumorais MCF-7 (R’ = N-etilpiperidina: 

7,52±0,45 µM e R’ = N-etilmorfolina: 3,42±0,97 µM) e MDA-MB-231 (R’ = N-

etilpiperidina: 6,46±0,40 µM e R’ = N-etilmorfolina: 3,12±0,22 µM), os complexos 

reportados por Moura39, foram mais ativos que os complexos AP-2 e AP-4. Já na 

linhagem não tumoral de pulmão (MRC-5), os complexos de Moura39 foram mais 

citotóxicos (R’ = N-etilpiperidina: 1,80±0,12 µM e R’ = N-etilmorfolina: 0,88±0,10 µM) 
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que os complexos obtidos neste trabalho, evidenciando que a troca do centro metálico 

também influencia na atividade antitumoral dos complexos metálicos.  

Já em complexos quadráticos planares de níquel(II) contendo ligantes 

derivados da zingerona (IC50 > 50 µM)53, os complexos AP-2 e AP apresentaram 

maior atividade antitumoral frente a linhagem tumoral MCF-7, sugerindo que os 

ligantes derivados da vanilina possam estar diretamente relacionados ao efeito 

antitumoral dos complexos obtidos. 

O índice de seletividade (IS), Tabela 8, foi determinado pela razão entre os 

valores de IC50 nas células MRC-5 e A549 para ISP (índice de seletividade para as 

células de pulmão) e para os valores de ISM (índice de seletividade frente as células 

de mama) foi calculado pela razão entre os valores de IC50 nas células MCF-10ª e 

MCF-7. Os ligantes VMTSC-Ph (ISM = 1,55) e VPTSC-Ph (ISM = 2,44) bem como o 

complexo AP-2 (ISM = 1,55) exibiram maiores valores de índice de seletividade frente 

as células de mama em relação ao fármaco padrão cisplatina (ISM = 0,58). Já o 

complexo AP-4(ISP = 2,40) apresentou maior índice de seletividade frente as células 

de pulmão em relação a cisplatina (ISP = 0,55). 

 

Tabela 8. Índices de seletividade (IS) ISP = IC50(MRC-5) / IC50(A549); ISM = IC50(MCF-10A) / IC50(MCF-7). 

IS 

Compostos ISP ISM 

VMTSC-Ph 0,92 1,55 

VPTSC-Ph 0,33 2,44 

AP-2 0,33 1,57 

AP-4 2,40 0,16 

Cisplatina 0,55 0,58 

                                                 Fonte. Autor. 

Com a finalidade de entender possíveis interações entre os complexos 

metálicos e possíveis alvos biológicos, empregou-se técnicas espectroscópicas como 

a titulação espectrofotométrica com o ctDNA e supressão da fluorescência utilizando 

a sonda Hoechst 33258. 

 

4.3.2 Ensaios de Interação com DNA 

Diversas moléculas pequenas, com capacidade de se ligarem ao DNA 

genômico, têm apresentado eficácia como agentes quimioterápicos contra células 

tumorais, microrganismos patogênicos e vírus. O DNA representa o alvo 
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farmacológico de uma extensa gama de fármacos atualmente empregados em 

práticas clínicas ou em estágios avançados de testes clínicos. A ideia de atingir o DNA 

para modular as funções celulares, seja através da modulação da expressão gênica 

ou da interferência na replicação, revela-se logicamente fundamentada e 

conceitualmente simples17, 54. 

O DNA é um biopolímero linear composto por nucleotídeos que estão unidos 

por ligações fosfodiéster, sendo capaz de armazenar e transmitir a informação 

genética dentro da célula. A cadeia de açúcar-fosfato, que é carregada 

negativamente, é hidrofílica e se encontra exposta à solução aquosa do meio 

intracelular. Por outro lado, as bases nitrogenadas, que são planares e possuem 

caráter lipofílico, orientam-se para o interior da dupla-hélice55. A disposição das 

ligações no DNA resulta na formação de dois sulcos, conhecidos como sulco maior e 

menor. A estrutura supramolecular da hélice dupla é estabilizada por diversas forças 

não-covalentes, como ligações de hidrogênio e interações π-π entre as bases 

nitrogenadas, além da atração eletrostática entre as cadeias açúcar-fosfato 

(negativas) e os cátions presentes na solução17,55. 

Figura 26. Representação da estrutura do DNA. 

 

Fonte. Autor. 

Dada a complexidade estrutural dessa biomolécula, a interação entre uma 

molécula pequena e o DNA, Figura 27, pode ocorrer de diversos modos, entre eles a 

intercalação entre os pares de bases nitrogenadas (A), interação via sulcos maior e/ou 
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menor (B), interação eletrostática com os grupos fosfato (C), ligação covalente via 

grupos fosfatos (D) e/ou via átomo de nitrogênio das bases nitrogenadas14, 17, 56.  

 

Fonte. Autor. 

Diversas metodologias têm sido empregadas para investigar as interações, 

tanto covalentes quanto não-covalentes, entre moléculas pequenas e o DNA56,57. 

Dentre as técnicas conhecidas, no âmbito dessas abordagens, a espectroscopia de 

absorção eletrônica destaca-se como uma das mais amplamente utilizadas, visto que 

proporciona informações preliminares importantes. O espectro de absorção no UV-

Visível do DNA exibe uma banda intensa e larga na região do ultravioleta (UV), 

apresentando um pico máximo em 260 nm. Esta banda é influenciada pelas transições 

eletrônicas dos cromóforos presentes nas purinas (adenina e guanina) e pirimidinas 

(citosina e timina). 

A investigação da interação com o DNA pode ser conduzida por meio da 

comparação entre os espectros da molécula pequena, do DNA livre e do complexo 

DNA/molécula pequena. Alterações na banda do DNA e nas absorções do complexo 

são observadas quando ocorre algum tipo de interação. Portanto, esse tipo de análise 

requer o acompanhamento de uma dessas bandas à medida que alíquotas de 

soluções, com concentração crescente de DNA, são adicionadas a uma solução 

contendo uma concentração constante do complexo17,40. 

Mudanças na estrutura de dupla hélice do DNA resultam em efeitos 

hipercrômicos ou hipocrômicos. A desestabilização da estrutura secundária provoca 

Figura 27. Modos de interação entre moléculas e o DNA. 
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um aumento na absorbância (hipercromismo), enquanto a estabilização é 

caracterizada por uma diminuição na absorbância (hipocromismo). Esses efeitos são 

originados por interações eletrostáticas ou de intercalação56. Geralmente, a 

intercalação de uma molécula com o DNA resulta em um notável hipocromismo e 

desvio batocrômico no máximo de absorção em comparação com o complexo livre. 

Em contrapartida, compostos que interagem de fracamente com o DNA apresentam 

um efeito hipocrômico menos pronunciado. 

Diversas metodologias têm sido empregadas para investigar as interações, 

tanto covalentes quanto não-covalentes, entre moléculas pequenas e o DNA56,57. 

Dentre as técnicas conhecidas, no âmbito dessas abordagens, a espectroscopia de 

absorção eletrônica destaca-se como uma das mais amplamente utilizadas, visto que 

proporciona informações preliminares importantes. O espectro de absorção no UV-

Visível do DNA exibe uma banda intensa e larga na região do ultravioleta (UV), 

apresentando um pico máximo em 260 nm. Esta banda é influenciada pelas transições 

eletrônicas dos cromóforos presentes nas purinas (adenina e guanina) e pirimidinas 

(citosina e timina). 

A investigação da interação com o DNA pode ser conduzida por meio da 

comparação entre os espectros da molécula pequena, do DNA livre e do complexo 

DNA/molécula pequena. Alterações na banda do DNA e nas absorções do complexo 

são observadas quando ocorre algum tipo de interação. Portanto, esse tipo de análise 

requer o acompanhamento de uma dessas bandas à medida que alíquotas de 

soluções, com concentração crescente de DNA, são adicionadas a uma solução 

contendo uma concentração constante do complexo17,40. 

Mudanças na estrutura de dupla hélice do DNA resultam em efeitos 

hipercrômicos ou hipocrômicos. A desestabilização da estrutura secundária provoca 

um aumento na absorbância (hipercromismo), enquanto a estabilização é 

caracterizada por uma diminuição na absorbância (hipocromismo). Esses efeitos são 

originados por interações eletrostáticas ou de intercalação56. Geralmente, a 

intercalação de uma molécula com o DNA resulta em um notável hipocromismo e 

desvio batocrômico no máximo de absorção em comparação com o complexo livre. 

Em contrapartida, compostos que interagem de fracamente com o DNA apresentam 

um efeito hipocrômico menos pronunciado. 
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4.3.2.1 Titulação Espectrofotométrica 

 

Para avaliar a afinidade e os possíveis modos de interação entre os complexos 

de níquel ao DNA, foram conduzidos ensaios de titulação espectrofotométrica com 

DNA. Os espectros de UV-Vis dos compostos foram obtidos na ausência e presença 

de concentrações crescentes de ctDNA, Figura 28. 

Figura 28. Diferentes razões molares entre ctDNA e AP-4, [20 µM] e [DNA] = 0 – 60 µM] e determinação 
da constante de ligação Kb a partir da correlação linear de Benesi-Hidelbrand. 

 

 

Fonte. Autor. 



70 
 

Após a adição do ctDNA, observou-se que o aumento da concentração do 

ctDNA resultou em um efeito hipocrômico de aproximadamente 32,7% da intensidade 

da absorbância sem desvio significativo da banda em 373 nm. A avaliação da 

magnitude da afinidade de ligação entre um complexo metálico e o DNA pode ser 

realizada por meio dos valores das constantes de ligação (Kb). De acordo com a 

literatura, compostos intercaladores clássicos e metalo-intercaladores geralmente 

exibem valores de Kb situados no intervalo entre 105 a 107 M-1. Valores inferiores a 

essa faixa sugerem a ocorrência de outros modos de ligação não covalente entre o 

DNA e uma molécula pequena57. 

A constante de ligação Kb foi calculada de acordo com a equação de Benesi-

Hildebrand (Equação 1). A constante Kb encontrada para o composto AP-4 foi de 

6,26x104M-1, que é inferior aos valores apresentados por compostos intercaladores 

(brometo de etídio, 4,94x105 M-1) e metalo-intercaladores clássicos, sugerindo que o 

complexo interage fracamente com o ctDNA. 

A constante de ligação Kb foi calculada de acordo com a equação de Benesi-

Hildebrand (Equação 1). A constante Kb encontrada para o composto AP-4 foi de 

6,26x104M-1, que é inferior aos valores apresentados por compostos intercaladores 

(brometo de etídio, 4,94x105 M-1) e metalo-intercaladores clássicos, sugerindo que o 

complexo interage fracamente com o ctDNA. 

A adição de ctDNA ao complexo AP-2 resultou um efeito hipocrômico na banda 

de 347 nm, no entanto, o valor de hipocromismo foi aproximadamente de 39,6%, 

Figura 29. O valor obtido de Kb (3,01x104M-1) indicou que o complexo não interage 

fortemente com o DNA.    
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Figura 29. Diferentes razões molares entre ctDNA e AP-2, [20 µM] e [DNA] = 0 – 60 µM] e determinação 
da constante de ligação Kb a partir da correlação linear de Benesi-Hidelbrand. 

 

 

Fonte. Autor. 

4.3.2.2 Ensaio de competição com Hoechst 33258 

O uso de sondas para investigar interações entre uma determinada espécie e 

o DNA tem se mostrado uma estratégia eficaz. A molécula Hoechst 33258 (H33258), 

Figura 30, é uma sonda que se liga especificamente ao sulco menor do DNA na 

conformação B, preferencialmente em regiões com quatro ou cinco pares de bases 

adjacentes de adenina-timina (A-T), por meio de interações eletrostáticas, forças de 

van der Waals e ligações de hidrogênio40,58. 
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Figura 30. Fórmula estrutural Hoechst 33258 (a), interação da sonda com o DNA (b). 

 

Fonte. Autor. 

A aplicação do Hoechst 33258 como ferramenta investigativa para a interação 

de novas espécies com o DNA deve-se à intensificação da emissão de fluorescência 

observada quando o aduto H33258-DNA é formado58. Assim, a fluorescência de um 

sistema contendo a sonda e a biomolécula de interesse é monitorada conforme ocorre 

a adição dos compostos AP-2 e AP-4 (0-60 μM), Figura 31 e Figura 32, 

respectivamente. 
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Fonte. Autor. 

 

Figura 32. Espectro de emissão de fluorescência do Hoechst 33258-ctDNA com concentrações de AP-
4 variando entre 0-60 µM. 

 

Fonte. Autor. 

 

Como pode ser observado, a intensidade de fluorescência do Hoechst-ctDNA 

em 458 nm diminuiu aproximadamente 82% na presença de AP-2 e aproximadamente 

90% após a adição de AP-4, evidenciando que os complexos podem se ligar ao ctDNA 

Figura 31. Espectro de emissão de fluorescência do Hoechst 33258-ctDNA com concentrações 

de AP-2 variando entre 0-60 µM. 
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e deslocar a sonda do sulco menor, porém, os complexos se ligam fracamente ao 

ctDNA, pois na presença de excesso de AP-2 e AP-4, a fluorescência do aduto 

Hoechst-ctDNA não é completamente suprimida.  
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5 CONCLUSÃO 

Neste trabalho foram sintetizados dois ligantes tiossemicarbazonas derivados 

da vanilina e dois novos complexos de níquel(II) do tipo bisquelato [Ni(L)2]. Todos os 

compostos obtidos foram devidamente caracterizados utilizando técnicas 

espectroscópicas, como espectroscopia vibracional na região do infravermelho e 

espectroscopia de RMN. Adicionalmente, a estrutura molecular e cristalina do 

complexo AP-4 foi determinada via difração de raios X por monocristal, na qual esta 

técnica revelou a estrutura mononuclear do composto, indicando um ambiente 

quadrático-planar ao redor do metal e a presença de dois ligantes VPTSC-Ph 

coordenados de maneira N,S-aniônica na configuração trans.  

Estudos de comportamento em solução de DMSO-d6 no período de 48h 

indicaram que os complexos mantêm sua estrutura intacta, indicando que os 

complexos são espécies estáveis em solução, possibilitando assim a realização de 

estudos biofísicos/bioquímicos envolvendo os compostos. 

A citotoxicidade in vitro dos ligantes e de seus complexos foi avaliada pelo 

método do MTT, frente as linhagens celulares tumorais A549, SKBr-3, MCF-7 e não 

tumorais MRC-5 e MCF-10A, destacando-se o complexo AP-2 por apresentar maior 

citotoxicidade frente as células tumorais de mama de MCF-7 (11,31±0,60 µM) em 

relação ao fármaco padrão cisplatina (49,60±3,69 µM). AP-4 demonstrou ser mais 

citotóxico do que a cisplatina nas linhagens tumorais A549 (6,44±0,03 µM), SKBr-3 

(8,72±1,65 µM) e MDA-MB-231 (21,01±01 µM). A partir desses resultados, nota-se 

que o centro metálico, bem como os ligantes e seus substituintes, desempenharam 

papeis significativos na atividade antitumoral dos complexos sintetizados. 

 Estudos de interações entre os complexos com o ctDNA indicaram que AP-2 e 

AP-4 podem interagir com a biomolécula. Os ensaios de titulação espectrofotométrica 

mostraram que a interação é fraca e ocorre por um mecanismo distinto da 

intercalação. Ensaios de competição com o Hoechst 33258 revelaram que os 

complexos são capazes de deslocar a sonda do sulco menor do ctDNA, no entanto, 

AP-2 e AP-4 demonstraram ser ligantes mais fracos que o corante. Através desses 

resultados, conclui-se que outros alvos intracelulares são também importantes para a 

atividade dos complexos.   
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ANEXO 

Figura a1. Espectros de FTIR para os compostos VMTSC-Ph (azul) e AP-2 (preto). 

 

Fonte. Autor. 

Figura a2. Ampliação dos espectros de FTIR para os compostos VMTSC-Ph (azul) e AP-2 (preto). 

 

Fonte. Autor. 
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Figura a3. Ampliação dos espectros de FTIR para os compostos VPTSC-Ph (azul) e AP-4 

(preto). 

 

Fonte. Autor. 

Figura a4. Espectro de RMN 1H para o ligante VMTSC-Ph em DMSO-d6. 

 

Fonte. Autor. 
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Figura a5. Espectro de RMN 13C para o ligante VMTSC-Ph em DMSO-d6. 

 

Fonte. Autor. 

Figura a6. Numeração empregada para o complexo AP-2. 

 

Fonte. Autor. 
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Figura a7. Espectro de RMN 1H para o complexo AP-2 em DMSO-d6. 

 

Fonte. Autor. 

Figura a8. Espectro de RMN 13C para o complexo AP-2 em DMSO-d6. 

 

Fonte. Autor. 
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Figura a9. Mapas de contorno HSQC e HMBC 1H-13C do complexo AP-2 em DMSO-d6. 
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Fonte. Autor. 
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Figura a10. Mapas de contorno HSQC e HMBC 1H-13C do complexo AP-4 em CDCl3. 
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Fonte. Autor. 
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Figura a11. Estudo de estabilidade em solução para o complexo AP-2 em DMSO-d6 nos intervalos de 

tempo de 0h (vermelho), 24h (verde) e 48h (azul). 

 

Fonte. Autor. 

Tabela a1. Dados do cristal, da coleta e do refinamento para o complexo AP-4. 

C22H27N4Ni0.50O2S Z = 4 

Mr = 25875 F(000) = 932 

Monoclinico, P21/n Dcalc./ g cm-3 1.383 

a = 15.8150(2) Å Mo Kα radiation, λ = 1.542 Å 

b = 9.08710(10) Å μ = 2.011 mm-1 

c = 16.6141(2) Å T = 100 K 

β = 117.503(2)° 0.08×0.05×0.03  mm3 

V = 2117.82(6) Å3  

25875 measured reflections θmax = 70.032°, θmin = 5.262° 



91 
 

4010 independent reflections h = 19 

3676 reflections with I > 2σ(I) k = 11 

Rint = 0.038 l = 20 

Refinement on F2 0 restraints 

 

Fonte. Autor. 
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