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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a sintese de compostos de palddio(II)
utilizando como reagentes o acetato de palddio(Il), o cloreto de palddio(Il), a N-
benzilidenoanilina (bzan), a N,N-dimetilbenzilamina (dmba), os sais KCl, KBr, KSCN,
KNCO e NaNj para posterior formagdo das espécies precursoras, a saber: [Pd(bzan)(u-X)],, X
= Cl, SCN, NCO e N3 e [Pd(dmba)(u-X)],, X = Cl, Br, NCO e N;s.

A obtencdo de novos compostos a partir dos dimeros anteriores ocorreu empregando
ligantes contendo fésforo como 4dtomo doador, tais como as difosfinas 1,1°-
bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf) e a cis-1,2-bis(difenilfosfina)etileno (dppet). A escolha
destes ligantes foi norteada por suas relevantes propriedades farmacoldgicas. O ligante
isonicotinamida (isn), que contem nitrogénio como atomo doador, foi escolhido devido a sua
semelhanga estrutural com a isoniazida, ji utilizada como droga antituberculostatica. Estes
ligantes foram selecionados com o intuito de aplicar seus complexos de paladio(I) em testes
biolégicos.

Ressalte-se a repreparagdo dos complexos do tipo [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = CI, SCN,
NCO e N3 e a 1,3-bis(difenilfosfina)propano (dppp), para seu emprego em testes antitumorais
utilizando linhagens humanas e em testes contra o bacilo de Koch, causador da tuberculose.
Esta repreparacdo possibilitou a obtencdo de um monocristal do composto
[Pd(bzan)(SCN)(dppp)].CDCl; e a difracdo de raios-X de monocristal forneceu todas as
caracteristicas estruturais da espécie no estado s6lido, mostrando uma geometria quadrado
planar ao redor do 4domo de palddio(Il), a coordenacdo do ligante bzan pelo dtomo de
carbono, havendo a clivagem da ligacdo entre o palddio e o nitrogénio iminico da bzan
presente nas espécies precursoras diméricas, o pseudohaleto coordena-se terminalmente via
atomo de enxofre (Pd-SCN) e a difosfina dppp coordena-se ao centro metdlico de forma
quelante. Esta estrutura subsidiou a proposta estrutural das séries subseqiientes contendo as
difosfinas dppf e dppet.

Os compostos foram caracterizados por andlise elementar, espectroscopia vibracional
na regido do infravermelho, ressonancia magnética nuclear de 'H, 13C{lH} e de 31P{IH}, e
por termogravimetria.

Os dados obtidos permitiram inferir que os complexos, de férmula geral
[Pd(bzan)(X)(L)], L = dppf e dppet apresentam estruturas monoméricas; os haletos (cloreto e

brometo) e os pseudohaletos (SCN, NCO e N3) coordenam-se de modo terminal, sendo o




tiocianato via d&tomo de enxofre e o cianato via 4&tomo de nitrogénio. O ligante bzan coordena-
se ao palddio(I) pelo 4tomo de carbono e a dmba através dos dtomos de carbono e nitrogénio,
a isn pelo nitrogénio piridinico e as difosfinas dppp, dppf e dppet coordenam-se de forma
quelante ao centro metalico.

Os espectros de RMN 'H, 13C{IH} e 31P{IH} contém um conjunto de sinais que
comprovam a coordenagdo dos ligantes ao centro metalico; bem como comprovam a presenca
de vérias espécies em solugdo.

A partir dos dados da termogravimetria foi possivel estabelecer uma ordem
decrescente de estabilidade térmica, considerando a temperatura inicial de decomposi¢do para
complexos da mesma série.

Os compostos ciclopaladados [Pd(bzan)(SCN)(dppf)], [Pd(bzan)(NCO)(dppD)],
[Pd(bzan)(SCN)(dppet)] e [Pd(bzan)(NCO)(dppet)], os ligantes bzan, dppf e dppet, além da
cisplatina utilizada como droga padrdo, foram aplicados em testes bioldgicos, como
viabilidade celular, liberacdo de peroxido de hidrogénio (H,O,) e 6xido nitrico (NO) por
macréfagos peritoneais de camundongos, tendo como finalidade a investigacdo de suas
potencialidades farmacolégicas, em particular suas atividades antitumorais.

Os complexos [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = SCN e NCO e [Pd(dmba)(X)(isn)], X = CI,
Br, NCO e N3, além dos ligantes bzan, dppp, dmba e isn, foram submetidos a ensaios frente a

inibicao do crescimento de Mycobacterium tuberculosis, causadora da tuberculose.




ABSTRACT

The aim of this research was the synthesis of palladium(II) compounds by using as
reagents palladium(Il) acetate, palladium(II) chloride, N-benzylideneaniline (bzan), N,N-
dimethylbenzylamine (dmba) and the salts KCI, KBr, KSCN, KNCO and NaNj for the
subsequent preparation of the precursor species [Pd(bzan)(u-X)],, X = Cl, SCN, NCO e N3,
and [Pd(dmba)(u-X)],, X = Cl, Br, NCO e Ns.

The obtainment of new compounds from the previously cited dimers was performed
by reacting them with ligands containing phosphorous as the donor atom, like the
diphosphines 1,1°-bis(diphenylphosphine)ferrocene (dppf) and cis 1,2-
bis(diphenylphosphine)ethylene (dppet). These ligands were chosen due to their relevant
pharmacological properties. Isonicotinamide, a ligand containing nitrogen as donor atom, was
chosen due to its structural resemblance with isoniazid, used as a antituberculostatic drug.
These ligands were selected with the intention of applying their complexes in biological tests.

The known compounds of the type [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = Cl, SCN, NCO and N3
and dppp = 1,3-bis(diphenylphosphine)propane, were reprepared in order to be applied in
antitumor tests with human cells and in tests against the Koch bacillus, which causes
tuberculosis. These repreparations allowed us the obtainment of single-crystals of the
compound [Pd(bzan)(SCN)(dppp)].CDCl; and the single-crystal X-ray diffraction technique
gave us all of its structural features in the solid state, showing a square-planar geometry
around the palladium(Il) atom; the pseudohalide is terminally coordinated by the sulphur
atom (Pd-SCN), the diphosphine is bound in the chelating mode and the bzan ligand is
coordinated by the carbon atom, revealing the cleavage of the bond between the palladium
and the iminic nitrogen from the bzan, present in the dimmeric precursor species. The
knowledge of this structure supported the structural purposes for the series of compounds
containing the diphosphines dppf and dppet.

The compounds were characterized by elemental analysis, infrared vibrational
spectroscopy, H, ]3C{]H} and 3]P{]H} nuclear magnetic resonance, thermogravimetry and
differential thermal analysis.

The data set allowed us to infer that the complexes of general formula
[Pd(bzan)(X)(L)], L = dppf e dppet, present monomeric structures; the halides (chloride and
bromide) and the pseudohalides (SCN, NCO and N3) are terminally coordinated, with the

thiocyanate bound by the sulfur atom and the cyanate by the nitrogen atom. The bzan ligand is




coordinated to the palladium(II) by the carbon atom, the dmba by both carbon and nitrogen,
the isn by the pyridinic nitrogen and the diphosphines dppp, dppf and dppet and bound in the
chelating mode to the metallic center.

The 'H, “"C{'H} e *'P{'H} NMR spectra show a set of signals that confirm the
coordination of the ligands to the metallic center and also the presence of several especies in
solution.

The thermogravimetric data allowed us to establish the thermal stability order from the
initial decomposition temperature for each series of complexes.

The cyclopalladated compounds [Pd(bzan)(SCN)(dppf)], [Pd(bzan)(NCO)(dppf)],
[Pd(bzan)(SCN)(dppet)] and [Pd(bzan)(NCO)(dppet)], the ligands bzan, dppf and dppet and
standard drug cisplatin were applied in biological tests like cellular viability and hydrogen
peroxide (H,0O,) and nitric oxide (NO) release by murine peritoneal macrophages, with the
purpose of investigating their pharmacological potentials, particularly their antitumor
activities.

The complexes [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = SCN and NCO, and [Pd(dmba)(X)(isn)], X
= Cl, Br, NCO and N3, and the ligands bzan, dppp, dmba and isn were used in tests for the

growth inhibition of the Mycobacterium tuberculosis, which causes tuberculosis.
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Capitulo 1 Introducgdo

1. INTRODUCAO

Os compostos organometélicos destacam-se, ao longo das ultimas décadas, por
apresentarem diversas aplicacdes, como por exemplo, em catédlise homogénea [1, 2], quimica
supramolecular [3], na drea tecnoldgica como materiais liquido-cristalinos [4, 5] e na érea
médica atuando principalmente como agentes antitumorais [6, 10], entre outras. Inseridos
nesta classe de complexos estdo os ciclometalados de palddio (II) ou ciclopaladados. Na
literatura ha muitos trabalhos publicados sobre ciclometalados, sendo entdo apresentado nesta

introducao um breve comentdrio sobre ciclopaladados enfatizando suas aplicagdes bioldgicas.

1.1. Compostos Ciclometalados

Os compostos ciclometalados constituem uma classe distinta de complexos
organometdlicos e originam-se de reacdo com formacdo de um anel quelato [11], como

apresentado na Figura 1.

: M = metal de transicdo
Y = elemento pertencente aos
. . grupos 15 (N, P, As) ou
—> + G 50550
X = halogénio ou grupo alquil

Figura 1. Representacdo esquemadtica de formagdo do anel ciclometalado.

O anel ciclometalado € constituido por uma ligacdao de coordenagdo entre um metal de
transicdo M e um dtomo doador de elétrons Y, pertencente aos grupos 15 (N, P, As) ou 16 (O,
S, Se) da Tabela Periddica e uma ligacdo covalente metal-carbono [2]. A ligacio M—C ¢
formada pela ruptura intramolecular de uma ligacdo C—H de um composto de coordenacao

inicial, sendo X um halogénio ou um grupo alquil [12].
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A Figura 2 mostra exemplos de ciclopaladados com aminas (1), iminas (2), piridinas
(3), tiocetonas (4), amidas (5), amidinas (6), oxazolinas (7) e também mostra ciclometalados
contendo como atomos doadores o fosforo (8 e 9), o enxofre (10), o oxigénio (11) e arsénio
(12). Os ciclopaladados mais comuns sdo derivados de aminas e iminas tercidrias e formam

anéis de cinco ou seis membros [13].

of Cl Cl
Pd':/ Pd:/{ F’cf:/
N2 RSN 2 AN
|
Hz 1 RZ 2 = 3

Lo o R

90« @&* l

Ph
{"3:"3'-7}2 8 2
O . O o
7 fw:/ I
As e
Ary 12

Figura 2. Exemplos de ciclopaladados com vérios grupos doadores.

A reatividade dos compostos ciclopaladados origina uma ampla variedade de
complexos. Cite-se por exemplo a clivagem de ciclopaladados contendo haletos em ponte por
ligantes neutros como piridinas e fosfinas [14, 15] e ligantes anidnicos como a azida, cianato,
tiocianato, entre outros [16, 17]. Algumas das muitas reacdes dos compostos ciclometalados

estdo ilustradas na Figura 3.
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Figura 3. Formacdo de compostos ciclometalados ou ndo mediante reagdes com ligantes anioénicos, neutros ou

cationicos.

Ha vérios estudos relatando que os complexos ciclopaladados podem apresentar
propriedades relevantes como moléculas bioativas, em especial, na drea médica como

possiveis agentes antitumorais, o que serd comentado nas piginas subseqiientes.

1.2. Agentes Antitumorais

O sucesso de compostos organometdlicos no combate a doengas, particularmente o
cancer, aumentou o interesse farmacéutico nestes compostos [18], acarretando em muitos

esforcos para o desenvolvimento de diagndsticos e terapias para a cura do cancer [19].

A Quimica Farmacéutica teve seu inicio nos trabalhos de Paul Ehrlich, prémio Nobel
em Medicina e Fisiologia em 1908 e Alfred Werner, prémio Nobel de Quimica em 1913, o
primeiro a ser conferido a um Quimico Inorganico. Werner € considerado o pai da Quimica de
Coordenacdo pelo desenvolvimento de sua teoria para explicar a estrutura e a ligagdo quimica

nos complexos metdlicos [20].

Apesar da relevancia dos trabalhos de Ehrlich e Werner, a Quimica Farmacéutica
voltava-se principalmente a investigacdo e aplicacdo de compostos organicos e produtos
naturais até a descoberta, feita pelo fisico Barnett Rosemberg [21] em 1965, das propriedades

antitumorais do cis-diamindicloroplatina (II), cis[Pt(Cl,)(NHj3),], conhecido como cisplatina
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ou cis-DDP. As investigacdes sobre a cisplatina constituem possivelmente o maior sucesso da
Quimica Farmacéutica, pois a partir de seu uso clinico iniciado em 1978, o nimero de 6bitos

de homens por tumor de testiculo [22] diminuiu cerca de 80%.

Atualmente, segundo a Organizacdo Mundial da Sauide, o cancer € a terceira causa de

6bitos no mundo (12%), matando cerca de 6 milhdes de pessoas por ano [23].

No Brasil, as estimativas indicam para o ano de 2008, que ocorrerdao 466.730 novos
casos de cancer, sendo 231.860 para o sexo masculino e 234.870 para o sexo feminino. Prevé-
se que o cancer de pele do tipo ndo melanoma (115 mil casos novos) serd o mais incidente na
populagdo brasileira, acompanhado pelos tumores de prostata (49 mil), de mama feminina (49
mil), de pulmdo (27 mil), de cblon e reto (27 mil), de estdmago (22 mil) e de colo do utero

(19 mil), Figura 4.

N° de Casos

60.000 —
[ Feminino
50.000 = Masculino

40.000 —
30.000 —

20.000 —

10.000 — B

o I lll_-I_

Mama Prostata Traquéia, CdloneReto Estomago Colodo  Cavidade Esdfago  Leucemias Pele
Feminina Bronguio e Utero Oral Melanona
Pulmao

Fonte: Ministério da Saide (MS)/Instituto Nacional de Cancer - INCA

Figura 4. Tipos de cincer mais incidentes, estimados para o ano de 2008, exceto pele ndo melanoma, na

populacio brasileira.

O céancer pode ser tratado por cirurgia, radiacdo, hormonios, imunoterapia e
quimioterapia [24]. O objetivo maior da quimioterapia citotéxica € eliminar as células
neopldsicas, preservando as normais. Contudo, a maioria dos agentes quimioterdapicos age de

forma ndo-especifica, lesando tanto células malignas quanto normais, particularmente as
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células de rdpido crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema
imunolégico. Isto explica a maior parte dos efeitos colaterais da quimioterapia: nduseas, perda
de cabelo e susceptibilidade maior as infec¢des [25].

Uma das alternativas para inibir o crescimento do cancer é cessar o fluxo de
informacdo genética através do DNA, e esse € o mecanismo de agdo da cisplatina. A
cisplatina antes de alcancar as células, apresenta reacdes de substituicdo, como a hidrélise. Do
lado externo da célula, no plasma sanguineo, a concentracdo de cloreto € alta (100 mmol/L),
impedindo a hidrélise dos ligantes cloro, e mantém a cisplatina inalterada. Ao entrar na célula,
a diminui¢cdo na concentracdo de cloreto (cerca de 4 mmol/L) permite a hidrélise do

complexo, formando outras espécies que podem reagir mais prontamente com o DNA [26],

conforme mostra a Figura 5.

cis-PtITHz 12 L

)
HEI || «CF ky=63g102 sl
+H ,
cis-PHITHS), CI(OH) cis-PHIHS), CIE, O
ST A
. pKg=64 +CT | -CT k=25x10-5s
+H +H r
) : + : ++
cis-FPr(IHz)a(CH)g cis-FPtPHs ) (Ha O)(OH) cis-FPHIHz)2(H; Ol
+ +
-H -H
pKg=72 pKa=54

Figura S. Hidrdlise da cisplatina.

A cisplatina se liga ao DNA através do N7 de duas bases guanina ou adenina e
guanina. Intera¢des nao covalentes entre o complexo metédlico e o DNA incluem ligacdes de

hidrogénio, interagdes eletrostdticas e intercalacao [27], Figura 6.
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Figura 6. Representacdo das interacdes da cisplatina com as bases nitrogenadas adenina (a) e guanina (b).

Para a cisplatina, o complexo encontrado majoritariamente corresponde a ligacdo
intrafita (Figura 7), envolvendo bases guaninas adjacentes, o que sugere ser a formacao desse
complexo a maior responsavel pela sua atividade antitumoral, pois provoca lesdes no DNA
dificeis de serem reparadas. A habilidade da cisplatina de se ligar ao DNA e de distorcer sua
estrutura sugere que o composto interfira no funcionamento normal desse componente celular.
Os processos de replicacdo e de transcricdo de DNA sdo essenciais para a divisao celular e
para a producdo de proteinas. Qualquer agente que interfira nesses processos pode ser
citotéxico. A inibic@o da replicagdo do DNA sugere que o composto possa causar a morte das

células cancerosas ao bloquear sua habilidade de sintetizar novas moléculas de DNA,

necessdrias para a divisao celular [28].

1,2-Intrafita GG

1,2-Interfita AG

Figura 7. Representacdo da cisplatina atuando intrafita e interfita nas bases do DNA.

Apesar do sucesso com o uso da cisplatina, hd vdrias limitagdes como um ndmero

restrito de tumores, dentre eles estdo o tumor de testiculo e outros tumores s6lidos, como o de
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ovdrio, pescogo, bexiga e cabeca [29] além de uma série de efeitos colaterais como
nefrotoxicidade, ototoxicidade [30, 31], nduseas, vOmitos e neurotoxicidade [30], a qual é
dose-dependente [24]. Outro aspecto relevante € que alguns tumores apresentam resisténcia

natural a cisplatina, enquanto outros desenvolvem esta resisténcia apds o inicio do tratamento

[29].

Virios andlogos da cisplatina como a carboplatina ou loboplatina, e seus derivados sdo
aplicados em tumores que exibem resisténcia a cisplatina, Figura 8. Esses compostos sdo
chamados de compostos de segunda geracdo. Por exemplo, a carboplatina foi utilizada em
triagem clinica no inicio da década de 80 e mostrou-se eficiente contra cancer de ovério; seu

mecanismo de acdo € similar ao da cisplatina [32].

0
H,N N A°
3 Cl
\Ptf J1S
/N H,N 0
H,N cl N
Cisplatina (cis-DDP) Carboplatina
. _saMH 0 :
o, L3 e, -~
[l "<
hH " o BBy o l‘m,,ﬂ
Oxaliplatina Loboplatina

Figura 8. Algumas das drogas de segunda geracdo utilizadas no tratamento contra o cancer, além da cisplatina,

droga de primeira geracéo.

Considerando esta gama de inconvenientes, se faz necessdrio a investigacdo de novas
drogas antitumorais, ndo somente utilizando platina(Il), mas com outros ions metalicos como

o paladio(II).

Compostos ciclopaladados foram recentemente utilizados com éxito [8, 10], como
espécies com atividade citotdxica, pois além de complexos estdveis o suficiente para permitir
uma ac¢do eficaz da droga no organismo em concentragdes baixas, também possuem uma
citotoxicidade consideravelmente menor que os compostos andlogos de platina [10]. A Figura

9 apresenta dois complexos que exibiram considerdvel atividade antitumoral.
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Figura 9. Ciclopaladados com atividade antitumoral.

Destacam-se também derivados de Pd(II) organopaladados mono, bi e polinucleares.
Por exemplo, o organopaladado [Pd(CoH;;N3S)Cl,] contendo o ligante derivado da
tiosemicarbazona, apresentou atividade citotéxica in vitro frente a certos tipos de células
cancerosas, sendo o mesmo superior ao andlogo de platina(Il) [33]. A Figura 10 ilustra as

estruturas da tiosemicarbazona (a) e dos compostos contendo Pd e Pt (b).

R
) HoN S |
N S f N
Hf/ — /M
H/N“““*N \C|
N |
H-" ““‘"“||\J H/kCHg
F7’2)\91
a b

Figura 10. Estruturas: (a) da tiossemicarbazona e (b) de complexos de palddio e platina (M = Pd e Pt).

Compostos de Pd(II) ciclometalados ou nao, contendo como ligantes as difosfinas
(Figura 11), mostraram atividades biolégicas promissoras frente a células cancerosas
cultivadas in vitro [34], em trés linhagens de células tumorais humanas; HeLa (colon do

utero), Hep-2 (orofaringe) e C6 (glioma cerebral) [10].
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Figura 11. Férmulas estruturais planas dos organometalicos [Pd(dmba)(NCS)(dppp)] (a) e [Pd,(dmba),(N3),(L-
dppb)] (b), dmba = N,N-dimetilbenzilamina, dppp = 1,3-bis(difenilfosfina)propano e dppb = 1,4-

bis(difenilfosfina)butano.

Embora seja constatada uma forte tendéncia na investigacdo da atividade bioldgica
envolvendo interacdes entre complexos inorganicos com o DNA e RNA, verifica-se que ha
raros trabalhos enfatizando a estimulacdo de macréfagos do sistema imunolégico por estas

espécies quimicas.

Os macréfagos constituem um dos principais componentes do sistema imunoldgico e
sdo as primeiras células a serem ativadas para participar de uma resposta imunoldgica [34, 35]
quando o organismo € exposto a fatores exégenos como bactérias, virus, fungos, e substancias
endogenas. Os macréfagos podem ser ativados mediante uma série de estimulos, como a
produgdo de citocinas, entre elas o fator de necrose tumoral (TNF), interferon-y (IFN-vy),
interleucina-1 (IL-1) e indugdo da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS), secrecao de

6xido nitrico (NO), anion superéxido (0,™) e peréxido de hidrogénio (H,O») [36].

Os intermedidrios reativos de oxigénio (ROIs), como o radical anion superéxido
(0", peréxido de hidrogénio (H>O,) e o fon hidroxila (OH), sdo importantes na destrui¢io
de microorganismos invasores e de células cancerigenas. A geracdo de H,O, € um processo
celular natural, resultante de vdrias reacdes especificas essenciais a atividade celular; porém
quantidades significativas de H,O, liberadas induzem a quebra da fita do DNA e/ou

perturbacdo no citoesqueleto da membrana, causando a morte celular [36].

Por outro lado a importancia fisioldgica dos intermedidrios reativos de nitrogénio
(IRNs), como o NO, deve-se ao fato do mesmo atuar como um importante mensageiro,
ativando ou inibindo diversas moléculas-alvo envolvidas em processos tao diversos quanto a

regulacdo do tonus muscular, controle imunolégico da relacdo patégeno-hospedeiro e a
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neurotransmissao [37]. No sistema imunolégico, o 6xido nitrico é produzido em quantidades
significativas durante a resposta inflamatdria por macréfagos e outras células do sistema
imune [35, 37]. O NO gerado ocasiona danos oxidativos letais as células-alvo. Uma variacao
nos niveis de concentracdo do NO enddgeno (deficiéncia ou excesso), acarreta varios
processos fisiopatoldgicos. A defici€éncia na producdo de NO pode resultar em hipertensdo,
angina e impoténcia, a superproducao de NO pode ocasionar respostas inflamatdrias severas,

choque circulatério ou até mesmo o infarto [37].

Por apresentarem resultados promissores como agentes antitumorais, € por ndo haver
na literatura relatos de pesquisa com complexos de palddio(II) contra o bacilo de Koch, agente
causador da tuberculose, nosso grupo de pesquisa iniciou testes com estes complexos para

avaliar seus potenciais tuberculostaticos, o que serd apresentado adiante.

1.3. Tuberculose

A tuberculose (TB) € uma doenga contagiosa grave, com relatos de médicos na Grécia
e na Roma antiga e, atualmente, acredita-se que esta doenga ja era conhecida também no
antigo Egito, ja que pesquisadores encontraram lesdes de tuberculose em mumias. No entanto,
somente em 1882 a bactéria responsdvel pela doenga, o Mycobacterium tuberculosis, foi
isolada pelo cientista alemdo Robert Koch; e em sua homenagem, o bacilo da tuberculose

ficou conhecido como bacilo de Koch (BK) [38].

Essa doenca infecto-contagiosa causada por uma bactéria, afeta principalmente os
pulmdes, mas também pode ocorrer em outros 6rgaos do corpo, como 0sso0s, rins € meninges.
Esta doenga estd associada a fatores comportamentais, como alcoolismo e fumo, que podem
causar vulnerabilidade ao organismo, além de ser um risco para pacientes com o virus HIV
[39], pois estes apresentam o sistema de defesa imunolégico debilitado. Ela € transmitida pelo
ar, pelo contato proximo com as goticulas de saliva de uma pessoa infectada. Os sintomas
incluem tosse prolongada, dor no peito e escarro, que pode ter sangue [39]. Normalmente,
90% das pessoas que carregam o bacilo em seu organismo nunca irdo desenvolver a

tuberculose, tampouco serdo capazes de transmiti-la pelo ar.

A tuberculose (TB) constitui um importante problema mundial, especialmente em
paises em desenvolvimento, face a desigualdade social, aos aglomerados populacionais, aos

movimentos migratdrios, o aparecimento de cepas de bacilos resistentes (multi-droga
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resistentes) aos farmacos conhecidos e ao surgimento da AIDS na década de 80. Atualmente

acarreta a morte de aproximadamente 1,6 milhdes de pessoas a cada ano.

Estima-se que 1/3 da populacao mundial esteja infectada com o bacilo da tuberculose.
A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) prevé que em vinte anos, trinta milhdes de pessoas
estejam infectadas [40]. A cada ano surgem aproximadamente oito milhdes de novos casos e
dois milhdes de mortes [41]. Atualmente, o nimero de casos de tuberculose no Brasil esta

estimado em um milhao [42].

Em 1944, Selman Waksman, descobriu a estreptomicina (SM) (Figura 12), produzida
por um microorganismo, a bactéria Streptomyces griseus, sendo o primeiro antibidtico capaz

de atuar de maneira eficaz no combate a tuberculose [38].

N

H2N1</ HO

NH, CH,

Figura 12. Streptomicina: primeiro antibiético capaz de atuar sobre a tuberculose.

Apds a descoberta da estreptomicina [38], novos farmacos foram utilizados com
sucesso, destacando-se a isoniazida (INH) em 1952, a rifampicina (RPM) em 1965; o
etambutol (EMB), sintetizado em 1960, porém sé empregado em 1968 e a pirazinamida

(PZA) sintetizada em 1936 e s6 utilizada em 1970 (Figura 13).
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Figura 13. Formacos comumente utilizados para o tratamento da tuberculose.

A pirazinamida (PZA) € uma importante droga de primeira linha usada para o
tratamento da tuberculose. Juntamente com a isoniazida (INH), rifampicina (RPM) e o
etambutol, é responsdvel por matar os bacilos resistentes da tuberculose durante a fase inicial
da quimioterapia [43, 44]. A pirazinamida [45] foi a chave para diminuir o tempo de
tratamento de 9-12 meses para 6 meses. No entanto, a pirazinamida ndo tem atividade em pH
neutro, porém em meio acido, elimina mais de 76% dos bacilos. A Concentracio Minima
Inibitéria (CIM) € a concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano em mais de 90%, e

a pirazinamida em pH 5.5-6.0, apresenta CIM na faixa de 50-100 mg/L [44].

Apesar da melhoria na quimioterapia, o controle da tuberculose é gravemente afetado
pela resisténcia do Mycobacterium tuberculosis as drogas desenvolvidas. Por isso, se faz
necessdario produzir ou encontrar novas drogas capazes de reduzirem os casos de tuberculose

[45].

O mecanismo de acdo de algumas drogas contra a tuberculose foi desvendado no final
dos anos 90. O farmaco interfere na sintese dos dcidos micélicos, uma das vias quimicas

responsaveis pela produgdo das paredes celulares do bacilo de Koch e, assim, interrompem a
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formacdo plena dessa estrutura rigida, essencial para a protecdo das células do patégeno.

Conseqiientemente, a droga nao deixa a bactéria se multiplicar, levando-a a morte [46].

Drogas seletivas e refinadas, que ataquem mais o bacilo e menos o homem, podem
levar a uma reducdo consideravel no tempo necessdrio para tratamento da tuberculose, hoje de
seis meses, durante os quais quatro distintos medicamentos sdo ministrados aos pacientes. A
terapia € longa e, devido aos efeitos colaterais da quimioterapia (nduseas, vOmitos e mais
raramente a ictericia), uma parte consideravel dos pacientes ndo completa o longo tratamento
[46]. Por estes e outros problemas como infec¢des oportunistas causadas por micobactérias ou
virus, se faz necessdrio buscar novas drogas sintéticas, mais eficazes e menos toxicas,

reduzindo o tempo de tratamento e os efeitos colaterais [47].

Desta forma, foram realizados testes da atividade antimicobacteriana in vitro frente o
Mycobacterium tuberculosis H37Rv, com complexos de palddio(II) contendo isonicotinamida

como ligante.

A isonicotinamida (Figura 14) é um derivado da piridina com um grupo amido
(-CONHb») na posicao 7. Possui propriedades anti-tuberculostatica, anti-pirética, fibrinolitica e
anti-micobacteriana [48-51]. Devido a seus efeitos farmacoldgicos, sais de isonicotinamida

sdo extensivamente usados como drogas em diversos processos bioldgicos e medicinais [48,
50].
O NH,
AN

AN

=
N

Figura 14. Representacdo do ligante isonicotinamida.

O grupo funcional amida é capaz de formar arranjos supramoleculares via ligacdo de
hidrogénio [49] N-H"O. A Figura 15 exemplifica algumas possibilidades de ligacdo de

hidrogénio para a molécula de isonicotinamida [52].
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Figura 15. Possiveis modos de ligacdo de hidrogénio que ocorre na molécula de isonicotinamida.

Sendo assim, foi realizada a preparacdo de complexos de paladio(Il) utilizando o
ligante isonicotinamida (isn), e este foi escolhido por apresentar estrutura similar as drogas

utilizadas no tratamento da tuberculose, como a isoniazida (INH) e a pirazinamida (PZA).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve os seguintes objetivos:

I) Sintese, caracterizagdo espectroscopica e estrutural de complexos de palddio(II) utilizando
como haletos o cloreto (CI') e brometo (Br) e os pseudohaletos tiocianato (SCN’), cianato
(NCO’) e azida (N3') e os ligantes difosfinicos: 1,1°-bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf), cis
1,2-bis(difenilfosfina)etileno (dppet) e 1,3-bis(difenilfosfina)propano (dppp) além do ligante

nitrogenado isonicotinamida (isn);

IT) Investigacdo do comportamento térmico dos compostos acima sintetizados;

III) Investigacdo de suas potencialidades bioldgicas: viabilidade celular, producgdo e inibi¢ao
de intermedidrios reativos de oxigénio, como NO e H,0, em macréfagos de camundongos

sadios e camundongos portadores de tumor LMM3 na forma sélida;

IV) Verificagdo de potencialidades tuberculostéticas de complexos de palddio(Il) contendo o

ligante isonicotinamida (isn) e 1,3-bis(difenilfosfina)propano (dppp).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Solventes e Reagentes

Em todas as sinteses foram utilizados reagentes P. A. Os principais solventes e

reagentes estdo listados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Principais solventes utilizados nas sinteses.

Solvente Férmula Procedéncia
Cloroférmio CHCL Merck
Diclorometano CH,Cl, Merck
Metanol CH;0H Merck
Etanol CH;CH,OH Merck
Acetona C;HcO Merck
Pentano CsHi» Merck
Cloroférmio deuterado CDCl; Aldrich
Dimetilsulfé6xido (DMSO) C:D6SO Aldrich

Alcool Isopropilico C;HgO Mallinckrodt Chemical
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Tabela 2 - Principais reagentes utilizados nas sinteses.

Reagente Férmula Procedéncia
Cloreto de Paladio (II) PdCl, Sigma Aldrich
Acetato de Paladio (II) Pd(OOCCH3;), Sigma Aldrich
Cloreto de Litio LiCl Carlo Erba
Azida de s6dio NaNj3 Riedel-de Haen
Tiocianato de Potéssio KSCN Riedel-de Hien
Cianato de Potéssio KOCN Riedel-de Hien
N-benzilidenoanilina (bzan) CisHiIN Aldrich
Trietilamina CeH 5N Carlo Erba
1,3-bis(difenilfosfina)propano
(H5Ce)2P-(CH,)3-P(CsHs), Aldrich
(dppp)
1,1"-bis(difenilfosfina)ferroceno Fe[(nS—C5H4P(C6H5)2]2 Aldrich
(dppf)
cis 1,2-bis(difenilfosfina)etileno CocHonPs Adrich
(dppet)

Sal de tetrazolio (3 -(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2-5- Ca0H30N1006Cla
difeniltetrazélio) (MTT)
N,N-dimetilbenzilamina

(dmba)

CoHi3N

Isonicotinamida (isn) CsHgN-O

Violeta cristal
Vermelho de fenol
RPMI-1640-C
Cloreto de Sédio NaCl
Dextrose
Peroxidase de raiz forte
tipo 11
Hidréxido de sédio NaOH
Forbol miristato acetato
(PMA)

Tioglicolato de Sédio SH-CH,-COONa

Across Organics

Aldrich
Merck
Berse
Sigma

Merck
Merck

Sigma
Sigma Chemical
Sigma Chemical

Difco
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Para facilitar o entendimento dos resultados subseqiientes, os compostos e ligantes
receberdo siglas para sua identificacdo. A Tabela 3 indica as siglas utilizadas para os

compostos de palddio(Il) e seus ligantes.

Tabela 3 - Siglas utilizadas para identificacdo dos complexos ciclopaladados e seus ligantes.

Compostos Siglas
[Pd(bzan)(C1)(dppp)] C1
[Pd(bzan)(SCN)(dppp)] C2
[Pd(bzan)(NCO)(dppp)] C3
[Pd(bzan)(N3)(dppp)] C4
[Pd(bzan)(CI)(dppD)] Cs
[Pd(bzan)(SCN)(dppf)] Co
[Pd(bzan)(NCO)(dppf)] C7
[Pd(bzan)(N3)(dppf)] C8
[Pd(bzan)(Cl)(dppet)] C9
[Pd(bzan)(SCN)(dppet)] C10
[Pd(bzan)(NCO)(dppet)] C11
[Pd(bzan)(N3)(dppet)] C12
[Pd(dmba)(Cl)(isn)] C13
[Pd(dmba)(Br)(isn)] C14
[Pd(dmba)(NCO)(isn)] C15
[Pd(dmba)(N3)(isn)] C16
Ligantes Siglas
bzan C17
dppp C18
dppf C19
dppet C20
dmba C21
isn C22
cisplatina C
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3.2. Metodologia

3.2.1. Sinteses

As reagdes foram feitas em atmosfera aberta e a temperatura ambiente, em frascos
erlenmeyer com tampa esmerilhada. Ndo foram necessdrios cuidados especiais como

atmosfera inerte e nem abrigo da luz, ja que os compostos sdo estdveis ao ar e a luz.

3.2.2. Recristalizacao

A maioria dos compostos sintetizados foi recristalizada utilizando-se diclorometano ou

cloroférmio como solvente e pentano como agente precipitante, a temperatura ambiente.

3.3. Caracterizaciao dos compostos

3.3.1. Medidas de temperatura de fusao ou decomposicao

As temperaturas de decomposicdo foram medidas em um aparelho digital MQAPF-

302 da Microquimica, com temperatura de até 350 °C.

3.3.2. Espectroscopia da absorcao na regiao do infravermelho (IV)

Os compostos de absorcdo na regido do infravermelho foram registrados no
espectrofotometro NICOLET modelo SX-FT Impact 400, na regidgo de 4000 — 400 cm’,

resolucao de 4 cm’l, utilizando pastilha de KBr.
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3.3.3. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de 'H, PC {'H} ¢ *'P {'H} foram
registrados no Espectrometro multinuclear VARIAN, modelo INOVA 500, operando a 500
MHz para hidrogénio, 125 MHz para carbono e 300 MHz para fésforo. Utilizou-se CDCl3
para dissolucdo das amostras. Como padrdes externos empregaram-se o tetrametilsilano
(TMS) para o nicleo de 'He “C {lH} e o 4cido fosfoérico (H3PO4) 85% para o nicleo de p
{'H}.

3.3.4. Analise elementar de C, He N

As andlises quantitativas dos teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram
realizadas no analisador automdtico Elemental analyser CHN, modelo 2400 da Perkin Elmer,
que permite a determinacdo de porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio com
precisdao de 0,01%, pertencente a Central Analitica do Instituto de Quimica de Sdo Paulo —

USP.

3.3.5. Analise térmica

As curvas TG e DTA foram obtidas no equipamento SDT 2960, fabricado pela TA
Instruments modelo SDQ 600, capaz de operar da temperatura ambiente até 1500 °C. Os
termopares para amostra e referéncia sdo de Pt-Pt/Rh 13%, com sensibilidade da balanca de
0,1 ug e precisao de £1%, capacidade de peso 200 mg, sensibilidade AT (DTA) de 0,001 °C.
Cada amostra foi disposta em cadinho de a-alumina, o qual foi submetido a um aquecimento
desde a temperatura ambiente até 900 °C, com taxa de aquecimento de 20 °C/min, sob
atmosfera de ar sintético e fluxo continuo de 50 mL/min. As massas utilizadas foram pesadas
no intervalo de 6-10 mg. As atribui¢cdes propostas para cada etapa das termodecomposicoes

foram feitas baseadas na estequiometria dos complexos.
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3.3.6. Difracao de raios X - Método do p6

Os difratogramas de raios X, pelo método de pd, dos residuos formados nas
termodecomposicoes, foram obtidos em um difratdmetro Siemens D-5000 utilizando-se
radiacio CuKy (A= 1.541 A). Os picos foram identificados utilizando a base de dados ICDD
[53].

3.3.7. Difracao de raios X de monocristal

As determinagdes estruturais por difracdo de raios X de monocristal foram realizadas
em um difratdmetro automatico ENRAF-NONIUS, modelo CAD4. As estruturas foram
resolvidas pelo método Patterson e refinadas pelo método dos minimos quadrados, através de
célculos sucessivos de séries de Fourier utilizando sistemas computacionais apropriados.
Esses dados foram coletados em colaboragdo com a Profa. Dra. Regina Helena de Almeida

Santos, do Instituto de Quimica de Sao Carlos — USP.

56




Capitulo 3 Parte Experimental

3.4. Sintese dos compostos precursores utilizando a N-benzilidenoanilina (bzan) [54]

3.4.1. Sintese do [Pd(bzan)(1-OOCCH;3) ]

Inicialmente, foram colocados em um baldo de fundo redondo 1,9 g (10,5 mmol) de
acetato de paladio(II), 2,3 g (10 mmol) de N-benzilidenoanilina, em 20 mL de 4cido acético
como solvente. A mistura reacional foi aquecida sob refluxo por 40 min, e apds o
resfriamento, adicionou-se 10 mL de dgua destilada, precipitando um sélido de cor amarela. A
este adicionou-se CH,Cl, havendo solubilizacdo e transferiu-se para um funil de separagao,
resultando duas fases homogéneas. A fase inferior foi extraida com 80 mL de CH,Cl, em
pequenas quantidades, concentrada e cromatografada em coluna de silica gel de 20 cm,
utilizando-se como eluente 150 mL de uma solugdo de diclorometano/etanol (99:1). A solugéo
eluida foi concentrada sob pressdo reduzida, em rota vapor, a qual foi adicionada pentano
provocando a precipitacdo de um sélido amarelo, que apds recristalizacdo em CHCl,
forneceu cristais de cor marrom com massa igual a 3,00 g, correspondendo a 96% de
rendimento. Andalise elementar - % calc. (% enc.): C: 51,5 (51,0); H: 3,75 (3,6); N: 4,1 (4,1).
Intervalo de decomposi¢do: 210-220 °C.

3.4.2. Sintese do [Pd(bzan)(u-Cl)],

Foram colocados em um erlenmeyer de 50 mL, 0,5 g (0,7 mmol) de
[Pd(bzan)(u-OOCCH3)], dissolvidos em 15 mL da solu¢do metanol/acetona (2:1). Em
seguida, adicionou-se 0,11 g (1,5 mmol) de KCI solubilizado em 0,5 mL de dgua destilada e
10 mL da solucdo metanol/acetona (2:1), originando uma suspensdao amarela. A mistura
reacional permaneceu sob agitacdo magnética por 1 h quando, ao término desta, o volume da
solucdo foi reduzido até a metade. A adicdo de pentano provocou a precipitacdo de um sélido
amarelo que foi lavado com metanol, pentano e seco sob viacuo. A recristalizacdo da massa
obtida utilizando CHCl; como solvente forneceu alguns cristais amarelos e uma massa amorfa
correspondentes a 0,5 g, equivalendo a 96% de rendimento. Anélise elementar — % calc. (%

enc.): C: 48,5 (48,3); H: 3,1 (3,0); N: 4,5 (4,7).
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3.4.3. Sintese do [Pd(bzan)(u-X)]> (X = SCN, NCO)

Inicialmente, em um erlenmeyer, adicionou-se 0,10 g (0,15 mmol) de
[Pd(bzan)(u-OOCCH3)], em 45 mL de metanol/acetona (2:1). Cada sal foi previamente
solubilizado em 0,5 mL de dgua destilada e posteriormente adicionado 15 mL da solucio
metanol/acetona (2:1). Para KSCN foi utilizado 0,29 mmol, o equivalente a 0,03 g e para
KNCO foi utilizado 0,29 mmol, o equivalente a 0,02 g. As solugdes permaneceram sob
agitacdo magnética por lh. Apds a redugdo do volume de solucdo, formaram-se sélidos
amarelos provenientes das reacoes com KSCN e KNCO, que foram precipitados com pentano
e dgua destilada, respectivamente. Estes produtos foram filtrados, lavados com 4gua, éter-
etilico, pentano e secos sob vacuo. Os compostos foram recristalizados em acetona/metanol
1:1. As massas obtidas de 0,95 g e 0,66 g, corresponderam a 90% e 75% de rendimento,
respectivamente de [Pd(bzan)(u-SCN)], e [Pd(bzan)(u-NCO)],. Andlise elementar — % calc.
(% enc.): [Pd(bzan)(u-SCN)l;: C: 48,8 (48,3), H: 2,9 (2,9), N: 8,1 (8,0). Temperatura de
decomposicdo: = 240 °C. [Pd(bzan)(u-NCO)],: C: 51,2 (51,3); H: 3,1 (3,0); N: 8,5 (8,5).

Temperatura de decomposicao: = 240 °C.

3.4.4. Sintese do [Pd(bzan)(u-N3)]»

Inicialmente, em um erlenmeyer, adicionou-se 0,10 g (0,15 mmol) de
[Pd(bzan)(u-OOCCH3)], em 45 mL de metanol/acetona (2:1), 0,29 mmol (0,02 g) de NaN3
solubilizado em 0,5 mL de dgua destilada e acrescido de 15 mL metanol/acetona (2:1). A
solucdo permaneceu sob agitacdo magnética por 1h. Apds a reducdo do volume de solugio,
houve a formac¢ao de um s6lido amarelo. Este foi solubilizado em 10 mL de CH,Cl,, filtrado e
lavado com éter-etilico e precipitado com pentano e seco sob viacuo. O rendimento foi
equivalente a 96% (0,08 g). Andlise elementar — % calc. (% enc.) [Pd(bzan)(-N3)], C: 48,8
(48,3), H: 2,9 (2,9), N: 8,1 (8,0). Temperatura de decomposicao: = 250°C.
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3.5. Sintese de compostos utilizando o ligante N-benzilidenoanilina (bzan) e a 1,3-

bis(difenilfosfina)propano (dppp) [54].

3.5.1. Sintese do [Pd(bzan)(Cl)(dppp)] (C1); dppp = 1,3-bis(difenilfosfina)propano

Inicialmente foram suspensos sob agitacdo magnética, em um erlenmeyer, 0,10 g
(0,15 mmol) do [Pd(bzan)(u-Cl)], em 15 mL de acetona. Foram adicionados lentamente,
0,13 g (0,31 mmol) de dppp solubilizados em 5 mL. do mesmo solvente. A reagdo foi mantida
sob agitacdo magnética por 1 h, finda a qual a solugdo foi concentrada até a secura. O
composto foi recristalizado em CHCIs, e apds a evaporacdo do solvente, obteve-se um solido
amarelo, o qual foi seco sob vicuo. O rendimento foi equivalente a 97%. Anélise Elementar -
% calc. (% enc.) C: 65,0 (65,2); H: 4,8 (4,9), N: 1,9 (2,0). Temperatura de decomposic¢ao:
> 163 °C. Cristais adequados para a determinacdo da estrutura cristalina e molecular

resultaram da evaporagdo do composto dissolvido em CDCl; dentro do tubo de ressonancia.

3.5.2. Sintese do [Pd(bzan)(X)(dppp)]; X = SCN (C2), NCO (C3) e N3 (C4); dppp =
1,3-bis(difenilfosfina)propano

Em trés erlenmeyers de 50 mL de capacidade e tampa esmerilhada foram adicionados
respectivamente 0,10 g (0,14 mmol) dos ciclopaladados diméricos [Pd(bzan)(u-SCN)]s,,
[Pd(bzan)(u-NCO)], e [Pd(bzan)(u-N3)],, juntamente com 15 mL de acetona. As solucdes
foram mantidas sob agitacdo constante e foram adicionados lentamente, 0,13 g (0,31 mmol)
de dppp solubilizados em 5 mL do mesmo solvente. A reacdo foi mantida sob agitacdo
magnética por 1 h, finda a qual as solucdes foram concentradas até a secura. Os compostos
foram recristalizados em CHCl;, e apds a evaporagdo do solvente, obteve-se um sélido
amarelo, o qual foi seco sob vidcuo. Os rendimentos foram equivalentes 80-90%. As
temperaturas de decomposicdo foram maiors que 163 °C. Andlise Elementar - % calc. (%

enc.):
[Pd(bzan)(SCN)(dppp)] - C: 64,9 (64,2); H: 5,0 (4,9), N: 3,7 (3,3).
[Pd(bzan)(NCO)(dppp)] - C: 64,9 (65,0); H: 5,0 (5,1), N: 3,7 (3,3).

[Pd(bzan)(N3)(dppp)] - C: 63,3 (64,2); H: 5,0 (5,2), N: 7,4 (7,4).
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3.6. Sintese de novos compostos utilizando o ligante N-benzilidenoanilina (bzan) e a

1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf).

3.6.1. Sintese do [Pd(bzan)(Cl)(dppf)] (CS); dppf = 1,1 -bis(difenilfosfina)ferroceno

Em um erlenmeyer foram adicionados, sob agitacdo magnética, 0,10 g (0,15 mmol) do
[Pd(bzan)(u-Cl)], em 15 mL de diclorometano. A seguir foram adicionados lentamente,
0,17 g (0,31 mmol) de 1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf) solubilizados em 10 mL do
mesmo solvente. A reacdo foi mantida sob agitacdo por 1 h, finda a qual a solugdo foi
concentrada até a secura. O composto foi recristalizado em CHCI3, e apds a evaporagdo do
solvente, obteve-se um so6lido laranja, o qual foi seco sob vacuo. A massa obtida foide 0,97 g,
equivalente ao rendimento de 94%. Andlise Elementar - % calc. (% enc.) C: 60,0 (60,7);
H: 4,3 (4,3), N: 2,3 (2,3). Temperatura de decomposi¢ao: > 145 °C.

3.6.2. Sintese do [Pd(bzan)(X)(dppf)];X = SCN (C6), NCO (C7) e N; (C8); dppf =
1,1 -bis(difenilfosfina)ferroceno

Em um erlenmeyer foram adicionados sob agitacio magnética, 0,10 g (0,145 mmol)
do [Pd(bzan)(u-SCN)]z; 0,10 g (0,15 mmol) de [Pd(bzan)(u-NCO)],; ou 0,10 g (0,17 mmol)
do [Pd(bzan)(1-N3)], em 10 mL de diclorometano. A seguir foram adicionados lentamente,
0,16 g (0,29 mmol) de 1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf) solubilizados em 7 mL do
mesmo solvente. A reagcdo foi mantida sob agitacdo por 1 h, finda a qual a solucdo foi
concentrada até a secura. O composto foi recristalizado em CHCl3, e apds a evaporagdo do
solvente, obteve-se um solido amarelo, o qual foi seco sob vacuo. As massas obtidas foram de
0,97 g para [Pd(bzan)(SCN)(dppD]; 0,91 g para [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] e 0,96 g para
[Pd(bzan)(N3)(dppf)], equivalentes aos rendimentos de 96%, 90% e 94%, respectivamente.
Andlise Elementar - % calc. (% enc.): [Pd(bzan)(SCN)(dppf)] - C: 64,1 (64,5); H: 4,3 (4,3),
N: 3,1 (3,2); [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] - C: 65,3 (65,2); H: 43 (4,3), N: 3,2 (3,1);
[Pd(bzan)(N3)(dppf)] - C: 59,3 (60,2); H: 4,2 (4,6); N: 9,2 (10,3). Temperatura de

decomposicdo dos compostos: > 145 °C.
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3.7. Sintese de novos compostos utilizando o ligante N-benzilidenoanilina (bzan) e a

cis 1,2-bis(difenilfosfina)etileno (dppet)

3.7.1. Sintese do  [Pd(bzan)(Cl)(dppet)] (C9); dppet = cis 1,2-
bis(difenilfosfina)etileno

Adicionou-se em um erlenmeyer, 0,10g (0,16 mmol) do dimero [Pd(bzan)(u-Cl)], em
15 mL de acetona. Em seguida foram adicionados, lentamente, 0,13 g (0,33 mmol) de cis 1,2-
bis(difenilfosfina)etileno (dppet) solubilizados em 5 mL de diclorometano. A reacdo foi
mantida sob agitacdo magnética por 1 h e seu volume reduzido até secura. A recristalizacao
foi feita utilizando CHCl; e o agente precipitante foi o pentano, obtendo-se um s6lido amarelo
claro, que foi seco sob vacuo. O rendimento obtido foi de 96% (0,09 g). Anélise Elementar -
% calc. (% enc.): C: 65,2 (65,1); H: 4,5 (4,5); N: 1,9 (2,1). Temperatura de decomposi¢do:
< 185 °C.

3.7.2. Sintese do [Pd(bzan)(X)(dppet)]; X = SCN (C10), NCO (C11) e N; (C12); dppet =
cis 1,2-bis(difenilfosfina)etileno.

Adicionou-se em um erlenmeyer, 0,10 g (0,15 mmol) do composto
[Pd(bzan)(u-SCN)], ou 0,10 g (0,15 mmol) do [Pd(bzan)(u-NCO)], em 10 mL de acetona.
Em seguida, foram adicionados Ilentamente, 0,12 g (0,29 mmol) de cis 1,2-
bis(difenilfosfina)etileno (dppet) solubilizados em 5 mL do mesmo solvente. A reacdo foi
mantida sob agitacdo magnética por %2 h e seu volume reduzido até secura. A recristalizacao
foi feita utilizando CHCl; e o agente precipitante foi o pentano, obtendo-se um sélido amarelo
claro, o qual foi seco sob vacuo. O rendimento obtido foi de 96% (0,09 g). Anélise Elementar
- % calc. (% enc.): [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] - C: 64,8 (64,2); H: 4,4 (4,2); N: 3,8 (3,6);
[Pd(bzan)(NCO)(dppet)] - C: 66,3 (66,5); H: 4,5 (4,5), N: 3,9 (3,7), Temperatura de
decomposicdo dos compostos: > 175 °C. Para a sintese do composto [Pd(bzan)(N3)(dppet)] -
adotou-se 0 mesmo procedimento € a mesma razao molar precursor/ligante, mas utilizando-se
diclorometano como solvente. O rendimento foi de 94% (0,09 g). Andlise Elementar - % calc.

(% enc.): C: 64,6 (66,1); H: 4,5 (4,4); N: 7,7 (7,8). Temperatura de decomposic¢ao: <184 °C.
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3.8. Sintese de precursores utilizando N,N-dimetilbenzilamina (dmba) [55]

3.8.1. Sintese do [Pd(dmba)(u-Cl)],

Uma massa de 2,0 g (11,3 mmol) de cloreto de palddio(Il) foi parcialmente
solubilizada, sob aquecimento, em 200 mL de metanol. Nesta solucdo adicionou-se 0,96 g
(22,6 mmol) de cloreto de litio. A mistura permaneceu sob agitagdo magnética e aquecimento
até que a solugdo ficasse marrom avermelhada. A solugdo foi filtrada e apds o resfriamento
houve a adicdo, sob agitacdo, de 1,7 mL (11,3 mmol) de N,N-dimetilbenzilamina (dmba).
Posteriormente adicionou-se lentamente e sob agitacio magnética 2 mL (14,4 mmol) de
trietilamina em 10 mL de metanol. A solu¢do foi mantida sob agitagdo por 8 h, havendo a
formacdo de um sélido amarelo, que foi filtrado, lavado com metanol e éter etilico e seco sob
vacuo. Apds a recristalizacdo do so6lido em acetona como solvente e dgua como agente
precipitante obteve-se um rendimento equivalente a 90% (2,85 g). Analise elementar: % calc.

(% enc): C: 39,1 (39,4); H: 4,3 (4,2); N: 5,1 (5,0). Intervalo de decomposicao: 158-161 °C.

3.8.2. Sintese do [Pd(dmba)(i-Br)]»

Em um erlenmeyer de 50 mL de capacidade contendo 0,50 g (0,91 mmol) de
[Pd(dmba)(u-Cl)], em 20 mL de metanol e 10 mL de acetona (propor¢do 2:1). Nesta
suspensdo foi gotejada uma solugdo contendo 0,22 g (1,81 mmol) de KBr dissolvidos em
0,5 mL de 4gua destilada, conduzindo a formagdo de uma solu¢do de coloragao amarela clara.
A agitagdo magnética foi mantida durante 1 h. Um s6lido amarelo foi precipitado pela adicao
do pentano a solucdo-mae. O complexo foi filtrado, lavado com pentano e seco sob vicuo. O
rendimento obtido foi de 93%. Analise elementar: % calc. (% enc). C: 33,7 (33,8); H: 3,9
(3,9); N: 4,4 (4,5). Temperatura de decomposicao: 162 °C.
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3.8.3. Sintese do [Pd(dmba)(u-NCO)]

Foram adicionados 0,35 g de [Pd(dmba)(u-Cl)], em 20 mL de metanol e 10 mL de
acetona. Nesta suspensdo adicionou-se sob agitacdo magnética constante, 0,10 g de KNCO
solubilizado em 0,5 mL de 4gua destilada, acrescido de 10 mL de metanol e 5 mL de acetona.
Ap6s 30 min. houve a precipitacio de um sélido amarelo, que foi filtrado, lavado com éter
etilico e seco sob vacuo. Apos a recristalizacdo do s6lido em diclorometano como solvente e
posterior precipitacdo com pentano, obteve-se uma massa de 0,35 g do produto,
correspondente a 100% de rendimento. Andlise elementar: % calc. (% enc): C: 42,5 (42,9);

H: 4,3 (4,9); N: 9,9 (9,5). Temperatura de decomposi¢ao: 156 °C.

3.8.4. Sintese do [Pd(dmba)(1t-N3)]»

Foram adicionados 1,46 g de [Pd(dmba)(u-Cl)], em 30 mL de acetona. A suspensao
resultante, mantida sob agitacio magnética, foi adicionada uma solucdo de 0,07 g de NaNj3
solubilizada em 0,5 mL de 4gua destilada e 20 mL de acetona. Ap6s 30 min. houve a
precipitacdo de um sélido amarelo levemente esverdeado, que foi separado por filtragdo. O
precipitado foi lavado com dgua destilada e pentano e seco sob vacuo. Rendimento de 90%,
equivalente a 0,28 g. Anidlise elementar: % calc. (% enc).: C: 37,3 (38,1); H: 4,3 (4,6);
N: 19,3 (19,8). Temperatura de decomposi¢ao: 186 °C.
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3.9. Sintese de novos ciclopaladados de dmba utilizando o ligante isonicotinamida

(isn)

3.9.1. Sintese do [Pd(dmba)(Cl)(isn)] (C13), isn = isonicotinamida

Inicialmente 15 mL da solu¢do metanol/acetona (2:1) foi adicionada a 0,15 g do
[Pd(dmba)(u-ClD)], havendo a formagdo de uma suspensido amarela. Em seguida, solubilizou-
se 0,04 g de isonicotinamida com 5 mL de metanol e esta foi adicionada lentamente a
suspensdo. Ao adicionar a isonicotinamida observou-se a formacio de uma solucdo limpida.
Esta solucdo permaneceu sob agitacdo magnética constante por 1 h, finda a qual seu volume
foi reduzido até secura. O sélido resultante foi solubilizado com 10 mL de metanol/acetona, a
solucdo foi filtrada e em seguida adicionado pentano. O produto formado possui coloracao
branca acinzentada com rendimento de 94% (0,94 g). Analise elementar: % calc. (% obtida) —

C: 45,9 (45,2); H: 4,3 (4,6); N: 10,3 (10,6). Intervalo de decomposi¢do: 212,7 — 213,6 °C.

3.9.2. Sintese do [Pd(dmba)(Br)(isn)] (C14); isn = isonicotinamida

Inicialmente 25 mL da solu¢do metanol/acetona (2:1) foi adicionada a 0,20 g
(0,31 mmol) do dimero [Pd(dmba)(u-Br)], havendo a formac¢do de uma suspensdo amarela.
Em seguida adicionou-se uma solucdo contendo 0,08 g (0,63 mmol) de isonicotinamida
solubilizada em 5 mL de metanol. Ao adicionar a isonicotinamida, a solucdo tornou-se
transparente, e esta permaneceu sob agitacdo magnética por 1 h, finda a qual seu volume
reduzido até secura. O sélido resultante foi solubilizado com 10 mL de CH,Cl,, a solugao foi
filtrada e em seguida foi adicionado pentano. O produto formado possui coloracdo branca. O
rendimento obtido foi de 95%. Andlise elementar: % calc. (% obtida) — C: 40,7 (40,5);
H: 4,1 (4,2); N: 9,5 (9,6). Intervalo de decomposi¢do: 196 — 199 °C.
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3.9.3. Sintese do [Pd(dmba)(NCO)(isn)] (C15); isn = isonicotinamida

Inicialmente 15 mL da solu¢do metanol/acetona (2:1) foi adicionada a 0,15 g de
[Pd(dmba)(u-NCO)], havendo a formacdo de uma suspensdo amarela. Em seguida, foi
solubilizada em 0,03 g de isonicotinamida com 5 mL de metanol e esta foi adicionada
lentamente a suspensdo. Ao adicionar a isonicotinamida, observou-se a solubilizacdo desta
suspensdo. Esta solucdo permaneceu sob agitagdo magnética constante por 1 h, finda a qual
seu volume foi reduzido até secura. O sélido resultante foi solubilizado com 10 mL de
metanol/acetona, a solucdo foi filtrada e em seguida adicionado pentano. O produto formado
possui coloragdo branca. Obteve-se uma massa de 0,95 g, o equivalente a 82% de rendimento.
Andlise elementar: % calc. (% obtida) — C: 40,8 (47,5); H: 4,3 (4,5); N: 12,0 (13,8). Intervalo
de decomposi¢do: 206 — 207 °C.

3.9.4. Sintese do [Pd(dmba)(N;)(isn)] (C16); isn = isonicotinamida

Inicialmente 15 mL da solucdo metanol/acetona (2:1) foi adicionada a 0,15 g do
dimero [Pd(dmba)(u-N3)]» havendo a formag¢do de uma suspensdo amarela. Em seguida
adicionou-se uma solu¢do contendo 0,06 g de isonicotinamida com 5 mL de metanol.
Observou-se ao adicionar a isonicotinamida um leve clareamento da suspensdo, e esta
permaneceu sob agitacdo magnética por 1 h, finda a qual seu volume reduzido até secura. O
solido resultante foi solubilizado com 10 mL de CH,Cl,, a solugao foi filtrada e em seguida
foi adicionado pentano. O produto formado possui coloracdo branca. O rendimento obtido foi
de 95% (0,05 g). Andlise elementar: % calc. (% obtida) — C: 45,0 (44,5); H: 4,6 (4,5);
N: 20,5 (20,8). Intervalo de decomposicdo: 196 — 199 °C.

65




Capitulo 3 Parte Experimental

3.10. Ensaios Biologicos

3.10.1. Preparo das solucoes

Os compostos ciclopaladados foram solubilizadas em DMSO, tratado conforme os
métodos convencionais [56], sendo que as solu¢des-mde foram preparadas em concentracao
méixima de DMSO de 4% v/v, RPMI-C/DMSO para ensaios com macréfagos e MEM-
C/DMSO para testes com linhagens de células de adenocarcinoma mamario (LMM3). As
solugdes foram diluidas em meio de cultura apropriado a cada ensaio biologico (PBS ou
RPMI para macrofagos e MEM-C para células LMM3). As diluicOes foram realizadas
empregando-se pipetadores automdaticos com capacidade variando de 1000 pL a 100 puL e de
100 uL a 0,5 pL e ponteiras descartdaveis apropriadas a cada pipetador. Foram empregadas
concentragoes 1x10® mol/L, 1x10™ mol/L, 1x10™ mol/L e 1x10° mol/L nas investigacoes
prévias. Posteriormente, foram empregadas solucOes variando suas concentragdes pmol/L

para a determinacdo da viabilidade celular frente a culturas de macréfagos e cultura celular

LMM3.

3.10.2. Linhagem celular adenocarcinoma mamdrio de linhagem LMM3 in vitro e

meio de cultura empregado

A linhagem tumoral de adenocarcinoma murino MM3, foi cedida pela Dra. Elisa Bal
de Kier Joffé, do Instituto de Oncologia Angel H. Roffo — Buenos Aires — Argentina. Essa
linhagem celular foi originada de adenocarcinoma mamario obtido em camundongos Balb/C,
transplantdvel, com metéstase para o pulmio. Essas células sdo tetrapldides, ou seja, sdo
resultantes em geral de uma falha da conclusdo de uma divisao por clivagem inicial do zigoto

(4n), ndo possuem capacidade de produzir fibronectina e induzirem metédstase no pulmao.

O cultivo celular foi mantido em meio MEM (Modified Eagle Medium), suplementado
com 10% de soro fetal bovino e 4 ug/mL de gentamicina, em estufa a 37 °C, com atmosfera
umida e tensao constante de 7,5% de CO,. Foram realizados repiques trés vezes por semana.

O nimero de células foi determinado pela contagem em cdmara hemocitométrica tipo
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Neubauer, utilizando corante azul de Tripan, a 0,04% em PBS, e ajustado a uma concentragcdo

de 3x10* células/mL em meio MEM.

3.10.3. Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos tipo Balb/C, fémeas de 4-5 semanas, com
peso variando entre 18 e 25 g, adquiridos do Biotério da Universidade Estadual de
Campinas/UNICAMP - Cemib (Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica). Os
animais foram mantidos em gaiolas de policarbonato, com &gua, racdo e maravalha
autoclavadas, em local climatizado (23 + 2 °C, 56 £ 2% de umidade relativa do ar), controle
de claro e escuro em periodos de 12 h. Os procedimentos foram realizados conforme exigido

pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP de Araraquara.

3.10.4. Inoculagdo das células tumorais

Os camundongos foram inoculados subcutaneamente com 0,1 mL da suspensdo

tumoral ajustada na concentracio de 2x10° células/mL em meio MEM-incompleto.

3.10.5. Determinagdo do volume dos tumores

Uma vez iniciado o desenvolvimento dos tumores, foram realizadas medidas semanais
dos diametros das massas tumorais da seguinte maneira: cada animal teve a pele
completamente esticada na regido abdominal para facilitar a visualizacdo do nédulo e também
auxiliar na medida do comprimento de cada nédulo com o auxilio de paquimetro. Quando o
volume tumoral excedeu 0,5 cm3, os animais foram sacrificados e conduzidos a realizacdo dos
testes bioldgicos, sendo que para se determinar o volume tumoral foi utilizada a seguinte

formula:

Volume tumoral (cm’)= 0,523 x comprimento x largura x altura
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3.10.6. Obten¢do de macrofagos do exsudato peritoneal

Os camundongos foram inoculados intraperitonealmente com 3 mL de tioglicolato de
sodio a 3% em é&gua deionizada. Decorridos 3-4 dias de estimulo, os animais foram
sacrificados em camara de CO,. Apds a morte e exposicdo do peritoneo em camara de fluxo
laminar, foram inoculados intraperitonealmente 5,0 mL de solu¢do tampado fosfato estéril
(PBS) pH 7,2. Foi realizada leve massagem manual no peritoneo e as células foram coletadas
e transferidas para tubos cOnicos estéreis e mantidas em banho de gelo. Para o preparo da
suspensdo celular, centrifugou-se as células peritoneais 200xg durante 5 min. a temperatura
ambiente. As células sedimentadas foram lavadas trés vezes com 5 mL de PBS. Em seguida,
foram ressuspensas em 1 mL do meio de cultura RPMI-1640-C, suplementado com 5% de
soro fetal bovino, 1U/mL de estreptomicina, 1 U/mL de penicilina e 5x10% mol/L B-
mercaptoetanol e assim designado como RPMI completo (RPMI — 1640 - C). O niimero de
células foi determinado pela contagem em cidmara hemocitométrica tipo Neubauer e ajustadas

para as concentracdes de cada teste imunolégico realizado.

3.10.7. Determinagdo da viabilidade celular pela técnica do MTT [57]

Em aliquotas de 100 pL das suspensdes de macrdéfagos, contidas em cada poco de
placas de cultivo de tecidos com 96 cavidades e ajustadas a uma concentracdo de 5x10°
células/mL em meio RPMI-1640-C, foram adicionados em triplicata, 100 puL de: cisplatina
(C) utilizada como padrao, [Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6), [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7),
[Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10), [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11), além dos ligantes bzan
(C17), dppf (C19) e dppet (C20), em diferentes concentracdes (Umol/L) e o mesmo volume
de RPMI-C como controle de células. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C, com
tensdao constante de 7,5% de CO, por 24 h para a formacdo do tapete celular. Apds esse
periodo, os sobrenadantes das culturas foram descartados e 100 uL da solu¢do de (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetraz6lio) (MTT) diluido em tampao PBS a 5 mg/mL e
posteriormente em meio RPMI-C foram adicionados em cada cavidade da placa, incubada por
3 h em estufa a 37 °C com tensdao constante de 7,5 % de CO,. O sal de tetrazdlio sofre
metabolizacdo pelas proteinases mitocondriais das células vivas formando cristais de

formazana (Figura 16). Apds a incubacdo desprezou-se o sobrenadante e adicionou-se 100 puL
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de isopropanol para solubilizacdo dos cristais. A absorbancia foi lida em 540 nm em

espectrofotometro UV/visivel para microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems, Finlandia).
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Figura 16. O sal de tetrazdlio (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélio) sofre metaboliza¢do pelas

proteinases mitocondriais das células vivas formando cristais de formazana.

A determinacdo de 25% e 50% da concentracao inibitoria do composto (ICys e 1Csp),
ou seja, a concentracdo do agente que reduz em 25 e 50% a viabilidade celular foi
quantificada através da regressdo linear de uma curva dose-resposta (Concentragdo da
Amostra x Viabilidade Celular), realizada com 95% de confiabilidade. A equagdo da reta do
tipo, Y= A + BX forneceu os valores de ICys e ICsp, na qual Y = Absorbancia; X =

Concentragao.

3.11. Verificacao da ativacao dos mediadores quimicos, peréxido de hidrogénio

(H203) e éxido nitrico (NO), produzidos por macroéfagos peritoneais in vitro

3.11.1. Peroxido de hidrogénio (H>0:)

Ap6s a determinagdo da concentracdo celular do exsudato peritoneal, as células foram
ajustadas 2 2 x 10° células/mL em solucdo completa de vermelho de fenol, contendo
140 mmol/LL de NaCl, 10 mmol/L. de tampao fosfato de potdssio, pH 7,0; 5,5 mmol/L de
dextrose; 0,56 mmol/L de vermelho de fenol e peroxidase de raiz forte, tipo I a 0,01 mg/mL.

Foram adicionados em cada poco da placa de 96 cavidades, 100 uL da suspensdo

celular e 50 uL. dos compostos nas concentracdes dos ICys e ICsy de 24 h: cisplatina (C)
utilizada como padrdo, [Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6), [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7),
[Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10), [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11), bzan (C17), dppf (C19) e
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dppet (C20). Posteriormente a placa foi incubada por 1 h a 37 °C em estufa com tenséo
constante de 7,5% de CO,. Para o controle negativo foram utilizadas somente células em
solucdo completa de vermelho de fenol, acrescidas de 50 uL de tampao fosfato de potdssio
pH 7,0 e como controle positivo foram utilizadas somente células em solu¢do completa de
vermelho de fenol adicionadas de 50 UL de uma solucdo de PMA a 0,2 umol/L. Decorrido o
periodo de incubacdo, a reacdo foi interrompida pela adicio de 50 pL de NaOH 5 N. As
leituras foram realizadas em espectrofotometro UV/Visivel a 620nm. As amostras foram
feitas em triplicata e os resultados expressos em umols de H,0,/2 x 10° células peritoneais,
expressos a partir de curva padrdo, constituida de concentracdes molares conhecidas de H,O,

em tampao vermelho de fenol.

3.11.2. Oxido Nitrico (NO)

O o6xido nitrico foi quantificado pelo acimulo de nitrito em meio de cultura e
medido espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess com nitrito de sédio
(NaNOy) (Sigma) como padrao [58]. O método oficial para determinacdo do nitrito envolve
os procedimentos espectrofotométricos baseados na reacdo de Griess, onde o nitrito reage
com a sulfanilamida em meio 4cido. O diazo composto formado reage com o cloridrato de N-
(Inaftil) etilenodiamina (NED), gerando um composto de coloracdo vermelha intensa, como
mostra a Figura 17. A reagao € controlada pelo tempo, e o produto deve ser determinado entre

10 min e 2 h apds a mistura dos reagentes [59].
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Figura 17. Mecanismo de reacdo usada no Método de Griess.
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A suspensio celular obtida foi ajustada a 5 x 10° células/mL em meio de RPMI-1640-
C (Sigma) e foram distribuidas 100 pL dessa suspensdo celular em placas de 96 cavidades
estéreis (Corning). Em algumas cavidades da placa, foram adicionados 100 pL da solucao de
LPS (lipolissacarideo) a 10 ug/mL como agente estimulante. Em outras cavidades, foram
adicionadas 100 pl. de meio RPMI-1640-C a suspensdo celular, como controle de células
(controle negativo). Como controle dos reagentes foi utilizado somente meio de cultura
RPMI-1640-C e LPS (Sigma), sem a suspensdo celular. Os compostos utilizados para este
ensaio foram a cisplatina (C) utilizada como padriao, [Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6),
[Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7), [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10), [Pd(bzan)(NCO)(dppet)]
(C11), bzan (C17), dppf (C19) e dppet (C20). A placa assim constituida foi incubada por 24 h
em estufa a 37 °C com tensdo constante de CO; (5 %). Apds a incubagdo, foram retiradas
aliquotas de 50 pL de cada amostra, passadas para outra placa e adicionadas mais
50 pL/cavidade de reagente de Griess, constituido de 0,1% de N-1-(naftil)-etilenodiamina, 1%
de sulfanilamida em solucdo 4cido fosforico a 2,5%. Apds 10 min. a temperatura ambiente, a
absorbancia das placas foi lida em 540 nm em espectrofotdmetro UV/Visivel. As
concentragdes de nitrito foram calculadas a partir de uma curva padrio previamente
estabelecida com concentracdes molares conhecidas de NaNO; em meio RPMI-1640-C. Os
testes foram realizados em triplicata e os valores expressos em umols de NO/S x 10° células.

A concentragdo de NO foi calculada a partir de uma curva padrio.

3.12. Determinacio da atividade inibitéria dos compostos em culturas de

macroéfagos peritoneais de camundongos quanto a producao de H,O,e NO

3.12.1. Peroxido de hidrogénio (H>0:)

Os macréfagos (2 x 10° células/mL) foram incubados com 50 ul. de PMA a
0,2 umol/L e 50 uL. dos compostos nas concentracdes de ICys e ICsp de 24 h: cisplatina (C),
[Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6), [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7), [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10),
[Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11), bzan (C17), dppf (C19) e dppet (C20), durante 1 h em estufa
a 37 °C com tensdo constante de 7,5% de CO,. A produg¢do de H,O, foi medida

espectrofotometricamente em 620 nm.
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3.12.2. Oxido nitrico (NO)

Os macréfagos (5 x 10° células/mL) foram incubados com 100 pL de solugio de LPS
a 10 pg/mL e 100 uL. dos compostos nas concentragdes de IC,s e ICsy de 24 h: cisplatina (C),
[Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6), [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7), [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10),
[Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11), bzan (C17), dppf (C19) e dppet (C20). A incubacio foi feita
em 24 h em estufa a 37 °C com tensdo constante de 7,5% de CO,. A produgdo de NO foi
medida espectrofotometricamente através do acimulo de nitrito no meio de cultura com a

utilizacdo do reagente de Griess em 540 nm.

3.12.3. Cdlculo da porcentagem de inibigdo

Foram calculadas as porcentagens de inibi¢cdo mediante comparagdo com os controles
negativos. Nos experimentos em que os compostos apresentaram efeitos inibitorios sobre a

producdo de H,O; e NO, a seguinte equacao foi utilizada para o calculo:

Inibicao (%) =(A-B /A -C) x 100

Onde:
Teste de H,O, Teste de NO
A = PMA (controle positivo) + célula A = LPS (controle positivo) + célula
B= Composto + PMA + célula B= Composto + LPS + célula
C = Tampao fosfato (PBS) C = RPMI-C (controle negativo) + célula

3.12.4. Andlise Estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi realizado empregando o programa Microcal ™
Origin™ 6.1 para regressio linear e determinagdo dos indices de citotoxicidade ICas e ICsp.
Foi empregada também andlise de varidncia (ANOVA), utilizando o teste de Tukey do
programa Instat GraphPad para dados ndo paramétricos. As diferencas foram consideradas

significativas quando *p < 0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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3.13. Testes Microbioldgicos para Determinacdo da Concentracao Inibitéria

Minima (CIM) frente as cepas padroes do Mycobacterium tuberculosis H37Rv

Em colaboracdio com a Profa. Dra. Clarice Queico Fujimura Leite e com o aluno
Fernando R. Pavan, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara — UNESP, foram realizados ensaios microbiolégicos para os
complexos [Pd(bzan)(SCN)(dppp)] (C2), [Pd(bzan)(NCO)(dppp)] (C3), [Pd(dmba)(CI)(isn)]
(C13), [Pd(dmba)(Br)(isn)] (C14), [Pd(dmba)(NCO)(isn)] (C15) e [Pd(dmba)(N3)(isn)]
(C16), além de seus ligantes bzan (C17), dppp (C18), dmba (C21) e a isn (C22), objetivando
determinar sua capacidade de inibir a reproducdo do Mycobacterium tuberculosis causador da

tuberculose.

3.13.1. Preparagdo da solugdo reveladora

Foi1 preparada uma mistura 1:1 v/v contendo Azul de Alamar (Accumed International)
e solucdo de Tween 80 (Interlab) a 10%. Esta mistura foi preparada imediatamente antes da

adicdo aos orificios da microplaca [60].

3.13.2. Preparacdo da suspensdo bacteriana

Foi transferida uma algada de bactérias, proveniente do meio de LJ, para um tubo de
ensaio contendo esferas de vidro e 0,50 mL de dgua destilada estéril (120 °C em autoclave).
Apbs agitacdo para a desagregacao da massa celular, foi adicionado um volume 2,0 — 3,0 mL
de 4gua estéril. Apds nova agitacdo, gotas desta suspensdo foram transferidas para um outro
tubo contendo 4gua, até turvacdo equivalente a escala McFarland n® 1. A partir desta
suspensdo, foram feitas diluicdes sucessivas: para diluicdo igual a 10", um volume de
0,50 mL desta suspensdo foi transferido para um tubo contendo 4,50 mL de dgua estéril; para
uma diluicio igual a 107, foi transferido um volume de 0,50 mL da suspensdo obtida
anteriormente para outro tubo contendo 4,5 mL de 4gua estéril e assim sucessivamente até

obtencdo das diferentes dilui¢des da suspensdo [60].
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3.13.3. Determinacdo da CIM em microplaca utilizando Azul de Alamar como

revelador

A determinacdo da CIM frente as cepas padrdoes do Mycobacterium tuberculosis
H37Rv foi realizada segundo técnica proposta por Franzblau [61]. Em uma microplaca estéril
Becton Dickinson de 96 orificios, distribuidos em oito fileiras horizontais e doze verticais,
foram depositados 200 pL de dgua destilada estéril em todos os orificios da periferia da
microplaca, para evitar a evaporacdo durante a incubagdo na estufa. Cada orificio recebeu um
volume total igual a 200 pL entre o meio 7Hy, o complexo sélido e a suspensdo bacteriana. Os
orificios restantes foram usados para os controles necessdrios: controle do meio (200 pL. de
meio 7Hg, sem bactérias), controle positivo (100 pL. de meio 7Hg + 100 pL. de suspensdo
bacteriana) e controle da droga (150 pL. de meio 7Ho + 50 pL da droga a ser testada). As
placas foram, entdo, seladas com parafilme e incubadas a 37 °C, e apos o 5° dia de incubacdo,
foram adicionados 25 pL do indicador Azul de Alamar em alguns dos orificios que continham
o controle positivo. No dia seguinte, apds a constatacdo da reacdo positiva nesses orificios,

adicionou-se o corante Azul de Alamar nos demais orificios e apds 24 h fez-se a leitura

(Figura 18).

N Y YW ‘\.-'h\ ﬁ'\ - ..':

Y. Y. Y"‘Y ‘V‘Y"\r’*\-f:

Figura 18. Placa de cultura de 96 cavidades utilizada nos ensaios microbioldgicos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Consideracoes Espectroscopicas a Respeito dos Compostos Precursores do Tipo
[Pd(bzan)(u-X)]2, X = CL, SCN, NCO e N;.

Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

A investigacdo estrutural requer o emprego de técnicas que possibilitem inferir sobre
as moléculas presentes na espécie em estudo por conseguir identificar certos grupos
funcionais, o modo de coordenacdo dos ligantes, e detectar ligagdes de hidrogénio. Com estas
finalidades empregou-se a espectroscopia de absor¢do no infravermelho para amostras no
estado solido; esta técnica permitiu identificar com clareza compostos contendo

pseudohaletos, ja que estes ligantes possuem trés modos vibracionais ativos no infravermelho:

estiramento assimétrico (vy): @—@—@
estiramento simétrico (v;): @—@—@

deformacao angular (3): Q/\.»\.

O estiramento assimétrico ocorre em uma regido ampla e limpa do espectro
eletromagnético, entre e 2000 e 2270 cm’l, na qual hé a auséncia de bandas de outros ligantes;
possibilitando diagndsticar os modos de coordenacdo dos pseudohaletos e obter informagdes
quanto a nuclearidade dos complexos. A seguir serdo feitas algumas consideracdes sobre os

pseudohaletos tiocianato, cianato e azida utilizados neste trabalho [62, 63].

4.1.1. Grupo tiocianato (SCN)

O ion tiocianato possui trés modos vibracionais, todos ativos no IV [62, 63]: o
estiramento assimétrico V,s(SCN), o estiramento simétrico Vs(SCN) e a deformacdo angular

O(NCS). O ion tiocianato pode se coordenar como ligante em ponte nos modos end-on ou
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end-to-end, terminal ou idnico. Também pode se coordenar ao metal através do atomo de
nitrogénio ou enxofre ou por ambos (M-NCS-M). A Figura 19 ilustra os modos de

coordenacgdo do tiocianato.

M M
M M SC “NCS SCN sc
“SCN NCS M7 N\M M M M N‘M
Stermimal A terminal pu-1.3 p-1,1-N p-1,15 p-1,1.3

Figura 19. Modos de coordenacdo mais comuns do tiocianato (SCN).

A formacdo da ligacdo Pd-NCS € caracterizada pela presenca das bandas v,5(SCN) e
V(SCN) na regido de 2100-2050 cm™ e 870-820 cm™, respectivamente. Quando coordenado
pelo dtomo de enxofre (Pd-SCN) a frequéncia do estiramento V,(SCN) € observada entre
2125-2110 cm™ e a frequéncia do estiramento V(SCN) situa-se na regido de 760-700 cm™.

Quando coordenado em ponte, o estiramento assimétrico V,(SCN) localiza-se entre 2165-

2100 cm’™.

4.1.2. Grupo cianato (NCO)

O fon cianato pode se coordenar ao metal através do dtomo de oxigénio, nitrogénio ou
por ambos, sendo predominante a coordenag¢do pelo dtomo de nitrogénio [62, 63] e possue
trés modos vibracionais ativos no IV: o estiramento assimétrico V.s(NCO), o estiramento
simétrico V4(NCO) e a deformacdo angular S(NCO). A freqiiéncia de estiramento assimétrico
V,s corresponde a freqiiéncia de estiramento CN, ocorrendo entre 2240-2190 cm’! e o
estiramento simétrico (V) esta relacionado ao estiramento CO situado entre 1300-1210 cm’.

A Figura 20 representa os modos coordenagdo do cianato.

M‘\ M .
M M OCN co
NCo  ocN M7 M’N
MNterminal Otermimal  p-1,1-0 p=1,1-N

Figura 20. Modos de coordenagdo mais comuns do cianato (NCO).

77




Capitulo 4 Resultados e Discussdo — Investigacdo Estrutural

A coordenacdo do grupo N-cianato de modo terminal ao dtomo de palddio(Il) é
evidenciada pelo aparecimento das bandas de estiramento V,s(NCO) e V(NCO) na regido de
2260-2170 cm™ e 1355-1310 cm’™', respectivamente, enquanto a deformacio angular S(NCO)
situa-se entre 620-580 cm™. Quando o cianato atua como ligante em ponte entre 0s centros
metdalicos, observa-se o deslocamento do estiramento assimétrico vV(NCO) para freqiiéncias

menores.

4.1.3. Grupo azida (N3)

O fon azida possui trés modos vibracionais: o estiramento assimétrico V,s(N3), o
estiramento simétrico Vs(N3) e a deformacao angular 6(N3). O grupo azida pode se coordenar
ao metal de forma terminal, em que o estiramento assimétrico V,(N3) ocorre na regido de
2050-2010 cm™; também pode se coordenar em ponte entre dois centros metilicos pelo
mesmo 4dtomo de nitrogénio, modo de coordenagdo end-on e sua freqii€ncia situa-se entre

2080-2050 cm™. A Figura 21 apresenta os principais modos de coordenacio da azida.

M, M_ M,
M NNN  ANNC = NNN NN
WNN M M7 N\M : M- M
terminal I.I.-1 ,1 |.|.'1 ,3 |-|-'1 31 31 |-|-"1 !1 !3

Figura 21. Modos de coordenacdo mais comuns da azida (N3).

O ion azida ainda pode se coordenar como ligante em ponte entre dois centros
metalicos, por dois 4tomos de nitrogénio, modo de coordenagdo end-to-end, evidenciado pelo
aparecimento de bandas referentes ao estiramento assimétrico V,s(N3) ocorrendo entre 2100-
2080 cm'], o estiramento simétrico Vs(N3) entre 1290-1200 cm'l, e a deformacdo angular

d(N3) encontrada entre 570-550 cm’.

A Tabela 4 resume as principais freqiiéncias e suas atribuicdes para os complexos

contendo os pseudohaletos citados: SCN, NCO e Nj.
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Tabela 4 - Principais freqiiéncias vibracionais, em cm", observadas nos espectros no IV de pseudohaletos em

complexos.
Modo de
Vas(SCN) vs(SCN) o(SCN)
coordenacao
SCN' livre 2053 746 486
N-terminal 2100-2050 870-820 490-450
S—terminal 2125-2110 760-700 440-400
end-to-end 2165-2100 800-750 470-440
Modo de
vas(NCO) vs(NCO) O0(NCO)
coordenacao
NCO' livre 2165 1207 630
N-terminal 2260-2170 1355-1310 620-580
O—terminal 2240-2190 1300-1210 640-595
N-end-on 2220-2170 1350-1300 670-650
Modo de
vas(NNN) vs(NNN) 0(NNN)
coordenacao
NNN' livre 2041 1344 645
N-terminal 2050-2010 1304-1285 590-570
end-on 2080-2050 1290-1200 570-550
end-to-end 2100-2080 1290-1200 570-550

4.1.4. N-benzilidenoanilina (bzan)

O espectro de absor¢ao na regidao do IV apresenta bandas do ligante bzan em
aproximadamente 3050, 758 e 659 cm'l, referentes aos modos vibracionais v(C-H)aomitico €
O(C-H)romatico» TESPeECtivamente, caracteristico dos sistemas aromadticos orto-substituidos [64,
65]. Em 1623 cm™ h4 a presenca de bandas intensas correspondentes ao estiramento do grupo

V(C=N), caracteristico da bzan, como ilustrado pela Figura 22.
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Figura 22. Espectro de absor¢io na regido do IV do ligante bzan.

Os principais modos vibracionais € suas respectivas atribuicdes estdo descritos na

Tabela 5.

Tabela S - Principais modos vibracionais observados no espectro de absorcdo na regido do IV para o ligante N-

benzilidenoanilina (bzan).

Freqiiéncia (em™) Atribuicao
3054 (f) V(C-H)ar
1623 (m) v(C=N)
1374 () V(C-Car
755 (m) &(C-H)aur
686 (m) O(C-H),e

Intensidades: m = média, f = fraca, ar = aromadtico

Com a coordenacgao do ligante bzan ao centro metélico - paladio(II), via par de elétrons
livre do nitrogénio iminico, houve um deslocamento da banda relativa ao modo vibracional
V(C=N) de 1623 para 1580 cm’', caracteristico da N-benzilidenoanilina [66, 67]. A Tabela 6
reune algumas atribuicdes para os complexos do tipo [Pd(bzan)(u-X)],, X = Cl, SCN, NCO e
Ns.
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e . . . -1 . . C o~ .
Tabela 6 - Principais modos vibracionais, em cm™, e suas respectivas atribui¢des para complexos do tipo

[Pd(bzan)(u-X)],, X = Cl, SCN, NCO e N;j.

bzan X
Complexos
V(C-H)arom  V(C=N)iminico S(C'H)arom Vas Vs o
[Pd(bzan)(u-Cl)], 3051 f 1581 F 759 f - - -
[Pd(bzan)(u-SCN)], 3049 f 1587 F 757 f 2141 mF  840m 436 f
[Pd(bzan)(u-NCO)], 3048 f 1587 F 613 f 2170 mF  1330m 613 f
[Pd(bzan)(u-N3)]» 3058 f 1580 F 759 f 2056 mF 1356 m —

Intensidades: mF = muito forte; F = forte; m = média; f = fraca; mf = muito fraca.

4.1.5. Fosfinas

Estas moléculas podem se coordenar a diversos metais de transicdo e em diferentes
estados de oxida¢do; sdo normalmente utilizadas para estabilizar compostos organometélicos
ou intermediarios em reagdes de catdlise em fase homogénea [68]. Sdo ligantes facilmente
sintetizados e podem apresentar diferentes propriedades eletronicas e estereoquimicas, devido
a diversidade de substituintes no dtomo de fésforo [69]. As fosfinas tercidrias apresentam
forte tendéncia m-aceitadora, o que as torna ligantes fortes, jd que a ligacdo metal-fésforo é
fortalecida pela retrodoacdo de densidade eletronica dos orbitais d, preenchidos do metal, para

os orbitais d vazios do fésforo [11], como exemplificada pela Figura 23.

( Ps dc)

5%

P

o

(dni pn*>

Figura 23. Representacio da ligacdo metal-fésforo.
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As difosfinas 1,3-bis(difenilfosfina)propano (dppp) e a 1,1°-
bis(difenilfosfina)ferroceno, difosfinas bidentadas, utilizadas neste trabalho, sdo capazes de se
coordenar ao dtomo de paladdio(Il) [68] de maneira monodentada (I), bidentada (II), ponte (IIT)

e quelante (IV). A Figura 24 exemplifica estes modos de coordenacdo acima citados.

P—L 0> (O P »m
e e —

Monodentada () Bidentada (Il)
Lo Lo —r
Fe Fe P
o P NCa
Ponte (lil) Quelante(lV)

Figura 24. Formas de coordenacdo do ligante dppf: (I) monodentada, (I) bidentada, (IIT) ponte e (IV) quelante.

Cabe ressaltar que o modo de coordenacdo das difosfinas € influenciado pelo
comprimento e pela natureza de sua cadeia carbOonica, bem como salientar que a fosfina 1,2-

bis(difenilfosfina)etileno (dppet) coordena-se de forma quelante aos centros metalicos.

4.1.6. Ressondncia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H e de *C{'H} dos compostos precursores [Pd(bzan)(p-
X)]», X = SCN, NCO e N3, obtidos em DMSO-ds apresentam deslocamentos quimicos que
confirmam a coordenacdo do ligante bzan. A formacdo do anel ciclometalado é mostrada
devido ao sinal associado ao carbono da ligagdo o(Pd-C) em torno de 8 = 147 ppm. Um

resumo dos sinais mais relevantes para estes complexos estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Principais deslocamentos quimicos, em ppm, observados nos espectros dos compostos [Pd(bzan)(u-

X)]», X =Cl, SCN, NCO e Ns.

lH 13C{1H}
Compostos
3 (*H-CN) & (Harom) 8 (Pd-C) O (H*C=N) 8 (Carom)
bzan livre 8,59 [s, 1H]  7,95-7,23 [m, 10H] - 160,6 120,9-129,1
[Pd(bzan)(u-SCN)], 8,46 [s,2H]  7,53-7,12 [m, 18H] 147,6 177,6 131,5-123,2
[Pd(bzan)(u-NCO)], 8,39 [s, 2H]  7,48-7,16 [m, 18H] 146,5 176,1 134,3-122,4
[Pd(bzan)(u-N3)], 8,599 [s,2H]  7,47-7,10 [m, 18H] 147,7 175,6 131,5-123,2

Como os compostos ciclometalados de palddio(Il) vém recebendo considerdvel
atencdo por possuirem aplicagcdes em diversas dreas, principalmente por apresentarem
potencialidades bioldgicas e como estes compostos sdo capazes de formar diversos compostos
de acordo com os ligantes escolhidos, foi encontrado na literatura informacdes sobre ligantes
difosfinicos coordenados ao palddio(II) que contemplam sua potencialidade antitumoral. Este
fato nos estimulou a investigar estes complexos utilizando a N-benzilidenoanilina (bzan) e as
difosfinas 1,3-bis(difenilfosfina)propano (dppp), 1,1"-bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf) e cis
1,2-bis(difenilfosfina)etileno (dppet). As consideragOes anteriores serdo uteis para efeitos de

comparacao com as novas espécies de complexos de palddio(II) sintetizadas.
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4.2. Série de Compostos do Tipo [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = CI (C1), SCN (C2), NCO
(C3) e N3 (C4); bzan = N-benzilidenoanilina, dppp = 13-

bis(difenilfosfina)propano

Para caracterizar estruturalmente compostos de coordenagdo, geralmente sdo necessarias
diversas técnicas espectroscOpicas e analiticas. Contudo, quando se consegue obter
monocristais, a difratometria de raios X de monocristal fornece todas as caracteristicas
estruturais da espécie no estado sélido. Mais do que isso, possibilita subsidiar propostas de
estruturas de outros compostos que guardem certa analogia com o complexo em questdo.
Assim, esta série de compostos tem inicio com a discussao dos dados estruturais obtidos para

o composto [Pd(bzan)(SCN)(dppp)].CDCls.

4.2.1. Difracdo de raios-X de monocristal do [Pd(bzan)(SCN)(dppp)].CDCl;3

Monocristais adequados para a determinacdo da estrutura cristalina e molecular foram
obtidos apds recristalizacdo do composto, utilizando-se cloroférmio deuterado como solvente.
Estes cristais foram obtidos no tubo de ressonincia apds a medida espectroscépica do
composto. Os mesmos foram enviados ao grupo de cristalografia da Profa. Dra. Regina
Helena de Almeida Santos do IQSC/USP - Sao Carlos. Cabe salientar que a difragdo de raios-
X de monocristal é de suma importancia para a confirmacdo estrutural de compostos no
estado so6lido, ja que quando dissolvido em determinados solventes, com constantes
dielétricas diferentes, os complexos de palddio(Il) podem formar isdémeros em solucao,
principalmente quando se utilizam ligantes difosfinicos coordenados ao centro metélico. Os

principais dados cristalograficos da estrutura obtida estdo mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Principais dados cristalograficos obtidos para [Pd(bzan)(SCN)(dppp)].CDCls.

Formula molecular CHCl;, 2(C4H36N,P,PdS)
Massa molecular 1633,66
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P21/n
a(A) 9,9975(6)
b (A) 16,6007(10)
c(A) 24,147(3)
B 92,037(7)
Vv (A% 4005,0(6)
Z (moléculas/cela unitéria) 2
D(calc)(MG/m’) 1,355
Coeficiente de absorcao (mm'l) p(MoKo) 0,726
F(000) 1667,8
Dimensoes do cristal (mm) 0,25x0,25x 0,30
Temperatura (K) 293
0 Min-Mix (°) 24,304
Numero de reflexdes com I> 2.06(I) 5909

A difracdo de raio-X de monocristal do [Pd(bzan)(SCN)(dppp)].CDCls, Figura 25,

veio elucidar a distribui¢cao espacial dos dtomos na esfera de coordenagdo do metal.
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i

Figura 25. Representacio ORTEP do composto [Pd(bzan)(SCN)(dppp)].CDCls.

De acordo com os dados cristalograficos obtidos, verifica-se uma geometria quadrado-
planar distorcida ao redor do atomo de palddio, ja que este esté ligado ao carbono presente no
anel aromdtico da bzan (C1b), com distancia de ligacdao de 2.029(7) A, ao dtomo de enxofre
do grupo —SCN com distancia de 2.423(2) A e aos dtomos de fésforo do ligante dppp, Pd-P1 e
Pd-P2, com distancias de liga¢ao de 2,354(2) e 2,2562(18) A, respectivamente.

O enxofre do grupo —SCN encontra-se trans ao dtomo de fésforo do ligante fosfinico e
o carbono do ligante bzan encontra-se trans a outro dtomo de fésforo do ligante dppp,
portanto observou-se que houve a clivagem do dimero precursor [Pd(bzan)(u-SCN)], e a
coordenacdo do ligante quelante dppp, além da presenca de uma molécula de cloroférmio
deuterado na estrutura do monocristal. As principais distancias (A) e angulos interatdmicos (°)

do complexo [Pd(bzan)(SCN)(dppp)].CDCl; estdo inseridos nas Tabelas 9 e 10.
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Tabela 9 - Distancias de ligacio (10\) para o complexo [Pd(bzan)(SCN)(dppp)].CDCl;.

Distancias de ligacdo (A)

Pd-S 2.423(2) CI3-C1CL 1.68(2)
Pd-P1 2.354(2) S-C 1.673(10)
Pd-P2 2.2562(18) N1b-C8b 1.419(13)

Pd-C1b 2.029(7) N1b-C7b 1.279(12)
Cl1-C1CL 1.79(2) N-C 1.137(15)
CI12-C1CL 1.77(3) C1CI-H 0.9797

Tabela 10 - Principais angulos de ligagdo (°) para o complexo [Pd(bzan)(SCN)(dppp)].CDCls.
Angulos de ligacao (°)

S-Pd-P1 92.72(7) Pd-S-C 104.4(4)

S-Pd-P2 172.67(7) S-C-N 176.0(11)
S-Pd-C1b 87.31(19) Cl1-C1CL-CI2 108.1(9)
P1-Pd-P2 94.45(7) Cl1-C1CL-CI3 109.3(16)
P1-Pd-C1b 171.2(2) CI12-C1CL-CI3 110.6(10)
P2-Pd-C1b 85.84(19) C7b-N1b-C8b 121.5(8)
Pd-P1-C1 108.1(2) Cl1-C1CL-H 109.68
Pd-P1-C1P 117.7(3) C12-C1CL-H 109.49
Pd-P1-C7 118.4(2) CI3-C1CL-H 109.64
Pd-P2-C3P 114.1(3) N1b-C7b-Cé6b 124.8(7)
Pd-P2-C13 113.9(2) N1b-C8-C9 120.9(9)
Pd-P2-C19 118.1(2)

A dissoluc@o do composto [Pd(bzan)(SCN)(dppp)] em cloroférmio deuterado, resultou

na formacdo de uma estrutura supramolecular (Figura 26) mediante ligacdes de hidrogénio

entre 0 N do grupo —SCN de uma molécula e um hidrogénio(H20) de outra molécula. As

principais distancias (A) de ligagdo de hidrogénio (A) existentes no cristal estdo inseridas na

Tabela 11.

87




Capitulo 4 Resultados e Discussdo — Investigacdo Estrutural

Figura 26. Representacio ORTEP do composto [Pd(bzan)(SCN)(dppp)] e ilustragdo da ligacdo de hidrogénio
existente entre o N do grupo —SCN de uma molécula [Pd(bzan)(SCN)(dppp)].CDCIl; e um
hidrogénio(H20) de outra molécula de [Pd(bzan)(SCN)(dppp)].CDCls;.

Tabela 11 - Ligacdo de hidrogénio (A) existente no cristal.

D-H~A D-H (A) HA (A) HA (A) D-H"A (°)

C20—H20..N* 0,9296 2,4519 3,322 155,90

Assim, pode-se concluir que a molécula de [Pd(bzan)(SCN)(dppp)] é monomérica, na
qual o d&tomo de Pd encontra-se em um ambiente quadrado planar distorcido, fato observado
no angulo da ligacdo S-Pd-P1, igual a 92,72(7)°, enquanto que o angulo de ligacao P1-Pd-P2 é
igual a 94,45(7)°. O pseudohaleto SCN estd ligado de forma terminal ao centro metdlico pelo

atomo de enxofre e o ligante dppp coordena-se ao centro metélico de forma quelante.

4.2.2. Espectroscopia Vibracional no Infravermelho

Os espectros no IV dos complexos [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = CI (C1), SCN (C2),
NCO (C3) e N3 (C4) apresentaram as bandas referentes aos modos vibracionais do ligante
bzan, tais como, V(C-H)arom, V(C=N)immico € O(C-H)arom. Constatou-se também o deslocamento

da banda referente ao modo vibracional V(C=N)immico para a regido de menor energia,
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sugerindo a auséncia da ligacdo Pd-N presente no anel ciclometalado dos dimeros
precursores, indicando a clivagem e conseqiiente formacdo de mondmeros através da ligacao
Pd-C do ligante bzan. Foi observado também que as bandas atribuidas aos estiramentos
assimétricos dos pseudohaletos (v,s), foram deslocadas para regides de menor energia do
espectro, confirmando a quebra da ligacdo em ponte existente nos dos dimeros e a formagao
de espécies monoméricas em que os pseudohaletos encontram-se coordenados de forma

terminal ao centro metélico. A Figura 27 ilustra os espectros no IV dos compostos desta série.
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Figura 27. Espectros de absor¢do na regido do IV dos compostos [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = C1 (C1), SCN (C2),
NCO (C3) e N5 (C4).

A coordenacdo da difosfina dppp fica evidenciada pela presenca de bandas atribuidas

aos modos vibracionais V(P-C)yom € a deformagdo angular 8(HsCs), sugerindo a sua
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coordenacdo de forma quelante ao dtomo de palddio. A Figura 28 ilustra o espectro no IV do

ligante dppp livre.

% Transmitancia Relativa

T T
4000 3500 3000

T
2500

T
2000

T T
1500 1000

Numero de onda (cm’)

T
500

Figura 28. Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante 1,3-bis(difenilfosfina)propano (dppp).

De acordo com os dados oriundos dos espectros de absor¢do na regido do

infravermelho, um resumo dos principais modos vibracionais e suas respectivas atribuigcdes

encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12 - Principais modos vibracionais, em cm’’, dos compostos [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = Cl (C1), SCN
(C2), NCO (C3) e N; (C4) e suas respectivas atribuicdes.

N-benzilidenoanilina (bzan) Pseudohaleto Fosfina
Complexos  y(C-H),, ~ V(C=NJimina  8(C-H)ur Vas Vs V(PO  §(HsCy)
C1 3050f 1587F 754m — — 1086m  688mF
C2 3050f 1577f 744m 2096mF  827f 1106m  688mF
C3 3060f 1587F 744m 2235mF  1346f  1096m  698mF
C4 3041f 1577f 754m 2054mF  1179m  1086m  679mF

Intensidades: mF = muito forte; F = forte; m = média; f = fraca; mf = muito fraca.

Com base nos resultados obtidos a partir da espectroscopia no infravermelho e em

concordancia com os resultados de microandlise, sugere-se a seguinte estrutura (Figura 29)

para os compostos [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = C1 (C1), SCN (C2), NCO (C3) e N3 (C4).
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Figura 29. Estrutura proposta para os compostos [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = C1 (C1), SCN (C2), NCO (C3) e N;
(C4) no estado soélido.

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de 'H e S'P{'H} também foram
investigados afim de subsidiar os dados espectrais provenientes do IV. Os espectros dos

compostos C1-C4 serdo discutidos a seguir.

4.2.3. Ressonancia Magnética Nuclear

Foram obtidos os espectros de RMN de 'H e *'P{'H} dos complexos de Pd(II) da série
[Pd(bzan)(X)(dppp)], X = C1 (C1), SCN (C2), NCO (C3) e N3 (C4), medidos em cloroférmio

deuterado (CDCl;) como solvente.

O espectro de RMN de 'H da dppp livre apresenta dois sinais no espectro, um em & =
1,65 correspondente aos hidrogénios metilénicos e outro em & = 2,22 atribuido aos
hidrogénios das metilas ligadas aos dtomos de fésforos. Na regido de & = 7,41-7,29 ha
multipletos correspondentes aos hidrogénios aromdticos. O espectro de *'P{'H} apresenta um
sinal em & = -16,82, atribuido aos nicleos dos dtomos de fésforo do ligante dppp. A Figura 30

ilustra os espectros de 'H e *'P{'H} do ligante dppp livre.
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Figura 30. Espectros de RMN de 'H (a) e de *'P{'H} (b) do ligante dppp livre, obtidos em CDCl;.

Deslocamentos quimicos (8) em ppm.

Os espectros de RMN de 'He de 31P{ 1H} dos compostos do tipo [Pd(bzan)(X)(dppp)],
X =CI(C1), SCN (C2), NCO (€C3) e N3 (C4), estao ilustrados nas Figuras 31 a 34.
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Figura 31. Espectros de RMN de '"H (a) e de *'P{'H} (b) do composto [Pd(bzan)(Cl)(dppp)], obtidos em CDCl;.

Deslocamentos quimicos (8) em ppm.
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Figura 32. Espectros de RMN de 'H (a) e de *'P{'H} (b) do composto [Pd(bzan)(SCN)(dppp)], obtidos em

CDCl;. Deslocamentos quimicos (3) em ppm.
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Figura 33. Espectros de RMN de 'H (a) e de *'P{'H} (b) do composto [Pd(bzan)(NCO)(dppp)], obtidos em

CDCl;. Deslocamentos quimicos (8) em ppm.

95




Capitulo 4 Resultados e Discussdo — Investigacdo Estrutural

2.0

=
=
[
|
o~
= &
1 [
[e] gk\.‘ .
| e = =
i GEEE: T
- pE e

L 1oz
754
oo ]
%ﬂ&
5??
=l_]
L 3
F_-—-w?
FREE
] E_z.%

T T T T
" | a -] 5 4 3 2 1 1]
(@
|
d ¥
| Y ._u_.f._
E0 18 L& 14 P A ] L] 4 ]+
. -
I
]
188 LER ] 1ra 108 an (1] '] 2l ] i 1] 1] pps
(b)

Figura 34. Espectros de RMN de 'H (a) e de *'P{'H} (b) do composto [Pd(bzan)(Ns)(dppp)], obtidos em CDCl;.

Deslocamentos quimicos (8) em ppm.
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A Tabela 13 reune os principais sinais e suas atribuicdes para os espectros de RMN de
"H dos seguintes compostos [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = Cl (C1), SCN (C2), NCO (C3) e N3
(Ca).

Tabela 13 - Dados de RMN de 'H (5, ppm) dos complexos contendo difenilfosfina dppp, obtidos a v = 300
MHz.

Ligante e N-benzilidenoanilina 1,3-bis(difenilfosfina)propano
Complexos Haromaticos (HC=N) (-CH»-) R-[P-(C¢Hs)2]2
dppp — — 2,22 —
C1 7,83-7,48(m) 8,10(s) 6,97-6,69(m) 7,40-7,29(m)
C2 7,49-7,46(m) 8,10(s) 6,97-6,80(m) 7,30-7,28(m)
C3 7,94-7,25(m) 8,4(m) 6,78-6,70(m) 7,00-6,80(m)
C4 7,54-7,277(m) 8,28(s) 7,10-6,83(m) 7,27-7,10(m)

m = multipleto, s = singleto

Os espectros dos compostos C1-C4 apresentam um sinal acima de 8,00 ppm, referente
ao hidrogénio iminico do ligante bzan (H*C=N), o qual encontra-se em campo mais alto
quando comparado aos compostos precursores [Pd(bzan)(u-X)],, que situa-se em 8,5 ppm.
Este deslocamento quimico sugere a descoordenagdo do nitrogénio iminico do ligante bzan ao
atomo de palddio(IT) e a possivel coordenacdo da fosfina dppp de forma quelante ao centro

metalico.

Em & = 7,94-6,80 sdo encontrados multipletos referentes aos hidrogénios aromaticos
dos ligantes bzan e dppp; em 6 = 7,10-6,69 sio encontrados multipletos dos hidrogénios

alifaticos da difosfina dppp. Os demais sinais observados nestes espectros de ressonancia

podem sugerir a existéncia de outras espécies em solucao.

Nos espectros de RMN de 3]P{]H} dos compostos [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = Cl (C1),
SCN (€C2), NCO (C3) e N3 (C4), surgem diversos sinais, justificando a formacao das varias
espécies em solucdo, como jd identificado via espectros de RMN de 'H. Estes espectros
mostram a presenca de dubletos associados a espécie proposta no estado sélido, Figura 29, em
que a fosfina encontra-se coordenada de forma quelante ao centro metélico, o pseudohaleto
coordena-se de forma terminal ao palddio(I) e o ligante bzan liga-se somente através do

atomo de carbono, havendo a clivagem da ligagdo do nitrogénio iminico. Todos os compostos
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apresentam deslocamentos quimicos na regido de 32,812 a 32,668 ppm, referentes ao singleto,
sugerindo que dois dtomos de fésforo podem ser magneticamente equivalentes [70], contendo
uma fosfina em ponte entre duas unidades [Pd(bzan)(X)], havendo a provével coordenagdo do
nitrogénio iminico (HC=N) ao centro metdlico. A coexisténcia destas espécies pode ser

atribuida a caracteristica m-aceitadora da fosfina dppp.

A Tabela 14 mostra os deslocamentos quimicos e suas constantes de acoplamento para
os compostos [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = CI (C1), SCN (C2), NCO (C3) e N; (C4) e na Figura

35, encontra-se a proposta estrutural para os compostos no estado sélido.

Tabela 14 - Principais dados de RMN de *'P{'H} e proviveis espécies formadas em solucio dos complexos C1-

C4.

Complexos [Pd(bzan)(X)(P-P)] (5, ppm) [Pd(bzan)(X)(P-P)] (Jpp, Hz)
dppp livre -16,82 (s) —
[Pd(bzan)(Cl)(dppp)] (C1) 32,812 (s) —
32,705 (s) —
[Pd(bzan)(SCN)(dppp)] (C2) -5,546; -5,793 (d) 49,92
14,466; 14,212 (d) 51,33
32,668 (s) —
15,996; 15,755 (d) 48,71
[Pd(bzan)(NCO)(dppp)] (C3)
-3,072; -3,312 (d) 48,50
-6,653; -6,905 (d) 50,93
32,748 (s) —
-7,197; -7,458 (d) 52,75
[Pd(bzan)(N3)(dppp)] (C4)
-6,136; -6,401 (d) 53,56
18, 052 (s) —

Multiplicidade: s = singleto, d = dubleto, t = tripleto
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Além da espécie sugerida no estado sélido, pode haver a formacdo de espécies
contendo a difosfina dppp coordenada de forma monodentada e em ponte. A Figura 35, ilustra

as possiveis estruturas, em solug¢do, dos compostos desta série.
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Figura 35. Possiveis espécies em solucdo, sugerida pelos espectros de RMN de *'P{'H}.

4.2.4. Andlise Térmica

Curva TG/DTA do ciclopaladado [Pd(bzan)(Cl)(dppp)] (C1)

As curvas TG-DTA deste composto, Figura 36, mostram sua decomposicao em etapas
consecutivas, de forma que ndo foi possivel atribuir as perdas parciais dos ligantes. A
termodecomposicao inicia-se em 150 °C com uma grande perda de massa, e em 800 °C ocorre
a formacao de palddio metédlico. A DTA ndo permitiu identificar os picos exo e endotérmicos,

devido a imprecisao da linha base.
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Figura 36. Curvas TG/DTA do composto [Pd(bzan)(CI)(dppp)] (C1).

Curva TG/DTA do ciclopaladado [Pd(bzan)(SCN)(dppp)] (C2)

As curvas TG/DTA, Figura 37, mostram decomposicOes térmicas consecutivas do
composto [Pd(bzan)(SCN)(dppp)], j4 que o término da primeira etapa coincide com o inicio
de uma segunda etapa (ponto de inflexdo), impossibilitando a atribuicdo das perdas dos
ligantes. Nesta etapa, iniciada em 181 °C até atingir 774 °C, origina palddio metdlico como
residuo. A DTA vem acompanhada de vérios sinais exotérmicos em 224, 388, 469 e 579 °C,

referentes as queimas da matéria organica.
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Figura 37. Curvas TG/DTA do composto [Pd(bzan)(SCN)(dppp)] (C2).
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Curva TG/DTA do ciclopaladado [Pd(bzan)(NCO)(dppp)] (C3)

Uma tnica etapa de perda de massa € indicativa da saida dos ligantes para o complexo

[Pd(bzan)(NCO)(dppp)] (C3) e por fim, em 700 °C, a etapa subsequente é condizente com a

formacdo de palddio metélico. A curva DTA exibe um pico exotérmico em 452 °C, referente a

queima de matéria organica e observa-se um pico endotérmico em 373 °C devido a perda de

oxigénio do PdO e posterior formagdo de palddio metalico, como ilustrado pela Figura 38.
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Figura 38. Curvas TG/DTA do composto [Pd(bzan)(NCO)(dppp)] (C3).

900

Um resumo dos principais dados obtidos a partir das curvas TG/DTA dos compostos

[Pd(bzan)(Cl)(dppp)] (C1), [Pd(bzan)(SCN)(dppp)] (C2) e [Pd(bzan)(NCO)(dppp)] (C3) €

apresentado na Tabela 15. Nao foi possivel obter as curvas TG/DTA para o composto

[Pd(bzan)(N3)(dppp)] (C4).
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Tabela 15 - Etapas de termodecomposicio térmica dos compostos [Pd(bzan)(Cl)(dppp)] (Cl1),
[Pd(bzan)(SCN)(dppp)] (C2) e [Pd(bzan)(NCO)(dppp)] (C3).

Am (%) Residuo (%)
Compostos  Tinicial = Ttinal (°C) Etapas sugeridas
Exp. Calc. Exp. Calc.
Cl 150-800 85,56 85,51 14,44 14,49 - bzan, -dppp, - Cl
C2 181-774 85,26 8595 14,74 14,05 - bzan, -dppp, - SCN
C3 153-700 86,00 85,64 14,00 14,36 - bzan, -dppp, - NCO

Considerando as temperaturas iniciais de decomposicao térmica dos compostos C1-

C3, propde a seguinte ordem decrescente de estabilidade térmica:

[Pd(bzan)(SCN)(dppp)] (C2) > [Pd(bzan)(NCO)(dppp)] (C3) > [Pd(bzan)(Cl)(dppp)]
(C1)

A 1identificacdo do residuo final das termodecomposi¢des como palddio metdlico foi
realizada através da difracdo de raios-X pelo método do pd, mostrando valores de distancias
interplanares d(hkl) e intensidades (I%) caracteristicos desse composto [53]. A titulo de
ilustrag@o, a Figura 39 mostra o DRX de p6é do residuo final da decomposicdo térmica do

composto [Pd(bzan)(Cl)(dppp)] (C1).
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Figura 39. Difratograma de raios-X, método do p6, do residuo final da termodecomposicio do

[Pd(bzan)(CI)(dppp)] (CD).
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4.3. Série de Compostos do Tipo [Pd(bzan)(X)(dppf)], X = CI (C5), SCN (C6), NCO
(C7), N3 (C8) bzan =  N-benzilidenoanilina, dppf = LI’-

bis(difenilfosfina)ferroceno

4.3.1. Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Os compostos [Pd(bzan)(X)(dppf)], X = CI (CS5), SCN (C6), NCO (C7) e N3 (C8) foram
obtidos a partir de reacdes entre [Pd(bzan)(u-X)], e o ligante dppf na razdo molar 1:2. Todos

0s compostos sao amarelos e estdveis ao ar.

Considerando os espectros de absor¢do no IV desta série de compostos (Figura 40)
foram observadas bandas referentes aos estiramentos V(C-H)arom, V(C=N)immico € & deformacgao
angular 8(C-H) do anel aromadtico; uma banda larga atribuida ao modo vibracional v(OH),
indica a presenca de dgua. A Figura 40 apresenta os espectros de absor¢do no IV dos

compostos C5-C8.
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Figura 40. Espectros de absorc¢do na regido do IV dos compostos [Pd(bzan)(X)(dppf)], X = Cl (C15), SCN (C6),
NCO (C7) e N5 (C8).
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Constatou-se a presenca de novas bandas atribuidas aos modos vibracionais de
estiramento V(CC)yom, V(PC), V(CC) do anel ciclopentadieno (Cp) e a deformagdo angular

O(CH) do anel Cp da dppf. A Figura 41 ilustra o espectro do ligante livre dppf.
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Figura 41. Espectro vibracional na regiao do infravermelho do ligante 1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf).

Os espectros de absor¢ao no IV dos novos compostos, mostram um deslocamento das
bandas atribuidas ao estiramento V(C-H).om do anel aromatico do ligante bzan para regides de
menor energia. Houve o deslocamento da banda relativa ao modo vibracional v(C=N) de
1620 para 1580 cm™, sugerindo a ligagio do Pd apenas pelo carbono da bzan, havendo assim,
auséncia da ligacdo Pd-N existente nas espécies diméricas. Com relacdo aos pseudohaletos
presentes nos compostos, notou-se o deslocamento das bandas atribuidas aos estiramentos
assimétricos ,5(X) dos ciclopaladados diméricos de férmula geral [Pd(bzan)(u-X)], X = Cl,
SCN, NCO e N3, para regides de freqiiéncias mais baixas, indicando a alteracdo da
coordenacdo ao metal de ponte para terminal. A fosfina dppf coordena-se ao atomo de

palddio(II) de forma quelante.

Os principais modos vibracionais observados e suas atribuicdes encontram-se na

Tabela 16.
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Tabela 16 - Principais modos vibracionais, em cm’ dos complexos [Pd(bzan)(X)(dppf)], X = Cl (C5), SCN
(C6), NCO (C7) e N3 (CS8).

Complexos N-benzilidenoanilina (bzan) Pseudohaleto Fosfina
VIOH) V(C-H)ar V(C=N)imina (C-H)ar  Vas Vs VPC)ar  6(Hs5Co)
Cs 3434m  3048f 1587f 750mF — — 1193m 636f
Coé 3434m  3053f 1585f 738mF  2084F  1306f  1166m 628f
C7 3434m  3048f 1583F 745mF  2220F 1312f  1193m 634f
C8 3457m  3048f 1583f 750mF  2037F 1306F 1170m 637f

Intensidades: mF = muito forte; F' = forte; m = média; f= fraca; mf = muito fraca.

De acordo com os dados dos espectros no IV, foi possivel inferir que nas quatro
espécies sintetizadas, o d&tomo de Pd(II) permaneceu em um ambiente quadrado planar, ja que
os pseudohaletos coordenaram-se terminalmente; o tiocianato através do dtomo de enxofre
(Pd-SCN), o cianato coordena-se via dtomo de nitrogénio (Pd-NCO) e a fosfina dppf
coordena-se de forma quelante ao metal. O composto [Pd(bzan)(SCN)(dppp)] foi utilizado

como referéncia para propor a estrutura dos demais compostos sintetizados.

Diante dos dados de infravermelho e andlise elementar, propde-se a seguinte estrutura

no estado sélido para os compostos: [Pd(bzan)(X)(dppf)], X = Cl, SCN, NCO e N3, Figura 42.
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Figura 42. Estrutura proposta para os compostos [Pd(bzan)(X)(dppf)], X = Cl (C5), SCN (C6), NCO (C7) e N3
(C8) no estado solido.
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4.3.2. Ressonancia Magnética Nuclear

O espectro de RMN de 'H da dppf livre apresenta dois sinais referentes aos hidrogénios
aromadticos na regido de 7,26 a 7,20 ppm, em 4,21 a 3,95 ppm aparecem os sinais atribuidos
aos hidrogénios do anel ciclopentadienil (Cp), o sinal em 7,27 ppm refere-se ao cloroférmio
deuterado e em 1,77 ppm é provavelmente dgua do solvente. O espectro de *'P{'H} apresenta
um sinal em & = -16,524, atribuido aos niicleos dos dtomos de fésforo do ligante dppf. A

Figura 43 apresenta os espectros de RMN de 'H e *'P{'H} do ligante dppf livre.
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Figura 43. Espectros de RMN de 'H (a) e de *'P{'H} (b) do ligante dppf livre, obtidos em CDCl;.

Deslocamentos quimicos (8) em ppm.
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Os espectros de RMN de He 31P{lH} dos compostos de Pd(Il) de férmula geral
[Pd(bzan)(X)(dppf)], X = C1(CS5), SCN (C6), NCO (C7) e N3 (C8), mostrados nas Figuras 44
a 47, foram obtidos utilizando como solvente CDCIls. A Tabela 17 ilustra os principais sinais e

. .~ 1
suas atribui¢des para os espectros de H.

Tabela 17 - Dados de RMN de 'H (3, ppm) dos complexos [Pd(bzan)(X)(dppf)], X = CI (C5), SCN (C6), NCO
(C7) e N5 (C8).

Ligante e N-benzilidenoanilina 1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno

Complexos ™y ice (HC=N) (-CH,-) -[P-(C¢Hs), 1 (Hey)
dppf — — — 7,26-7,20(m) 4,21-3,95(m)
Cs 7,59-7,34(m)  8,19-8,13(m)  3,59-3,45(m) 7,20-6,56(m) 4,64-4,08(m)
C6 7,42-7,39(m) 8,04(s) — 7,19-7,16(m) 4,3-4,2(m)
7 7,55-7,34(m) 8,3(s) 2,38-2,11(m) 2,38-2,11(m) 4,64-4,21(m)
Cs 7,88-7,26(m) 8,29(s) 3,8-3,35(m) 7,20-6,73(m) 4,64-4,06(m)

m = multipleto, s = singleto
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7.0

(b)

Figura 44. Espectros de RMN de 'H (a) e de *'P{'H} (b) do composto [Pd(bzan)(Cl)(dppf)] (C5), obtidos em

CDCl;. Deslocamentos quimicos (8) em ppm.
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Figura 45. Espectros de RMN de 'H (a) e de *'P{'H} (b) do composto [Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6), obtidos em

CDCl;. Deslocamentos quimicos (3) em ppm.
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Figura 46. Espectros de RMN de 'H (a) e de *'P{'H} (b) do composto [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7), obtidos em

CDCl;. Deslocamentos quimicos (3) em ppm.
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Figura 47. Espectros de RMN de 'H (a) e de *'P{'H} (b) do composto [Pd(bzan)(N)(dppf)] (C8), obtidos em

CDCl;. Deslocamentos quimicos (3) em ppm.
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Nos espectros de RMN de 'H de cada composto, Figuras 44 a 47, o sinal observado na
regido de & = 8,2 a 8,0 ¢ atribuido ao hidrogénio do grupo iminico (H C=N) do ligante bzan.
Este estd localizado em campo mais alto quando comparado ao sinal associado ao mesmo
grupo, em & = 8,5, presente nos espectros dos precursores [Pd(bzan)(u-X)],, X = Cl, SCN,
NCO e N3. Desta forma, pode-se sugerir que as fosfinas estdo coordenadas de forma quelante
ao centro metdlico (Figura 42), devido a descoordenac¢do do nitrogénio iminico, aumentando o
efeito de protegdo sobre o niicleo de hidrogénio do grupo iminico (H C=N). Na regido de & =
7,9 a 7,2 ha multipletos referentes aos hidrogénios aromaticos do ligante bzan. No intervalo
de 6 = 7,1 a 6,7, notam-se multipletos atribuidos aos sinais de hidrogénios fenilicos da dppf e
na regido de 6 = 4,7 a 4,0 encontram-se multipletos referentes aos hidrogénios dos anéis

ciclopentadienos (Cp) da dppf.

Os espectros de RMN de 31P{IH} foram obtidos utilizando CDCI3; como solvente e

H3PO4 85% como padrio externo.

Para o composto [Pd(bzan)(Cl)(dppf)], observaram-se dubletos: o primeiro em & =
32,755; 32,595 (Jpp = 32,34 Hz), em 6 = 31,497; 31,346 (Jpp = 30,52 Hz) correspondente ao
fésforo coordenado ao metal de forma frans ao ligante cloro e cis ao carbono da bzan; e outro
em 6 =11,957; 11,806 (Jpp = 30,52 Hz) referente ao fosforo trans ao carbono da bzan e cis ao
ligante cloro, estes valores sugerem a existéncia de uma espécie em solu¢do contendo a dppf
coordenada ao Pd de forma quelante, associando-se a espécie proposta no estado sélido
[Pd(bzan)(CD)(dppf)], exemplificada pela Figura 42. J4 a presenca dos singletos, indica a

coordenacdo da fosfina em ponte ao centro metdlico, como mostra a Figura 49 (a).

No espectro de RMN de 31P{IH} do complexo [Pd(bzan)(SCN)(dppf)], observaram-se
trés dubletos: o primeiro em 6 = 29,567; 29,414 (Jpp = 30,92 Hz) e em 6 = 14,093; 13,340
(Jpp = 152,18 Hz); outro em & = 13,274; 13,125 (Jpp

30,11 Hz). Estes valores sugerem a
existéncia de duas espécies em solucdo, sendo que uma delas associa-se a espécie proposta no
estado s6lido (Figura 42), em que a fosfina coordena-se de forma quelante ao Pd, a bzan esta
coordenada ao centro metdlico apenas pelo dtomo de carbono e o grupo tiocianato esta

coordenado ao Pd de forma terminal pelo 4tomo de enxofre.

Vale salientar que estes dados permitem sugerir a presenca de uma outra espécie em
solugdo e, consequentemente, a ocorréncia de um equilibrio entre formas isoméricas do
composto. A possibilidade de formacdo de isdmeros em solucdo existe para tiocianato-
complexos, levando em considera¢do a influéncia do solvente no modo de coordenagdo do

referido pseudohaleto. Este desempenha um importante papel na coordenacdo do ion
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tiocianato, pois a ligacdo Pd-SCN ¢é favorecida por solventes com altas constantes dielétricas
(dmf, dmso, py, (CH3),CO, CH3CN), enquanto que solventes com baixa constante dielétrica
(C¢Hg, CCly, CHCl3, CH,Cl,) favorecem a ligagdao Pd-NCS, pois solventes com alta constante
dielétrica tendem a intensificar interacdes de natureza covalente, enquanto que os solventes

com baixa constante dielétrica favorecem as interacdes de natureza i6nica [71].

A coexisténcia destas espécies também pode ser atribuida ao fato da dppf possuir forte
capacidade T-receptora, tornando-a um ligante forte, ou seja, a ligacdo metal-fosforo €
fortalecida pela retrodoacdo entre os orbitais d preenchidos do metal, para os orbitais d vazios

do fésforo [71]. A Figura 48 mostra a representacdo esquemdtica das espécies propostas.

m\\\m f,,fF'F'h 2 (F\c\_\ f/_/F'F'h =

il — = N

Pd
/ \Pph SN — RHPPh z

isdmero I isdmero II

MCS

equilibrio tiocianato-isotiocianato

Figura 48. Estruturas propostas em solugdo para o complexo [Pd(bzan)(SCN)(dppf)], N-C = N-
benzilidenoanilina (bzan) e a 1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf), referente ao equilibrio entre

os isoméros I e II de ligacdo (M-SCN/M-NCS).

O composto [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] apresentou apenas um sinal em 28,641 ppm,
sugerindo apenas uma espécie em solugdo, este sinal indica a equivaléncia magnética dos
atomos de fosforos, o que confere a coordenacdo em ponte da fosfina dppf; ja para
[Pd(bzan)(N3)(dppf)] observam-se dubletos: o primeiro em 6 = 30,265; 30,093 (Jpp =
34,76 Hz) corresponde ao fésforo coordenado ao palddio(Il) de forma trans ao ligante cloro e
cis ao carbono da bzan [72] e em 6 = 12,224; 12,053 (Jpp = 34,56 Hz) referente ao fésforo
trans ao carbono da bzan e cis ao ligante cloro [73]. H4 um singleto em & = 26,602, desta
forma pode-se prever a existéncia de duas espécies em solucdo, uma contendo a dppf
coordenada ao Pd de forma quelante, associando-se a espécie proposta para o estado sélido
(Figura 42) e uma espécie contendo a difosfina coordenada em ponte. A Tabela 18 mostra os
principais deslocamentos quimicos (ppm) e seus deslocamentos quimicos para o ligante livre

e os compostos C5-C8.
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Assim como verificado na série anterior contendo a difosfina dppp, os compostos
contendo a difosfina dppf, podem formar diferentes espécies. As possiveis espécies formadas

sao exemplificadas conforme indicado pela Figura 49.

P—F MN—C_ PPl
Rava >, |
x s
X H“PPmJ
X =CI, NCO e N; X =Cl, SCN e N;
(a) (b)

Figura 49. Estruturas propostas em solug@o para o complexo [Pd(bzan)(X)(dppf)], X = Cl, SCN, NCO e N;. (a)

coordenacdo da dppf em ponte ao centro metélico e (b) coordenacdo da dppf de forma quelante.

Tabela 18 - Principais dados de RMN de *'P{'H} e proviveis espécies formadas em solucio dos complexos C5-

C8. (s = singleto, d = dubleto)

Complexos [Pd(bzan)(X)(P-P)] (8, ppm) [Pd(bzan)(X)(P-P)] (Jpr, Hz)
dppf livre -16,524(s) —
34,395(s) —
32,755; 32,595(d) 32,34
31,497; 31,346(d) 30,52
[Pd(bzan)(Cl)(dppD] (CS)
29,297(s) —
28,776(s) —
11,957; 11,806(d) 30,52
29,567;29,414(d) 30,92
[Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6) 14,093; 13,340(d) 152,18
13,274; 13,125(d) 30,11
[Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7) 28,641(s) —
30,265; 30,093(d) 34,76
[Pd(bzan)(N3)(dppf)] (C8) 26,602(s) —
12,224; 12,053(d) 34,56
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4.4. Série de Compostos do Tipo [Pd(bzan)(X)(dppet)], X = CI (9), SCN (C10), NCO
(C11), N; (C12) bzan = N-benzilidenoanilina, dppet = cis 1,2-

bis(difenilfosfina)etileno

4.4.1. Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

Nos espectros de absor¢do no IV dos compostos [Pd(bzan)(X)(dppet)], X = Cl (C9),
SCN (C10), NCO (C11) e N3 (€C12), Figura 50, ha bandas tipicas do ligante bzan, tais como
V(CH)ar, V(C=N)imico € O(CH),r, bem como uma banda larga indicando a presenca de dgua,

atribuida ao modo vibracional V(OH).

A coordenacdo do ligante bzan ao centro metélico, mediante o par de elétrons do
nitrogénio iminico, provocou o deslocamento da banda relativa ao modo vibracional v(C=N)
de aproximadamente 1620 para 1595 a 1567 cm’', sugerindo a auséncia da ligagio Pd-N
presente no anel ciclometalado das espécies precursoras [Pd(bzan)(u-X)], , X = Cl, SCN,
NCO e N3, sendo assim, o ligante bzan liga-se ao dtomo de palddio(II) apenas pelo carbono da
bzan. As bandas atribuidas aos modos vibracionais dos pseudohaletos foram deslocadas para
regides de menor energia, confirmando sua coordenacdo terminal apds haver a clivagem dos

dimeros em ponte.

A Figura 50 ilustra o espectro de absor¢@o na regido do infravermelho dos compostos

utilizando a fosfina dppet.
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Figura 50. Espectros de absor¢éo na regido do IV dos compostos [Pd(bzan)(X)(dppet)], X = Cl (C9), SCN
(C10), NCO (C11) e N5 (C12).

Nos espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos compostos
[Pd(bzan)(X)(dppet)], X = Cl (C9), SCN (C10), NCO (C11) e N3 (C12) (Figura 50), notam-
se além das bandas da bzan, bandas da fosfina dppet, como por exemplo aquelas atribuidas

aos estiramentos V(PC),, e d(HsCs), como ilustrado pelo espectro da dppet livre, Figura 51.
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Figura 51. Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante 1,2-bis(difenilfosfina)etileno (dppet).

A Tabela 19 resume as principais bandas observadas e suas atribui¢cdes para os

compostos [Pd(bzan)(X)(dppet)], X = CI (C9), SCN (C10), NCO (C11) e N3 (C12).

Tabela 19 - Principais modos vibracionais, em cm’', dos complexos [Pd(bzan)(X)(dppet)], X = Cl (C9), SCN
(C10), NCO (C11) e N; (C12).

N-benczilidenoanilina (bzan) Pseudohaleto Fosfina
Complexos
V(OH) V(C-H)ar V(C=N)imina  3(C-H)ar Vas Vs V(PC)ar  &(HsCy)
Cc9 3371m 3050f 1567ml 750F — — 1186m 556m
C10 3423m 3053f 1578FI 761F 2197FI 1436mF  1186m 551m
C11 3402m 3048f 1595F1 750F 2202F1 1430mF  1181m 556m
C12 3457Fl 3048f 1567ml 755F 2032mF  1425mF  1178m 551m

Intensidades: mF = muito forte; F' = forte; m = média; f = fraca; mf = muito fraca, [ = larga

Estes dados evidenciam a clivagem da ligacdo metal-nitrogénio do ligante bzan, a
coordenacdo quelante da fosfina dppet e a coordenagdo terminal dos pseudohaletos ao centro
metdlico, Figura 52, sendo que o grupo tiocianato liga-se através do dtomo de enxofre e o
grupo cianato via dtomo de nitrogénio. Assim sendo, propde-se para esta série de compostos

uma estrutura andloga aquela do composto [Pd(bzan)(SCN)(dppp)], Figura 25.

118




Capitulo 4 Resultados e Discussdo — Investigacdo Estrutural
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Figura 52. Estrutura proposta para os compostos [Pd(bzan)(X)(dppet)], X = Cl (C9), SCN (C10), NCO (C11) e
N3 (C12) no estado sélido.

A . P 1 31 1 » o . .
A ressonancia magnética nuclear de 'H e "'P{ H} também foi investigada para os

compostos C9 a C12, como discutido a seguir.

4.4.2. Ressonancia Magnética Nuclear

O espectro de RMN de 'H da dppet livre apresenta dois sinais referentes aos hidrogénios
aromadticos na regido de 7,29 a 7,16 ppm e em 1,54 ppm encontra-se os sinais de hidrogénio
alifaticos da dppet. Em 1,20 ppm aparece um sinal atribuido provavelmente a dgua do
solvente. O espectro de 3 ]P{]H} apresenta um sinal em & = -16,524, atribuido aos nicleos
equivalentes dos dtomos de fésforo do ligante dppet. Na Figura 53 estdo os espectros de 'H e

*'P{'H} do ligante dppet livre.

119




Capitulo 4 Resultados e Discussdo — Investigacdo Estrutural

T3

154

] 7.2 \lL
L

(b)

Figura 53. Espectros de RMN de 'H (a) e de *'P{'H} (b) do ligante dppet livre, obtidos em CDCl;.

Deslocamentos quimicos (8) em ppm.
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Nas Figuras 54 a 57 estdo os espectros de RMN de 'H dos compostos de Pd(Il) de
férmula geral [Pd(bzan)(X)(dppet)], X = C1 (C9), SCN (C10), NCO (C11) e N3 (C12). Os
espectros foram obtidos com a frequéncia de 500 MHz a 25 °C, utilizando como solvente
CDCl. A Tabela 20 ilustra os principais sinais e suas atribuicdes para os espectros de RMN

de 'H.

Tabela 20 - Dados de RMN de 'H (5, ppm) dos complexos [Pd(bzan)(X)(dppet)], X = Cl (C9), SCN (C10),
NCO (C11) e N; (C12).

Ligante e N-benczilidenoanilina 1,2-bis(difenilfosfina)etileno
Complexos Haromdticos (HC=N) H alifiticos  -[P-(CeHs),],
dppet — — 1,54(s) 7,29-7,16(m)
9 7,89-7,09(m) 9,86(s) 2,57-1,79(m)  6,15-6,12(m)
C10 8,18-7,20(m) 9,86-9,81(d) ()] = 25 Hz) 3,61(s) 7,09-6,61(m)
c11 8,27-7,29(m) 9,95(s) 1,74(s) 7,12-6,71(m)
C12 7,66-7,29(m) 8,21(s) 1,70(s) 7,11-6,64(m)

m = multipleto, d = dubleto, s = singleto
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Figura 54. Espectro de RMN de 'H composto [Pd(bzan)(CI)(dppet)] (C9), obtido em CDCl;. Deslocamentos

quimicos (8) em ppm.
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Figura 55. Espectro de RMN de 'H do composto [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10), obtido em CDClIs.

Deslocamentos quimicos (8) em ppm.
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Figura 56. Espectro de RMN de 'H do composto [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11), obtido em CDCl;.

Deslocamentos quimicos (8) em ppm.
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Figura 57. Espectro de RMN de 'H do composto [Pd(bzan)(N;)(dppet)] (C12), obtido em CDCls;.

Deslocamentos quimicos (8) em ppm.
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Os espectros de 'H dos compostos C9 a C12 mostram sinais referentes aos
hidrogénios aromdticos da bzan e dppet, estes encontram-se na regido de 8,27 a 6,12 ppm.
Nota-se o deslocamento quimico do hidrogénio iminico (H*C=N) do ligante bzan quando
comparado aos sinais dos compostos precursores (8 = 8,5). Este fato sugere a descoordenagdo
do atomo de nitrogénio do ligante bzan e desta forma, ocorre a coordenacdo da fosfina dppet
de forma quelante ao centro metdlico. H4 multipletos no intervalo de 7,29 a 6,12 ppm,
correspondentes aos hidrogénios do anel da dppet, além dos hidrogénios alifaticos da dppet,
na regido de 3,61 a 1,54 ppm. Observam-se sinais em campo alto (8 = 2,20 a 0,82) associados
aos nicleos de hidrogénios mais protegidos magneticamente, indicando uma possivel
formacdo de outras espécies em solucdo, além da espécie formada no estado sélido, como

ilustrado pela Figura 52.

4.4.3. Andlise Térmica

Curva TG/DTA do ciclopaladado [Pd(bzan)(Cl)(dppet)] (C9)

As curvas TG/DTA do complexo [Pd(bzan)(Cl)(dppet)] obtidas em atmosfera de ar
sintético, Figura 58, mostram sua decomposicdo em etapas consecutivas, ndo sendo possivel
atribuir perdas parciais dos ligantes. A termodecomposicdo inicia-se em 150 °C com uma
grande perda de massa, acompanhada de um sinal exotérmico na DTA em 465 °C. Paladio

metalico foi identificado como residuo final.
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Figura 58. Curvas TG/DTA do composto [Pd(bzan)(CI)(dppet)] (C9).

Curva TG/DTA do ciclopaladado [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10)

As curvas TG/DTA do composto [Pd(bzan)(SCN)(dppet)], Figura 59, mostram que
sua decomposicao térmica ocorre em uma unica etapa. Todos os ligantes sdo eliminados entre
160 e 750 °C e em 750 °C obtém-se palddio metélico como residuo. Os sinais exotérmicos

que ocorrem entre 300 e 620 °C deve-se a queima dos ligantes.
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Figura 59. Curvas TG/DTA do composto [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10).

Curva TG/DTA do ciclopaladado [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11)

As curvas TG/DTA do composto [Pd(bzan)(NCO)(dppet)], Figura 60, mostram que
sua decomposi¢do térmica ocorre em 3 etapas. Todos os ligantes s@o eliminados entre 120 e
510 °C e o palddio € parcialmente oxidado a PdO. O sinal exotérmico em 465 °C deve-se a
queima dos ligantes. De 510 a 814 °C, o restante do paladio metélico é oxidado a PdO. Na
terceira etapa, 814 - 861 °C, todo o 6xido de paladio(Il) € reduzido a palddio metdlico, com

um sinal endotérmico na DTA.
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Figura 60. Curvas TG/DTA do composto [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11).

Os principais dados termoanaliticos sao mostrados na Tabela 21.

Tabela 21 - Perdas de massa (%) e intervalos de temperatura observados nas curvas TG/DTA dos complexos

[Pd(bzan)(X)(dppet)], X = CI (C1), SCN (C2) e NCO (C3).

Variaciao de massa (%)

Composto Etapa AT (°C) Atribuicio - o

o 1 150-750 -dppet, -bzan, -Cl 85,21 84,38
Residuo 14,79 15,62

C10 1 160-750 -dppet, -bzan, -SCN -85,68 -85,77
Residuo 14,32 14,23

1 120-510  -dppet, -bzan, -NCO, + 0,30, -84,05 -83,55

o1 2 510-814 +0,2 O, +0,89 +0,93

3 814-861 -0,5 0, -2,21 -3,37

Residuo 14,63 14,01
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Diante das temperaturas iniciais de decomposi¢do dos compostos, propde-se a

seguinte ordem decrescente de estabilidade térmica:

[Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10) > [Pd(bzan)(Cl)(dppet)] (C9) > [Pd(bzan)(NCO)(dppet)]
(C11)

O residuo final foi identificado como palddio metalico e esta identificacdo foi feita
utilizando a difracdo de raios-X pelo método do pd. Os valores de distancias interplanares
d(hkl) e intensidades (%), sdo caracteristicos desse residuo [53]. A Figura 6lilustra o

difratograma de raios-X de pé do residuo final da termodecomposicio do composto

[Pd(bzan)(CI)(dppet)] (C9).

120

111

100
—_
&= =0 4
R
[ b}
=
(1]
= _
= & 200
=
=
E 220
— 0

20

10 20 ao 0 50 &0 Ta

Angula (QJ

Figura 61. Difratograma de raios-X, método do pd, do residuo final da termodecomposi¢do do
[Pd(bzan)(CI)(dppet)] (C9).
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4.5. Série de Compostos do Tipo [Pd(dmba)(X)(isn)], X = CI (C13), Br (C14), NCO

(C15), N3 (C16), dmba = N,N-dimetilbenzilamina, isn = isonicotinamida

4.5.1. Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

A caracterizagcdo dos compostos precursores [Pd(dmba)(u-X)],, X = Cl, Br, NCO e N3
estd descrita na literatura [16, 55], no entanto serdo realizadas algumas consideragdes sobre os

mesmos para que sejam feitas comparacdes entre os precursores € as novas espécies obtidas.

Os principais modos vibracionais da N,N-dimetilbenzilamina (dmba) livre, apresentam
bandas atribuidas ao v(C-H)urom €m 3031 cm™, vCH[-N(CH;),] em 2942 cm™', vCH (-N-CH,-)
em 2772 cm’), V(C-C)arom €m 1570 cm! e a O(C-H)rom em 740 cm’. No entanto quando
complexadas ao centro metélico, ocorre um deslocamento para freqiiéncias mais altas, como
por exemplo, em compostos do tipo [Pd(dmba)(u-X)],, X = CI, Br, NCO e N3, as bandas
atribuidas ao v(C-H)urom s@0 deslocadas para 3058-3054 cm'l; vCH[-N(CH3),] em 2973-2912
cm” e VCH(-N-CH,-) em 2889-2857 cm’.

Os pseudohaletos apresentam bandas caracteristicas no espectro 1V, possibilitando
inferir sobre sua coordenacdo ao centro metdlico. Os espectros de absor¢@o na regido do IV
para os dimeros precursores mostram o estiramento assimétrico cianato (v,s NCO) em 2175
cm’ e seu estiramento simétrico (vs NCO) em 1287 cm'l, caracterizando sua coordenacdo em
ponte ao centro metdlico através do atomo de nitrogé€nio; enquanto o composto contendo
azida, apresenta banda de estiramento assimétrico (v,s N3) em 2057 cm’! e estiramento
simétrico (vs N3) em 1356 cm™, o que também mostra sua coordenacdo em ponte (end-on) ao

atomo de paladio.

Comparando-se as bandas caracteristicas dos dimeros precursores [Pd(dmba)(u-X)],,
X = Cl, Br, NCO e Ni, com aquelas obtidas para os compostos sintetizados, pode-se
diagnosticar alteracdes em suas freqii€ncias vibracionais, caracterizando assim a formacao de

novos compostos. A Figura 62 ilustra os espectros no IV dos complexos preparados.
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Figura 62. Espectros no IV dos complexos sintetizados com isonicotinamida. [Pd(dmba)(Cl)(iso)] (C13),

[Pd(dmba)(Br)(iso)] (C14), [Pd(dmba)(NCO)(iso)] (C15) e [Pd(dmba)(N3)(iso)] (C16).

Inicialmente nota-se o deslocamento das bandas referentes a dmba, ou seja, os
estiramentos vV(C-H),om em 3197-3049 cm'l, vCH[-N(CH3);] em 2979-2923 cm'l, vCH(-N-
CH,-) em 2897-2885 cm’ e V(C-C)arom €m 1579-1542 cm’, o que evidencia a clivagem do
dimero precursor e posterir formacdo de mondmenos. Observam-se também novas bandas
oriundas dos peudohaletos cianato e azida. O estiramento assimétrico do cianato encontra-se
em 2212 cm™, o que permite inferir sua coordenagdo ao centro metdlico terminalmente via
atomo de nitrogénio e o da azida em 2039 cm’l, também coordenada terminalmente ao atomo
de paladio.

Ja o ligante isonicotinamida possui trés sitios doadores: nitrogénio do anel piridinico;
nitrogénio do grupo amido e o oxigénio do grupo carbonil. As bandas mais significativas do
grupo amida da isonicotinamida [77] sdo V(NH),s 3370 e v(NH) 3187 cm’, v(CO) 1668 cm’,
v(CN) 1391 cm’, além da 0 (respiracao do anel) em 993 cm’. A Figura 63 ilustra o espectro

do ligante isonicotinamida.
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Figura 63. Espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante isonicotinamida.

Analisando os espectros no IV dos compostos 1-4, evidenciou-se a presenca do ligante
isonicotinamida nos complexos supracitados. A isonicotinamida comporta-se como ligante
monodentado, sendo assim sua reacdo com [Pd(dmba)(u-X)],, X = Cl, Br, NCO e N3 leva a
clivagem dos dimeros, formando os mondmeros [Pd(dmba)(X)(iso)], X = CI (C13), Br (C14),
NCO (C15) e N3 (C16). Estas evidéncias sdo decorrentes do aparecimento de bandas na
regido de 3349-3184 cm’, originadas dos estiramentos assimétrico e simétrico v(N-H) da isn,

1 . . . .
. A 1isonicotinamida

além do estiramento v(CO) do grupo amida entre 1689-1662 cm’
coordena-se ao Pd(II) através do nitrogénio piridinico, devido ao deslocamento de
aproximadamente 50-70 cm’, para freqiiéncias mais altas da respiracdo do anel (¢) em

relacio ao ligante livre (993 cm™) [77].

Para facilitar o entendimento dos espectros, e as atribuicdes das frequéncias

vibracionais presentes na isn e nos complexos, a Tabela 22 ilustra os dados obtidos.
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Tabela 22 - Principais modos vibracionais, em cm™, dos complexos [Pd(dmba)(X)(iso)], X = Cl (C13), Br
(C14), NCO (C15) e N; (C16).

Freqiiéncias (cm™)

Atribuicao dmba isn C13 C14 C15 C16
vas(NH)+vs(NH) - 3370-3187 F  3343-3184mF  3349-3184m  3328-3188f 3324-3184f
V(CH)4rom 3031 m - 3049 m 3053 f 3053 f 3197 m
v(C-H)
2942 F - 2979 m 2970 f 2879 f 2923 f
[-N(CHs)]
v(CH)
2772 F - 2896 f 2897 f 2896 f 2885 f
(-N-CH,-)
v.s(NCO) - - - - 2212 mF -
V.s(NNN) - - - - - 2039 mF
V(C-C)arom 1570m - 1548 m 1542 f 1550 f 1579 f
v(C=0) - 1666 F 1662 mF 1667 F 1689 F 1677 F
v(C-NH,) - 1404 mF 1398 mF 1398 F 1398 f 1387 f
v(C-CONH,) - 1124 f 1127 m 1117f 1086 mf 1056 mf
vi{(NCO) - - - - 1315 f -
V{(NNN) - - - - - 1283 f
0 (respiracao do
- 993 f 1044 f 1044 f 1059 f 1059 f
anel)
d(NCO) - - - - 634 f -
S(NNN) - - - - - 573 f

Intensidades: mF = muito forte; F = forte; m = média; f = fraca; mf = muito fraca.

Estes resultados apontam para uma geometria quadrado planar do Pd(II), havendo a
coordenacdo dos pseudohaletos de forma terminal, a isonicotimanida coordenando-se pelo
atomo de nitrogénio do grupo piridinico e o ligante dmba ligando-se através dos dtomos de
carbono e nitrogénio. De acordo com os dados de andlise elementar e IV, pode-se propor a
estrutura para a série de compostos do tipo [Pd(dmba)(X)(isn)], X = Cl, Br, NCO e N,

mostrado na Figura 64.
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Figura 64. Proposta estrutural para os complexos da série [Pd(dmba)(X)(isn)], X = CI, Br, NCO e Nj,

Com o intuito de confirmar estas informagdes, utilizou-se a técnica de RMN de 'H e

de "C{'H} para subsidiar a proposta estrutural.

4.5.2. Ressonancia Magnética Nuclear

Foram obtidos os espectros de RMN de 'H e B¢ {'H} dos complexos de Pd(Il) da
série [Pd(dmba)(X)(isn)], X = Cl (C13), Br (C14), NCO (C15) e N3 (C16), medidos em
dimetilsulféxido (DMSO-ds) como solvente, j4 que estes compostos sdo pouco soldveis em
cloroférmio. Os deslocamentos quimicos referentes ao ligante isonicotinamida livre serdo

discutidos conforme indicado pela numeragao da Figura 65.

Figura 65. Numeracio utilizada para a atribuicdo dos deslocamentos quimicos do ligante isonicotinamida.

. . L. 1 1 1 . . . . . ,
Os sinais dos deslocamentos quimicos de H e 3C{ H} da isonicotinamida livre esta

ilustrado na Figura 66.
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Figura 66. Espectros de RMN de 'H (a) Bc {'H} (b) do ligante isonicotinamida livie em DMSO-dg.

Deslocamentos quimicos (8) em ppm.

As Figuras 67 a 70 ilustram os espectros de RMN de 'H e "*C{'H} dos compostos de
Pd(II) de férmula geral [Pd(dmba)(X)(isn)], X = Cl (C13), Br (C14), NCO (C15) e N3 (C16).

Os espectros foram obtidos com a frequéncia de 500 MHz a 25 °C, utilizando como solvente

DMSO-,.
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Figura 67. Espectros de RMN de 'H (a) °C {'H} (b) do complexo [Pd(dmba)(Cl)(isn)] (C13), obtidos em

DMSO-d. Deslocamentos quimicos (8) em ppm.
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Figura 68. Espectro de RMN de '"H (a) do complexo [Pd(dmba)(Br)(isn)] (C14), obtido em DMSO-d.

Deslocamentos quimicos (8) em ppm.

Para o complexo [Pd(dmba)(Br)(isn)], mesmo apds 15 h de coleta de dados, os sinais
apresentavam intensidades muito baixas, demonstrando que para este composto seria

necessario um tempo de coleta demasiadamente longo, inviabilizando a conclusao da medida.
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341

(b)

Figura 69. Espectros de RMN de 'H (a) "°C {'H} (b) do complexo [Pd(dmba)(NCO)(isn)] (C15), obtidos em

DMSO-d. Deslocamentos quimicos (8) em ppm.
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Figura 70. Espectros de RMN de 'H (a) "°C {'H} (b) do complexo [Pd(dmba)(N3)(isn)] (C16), obtidos em
DMSO-d. Deslocamentos quimicos (8) em ppm.
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As principais atribuicdes dos espectros de 'H e *C {'H} para os complexos

[Pd(dmba)(X)(isn)], X = Cl (C13), Br (C14), NCO (C15) e N3 (C16), sdo dadas nasTabelas

23 e 24.

Tabela 23 - Dados de RMN 'He suas atribui¢io de deslocamentos quimicos, & (em ppm), dos ligantes livres

(dmba e isn) e dos complexos obtidos [Pd(dmba)(X)(isn)], X = CI (C13), Br (C14), NCO (C15) e N; (C16).

Deslocamentos guimicos (&) em ppm
Ligantes e
dmha isn
Complexos
H arom (-N-CHj-) [-N-CHjz)| H6/H2 H7 H5/H3 H7T
dmba livre 722-714m 3328 2,143 - = — —
isn livre i = = 871d¢1=597Hz) 2,233l 776 d(31=597 Hz) 770l
C13 T.00-6,660m) 3,980 2,780s8) 8.930s) 8.720s) T.E7(s) T.A6(s)
Cl4 T.28(5) 4,02(s) 3,02-2.96(m) 9.100s) 3.500s) T 740m) 7.01(s)
Cls 7.19(s) 3,980 2,741(s8) 8.92-8.87(m) 8.870s) 7.8 30m) T.73(s)
Cla T.06-8.890m) 3,98(s) 2,62(s) 8.95(s) 8.,790s) 7,957, 72(m) 7,81(m)

Multiplicidade: s = singleto, m = multipleto, sl = sinal largo

Tabela 24 - Dados de RMN C {'H}e suas atribui¢do de deslocamentos quimicos, & (em ppm), dos ligantes
livres (dmba e isn) e dos complexos obtidos [Pd(dmba)(X)(isn)], X = Cl (C13), Br (C14), NCO (C15) e N;

(C16).
Deslocamentos guimicos (&) em ppm
Ligantes e
complexos dmba isn Ciclometalados
{-C-CHj-N-) C arom (-N-CHj-) [-N(CH;);] cy C6/C2 C4 C5/C3 X C-Pd
dmba livre 13851 128,42-12641 63.9 44 7 - - - - - -
isn livre = = = 166,39 150,14 141,30 121,38 = =
Cc13 1315608 124.87-12146(m)  73,07(s) 52.07(sy 165,17(s) 153,76(s) 145.,09¢s) 121 4603 = 148,00(s)
C1s 1320608 124,52-123,35(m)  72,79(s) 51,92(s) 153,40(s) 143,19(s) 150,35¢s) 12143081y | 166.160s8) 134,12(s)
Clé 132,08 124,953-121,58(m)  72.,75(s) 51,28(s) 153,21(s) 148,536(m) 150,44(s) 124,93¢s) | 165,05(m) 132,08(s)

Multiplicidade: s = singleto, m = multipleto, sl = sinal largo
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Nos espectros de RMN de 'H dos compostos da série [Pd(dmba)(X)(isn)], X = CI
(C13), Br (C14), NCO (C15) e N3 (C16), observam-se sinais de ressonancia correspondentes
aos sinais do ligante isonicotinamida em campo mais baixo com & = 8,95-8,92, quando
comparados ao ligante livre em & = 8,71, indicando a coordenacdo do ligante ao centro
metdlico. Os espectros também apontam sinais referentes aos hidrogénios aromaticos da dmba
na regido de & = 7,06-6,66, havendo deslocamentos quimicos significativos em relagdo ao
ligante livre (& = 7,22-7,14). Este fato indica que esses hidrogénios sofreram protecdo
magnética apds a coordenacdo e consequentemente ocorre um deslocamento quimico para

campo alto.

O aparecimento de outros sinais pode ser explicado pela provavel formacao de mais de
uma espécie em solu¢do bem como pela presenca do ligante isonicotinamida livre em solugao.
Esta afirmac¢do pode ser feita de acordo com os deslocamentos quimicos observados para o
ligante livre em 6 = 8,72 (Hz e Hg), 7,76 (H3 e Hs) e & = 8,20 atribuido aos hidrogénios do
grupo amido. Tal fato pode ser decorrente da labilidade do palddio(Il) e ligantes piridinicos
em sistemas quadrado-planares, e o possivel tempo desprendido para a realizacdo das andlises

em DMSO-de.

Em aproximadamente 0 = 2,48 hd um sinal do solvente utilizado (DMSO-dg) e
proximo a & = 3,31 aparece um sinal que provavelmente é atribuido a presenca de dgua do

solvente.

Nos espectros de RMN de >C {'H}, evidencia-se a presenca de sinais na regido de d =
124,82 a 121,46, atribuidos aos carbonos aromdticos da dmba, sendo que estes sinais estiao
presentes em O = 128,42 a 126,41 na dmba livre. A coordenagdo ao dtomo de palddio a dmba
€ constatada pelo sinal do carbono da ligacdo C-Pd, que ocorre entre 148,09 a 132,06 ppm.
Este sinal nos dimeros precursores [Pd(dmba)(u-X)], encontra-se proximo a & = 146,08, o que

confirma a clivagem dos mesmos e a formacao dos mondmeros propostos.

Os sinais dos carbonos C3/CS do ligante isn para os compostos C13, C15 e C16,
encontram-se na regido de 124,93 a 121,43 ppm, localizados em campo mais baixo em
relacdo aos mesmos carbonos do ligante isn, que aparecem em 121,38 ppm. Na regido de o =
153,776 a 143,19, atribui-se aos carbonos C2/C6 dos complexos, visto que houve um
deslocamento quimico para campo mais baixo em rela¢do ao ligante isn livre (& = 150,16),

comprovando sua coordenacio ao centro metalico.

140




Capitulo 4 Resultados e Discussdo — Investigacdo Estrutural

4.5.3. Andlise Térmica

Curva TG/DTA do ciclopaladado [Pd(dmba)(CI)(isn)] (C13)

A curva TG mostrou que a decomposicdo térmica do composto [Pd(dmba)(Cl)(isn)],
Figura 71, ocorre em trés etapas. Na primeira etapa, entre 201-441 °C, ocorre a saida dos
ligantes dmba, isonicotinamida e do grupo cloro e estd associada a um evento endotérmico em
224 °C. Nota-se a incorporacdo de O, na etapa subseqiiente, no intervalo de 441-604 °C,
levando a formacdo de PdO associada ao pico exotérmico em 372 °C. Em seguida, entre 604-

888 °C, ha perda de massa originando palddio metdlico como residuo.

100
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90 4 — DTA

T exo
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70 A

60
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Figura 71. Curvas TG/DTA do composto [Pd(dmba)(Cl)(isn)] (C13).
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Curva TG/DTA do ciclopaladado [Pd(dmba)(Br)(isn)] (C14)

A curva TG evidenciou que a decomposicdo térmica do composto
[Pd(dmba)(Br)(isn)], Figura 72, se faz em trés etapas. Na primeira etapa, entre 193-524 °C,
ocorre a liberac@o dos ligantes dmba, isonicotinamida e do grupo bromo e esté associada a um
evento endotérmico em 227 °C. Nota-se a incorporacdo de O, na etapa subseqiiente (524-811
°C), levando a formagdo de PdO associada ao pico endotérmico em 351 °C. A ultima etapa,

que ocorre entre 811-885 °C, ha perda de oxigénio resultando, como residuo final, o Pd°.
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Figura 72. Curvas TG/DTA do composto [Pd(dmba)(Br)(isn)] (C14).
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Curva TG/DTA do ciclopaladado [Pd(dmba)(NCO)(isn)] (C15)

A decomposi¢do térmica do composto [Pd(dmba)(NCO)(isn)], Figura 73, ocorre em
duas etapas consecutivas. A primeira, entre 170-531 °C, corresponde a perda de um grupo
dmba, isn e NCO acompanhada de um pico endotérmico de baixa intensidade em 192 °C e de
um intenso pico exotérmico em 420 °C. A segunda etapa consiste em um ganho de massa
atribuido a incorporagdo de O, no intervalo de 800-867 °C. A perda de massa atribuida a saida

de O, origina o residuo final identificado como palddio metélico.
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Figura 73. Curvas TG/DTA do composto [Pd(dmba)(NCO)(isn)] (C15).
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Curva TG/DTA do ciclopaladado [Pd(dmba)(N3)(isn)] (C16)

A curva do ciclopaladado [Pd(dmba)(N3)(isn)] indica sua decomposicdo térmica em
dois estdgios consecutivos, Figura 74. Observa-se no intervalo de 158-379 °C a perda de um
grupo dmba, isn e um ion azida. No intervalo de 780-856 °C ha ganho de O, formando PdO

seguido da eliminagdo de O, originando paladio metalico como residuo final.
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Figura 74. Curvas TG/DTA do composto [Pd(dmba)(N3)(isn)] (C16).

Um resumo dos principais dados obtidos a partir das curvas TG dos compostos
[Pd(dmba)(Cl)(isn)] (C13), [Pd(dmba)(Br)(isn)] (C14), [Pd(dmba)(NCO)(isn)] (C15) e
[Pd(dmba)(N3)(isn)] (C16) € apresentado na Tabela 25.
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Tabela 25 - Perdas de massa (%) e intervalos de temperatura observados nas curvas TG/DTA dos complexos

[Pd(dmba)(X)(@isn)], x = C1 (C13), Br (C14), NCO (C15) e N; (C16).

o Am/ % DTA /°C oL
Complexo Etapas AT /°C Atribuicao
Obt. Calc. Endo Exo
1 201441 -72,67 -7327 224 372 - dmba, - CI, - isn
C13 2 441-790  +3,47 +4,02 — 452 +0,50,
3 790-890 -4,29 -4,02 834 — -0,50,
Residuo — 26,51 26,73 — — Pd°
- dmba, - Br, - isn,
1 193-524 72,30 -74,15 227 —
+0,25 O,
C14 2 524-811 +1,81 +1,87 351 — + 0,25 O,
3 811-885 -3,74 -3,62 823 530 -0,50,
Residuo — 25,77 24,10 — — Pd°
- dmba, - NCO, - isn,
1 170-531 -68,83  -69,76 192 207
+0,50,
C15
2 800-867 -4,34 -3,95 804 420 -0,50,
Residuo — 26,81 26,29 — — Pd°
195, 262-
1 158-379  -69,34  -69,76 184 329 - dmba, - N3, - isn
C16
2 780-856 -3,95 -4,01 824 — +0,5 0,
Residuo — 26,71 26,23 — — Pd°

Considerando as temperaturas iniciais de termodecomposi¢do dos compostos C13-

C16, propde-se a seguinte ordem decrescente de estabilidade térmica:

[Pd(dmba)(Cl)(isn)] (C13) > [Pd(dmba)(Br)(isn)] (C14) > [Pd(dmba)(NCO)(isn)] (C15) >

As curvas

termogravimétricas das espécies

[Pd(dmba)(N3)(isn)] (C16).

obtidas mostram decomposi¢des

consecutivas em duas e trés etapas, levando a formacdo de palddio metélico apds atingir a

temperatura aproximada de 800 °C, no qual o PdO anteriormente originado sofre

decomposicao.
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A identificac@o do residuo final das termodecomposi¢des como palddio metdlico foi
realizada através da difracdo de raio-X pelo método do pd, mostrando valores de distincias
interplanares d(hkl) e intensidades (I1%) caracteristicos desse composto [53]. A Figura 75
mostra o difratograma de raio-X de p6 do residuo final da decomposicao térmica do composto
C13, sendo esta figura representativa também para os demais residuos finais formados pelos

compostos C14, C15 e C16.
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Figura 75. Difratograma de raios X, método do pd, do Pd° obtido no final da termodecomposi¢ao do composto

[Pd(dmba)(Cl)(isn)] (C13).

Apdés a investigacdo estrutural dos complexos [Pd(dmba)(Cl)(isn)] (C13),
[Pd(dmba)(Br)(isn)] (C14), [Pd(dmba)(NCO)(isn)] (C15) e [Pd(dmba)(N3)(isn)] (C16), estes
foram submetidos a ensaios bioldgicos para avaliar seus potenciais antituberculostéticos e os

dados obtidos encontram-se no capitulo seguinte que trata das Propriedades Bioldgicas.
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5. PROPRIEDADES BIOLOGICAS DOS COMPLEXOS
CICLOPALADADOS

Os ensaios envolvendo os compostos ciclopaladados e seus ligantes frente a atividade
antiproliferativa de células tumorais e a viabilidade celular de macréfagos peritoneais de
camundongos, além da liberagdo de intermedidrios reativos de oxigénio como H,O, e de
nitrogénio como NO, foram realizados por mim, no laboratério Imunologia Clinica, do
Departamento de Andlises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara —

UNESP, sob a supervisdo da Profa. Dra. Iracilda Zeppone Carlos.

5.1. Aplicacao dos Complexos Ciclopaladados e seus Ligantes em Ensaios Biologicos

como Agentes Antitumorais

Os compostos ciclopaladados Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6), [Pd(bzan)(NCO)(dppf)]
(C7), [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10) e [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11) foram submetidos a
ensaios biologicos, visando avaliar seus potenciais citotoxicicos aos macrofagos (células de
defesa) de camundongos sadios e de camundongos portadores de tumor LMM3 na forma
s6lida, concomitantemente analisou-se suas atuacdes no sistema imunolégico mediante
produgdo ou inibicao dos mediadores quimicos peréxido de hidrogénio (H,0O») e 6xido nitrico
(NO) por macréfagos peritoneais de camundongos. Para a realizacdo dos testes foram
utilizados camundongos isogénicos do tipo Balb/C. Para minimizar possiveis contaminacoes e
aplicar condi¢cdes semelhantes a todos os animais, todos os materiais utilizados, entre eles,
maravalha, racdo e a dgua dos camundongos foram previamente autoclavados. Antes da
distribuicdo da dgua nas garrafas, estas eram expostas por 30 min. a radiacio UV em camara

de fluxo laminar. As gaiolas de polietileno eram limpas a cada um dia.

Além dos ciclopaladados supracitados, investigou-se a citotoxicidade e a resposta
imunolégica dos ligantes N-benzilidenoanilina (bzan) (C17), 1,1-bis(difenilfosfina)ferroceno
(dppf) (C19) e cis 1,2-bis(difenilfosfina)etileno (dppet) (C20) e a cisplatina (cis-DDP) (C),

utilizada como droga padrao.
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5.1.1. Determinagdo da viabilidade celular de macrdéfagos peritoneais de camundongos
sadios e de camundongos portadores de tumor solido LMM3 frente aos diferentes

compostos pela técnica de MTT [57]

Foi empregada a técnica colorimétrica utilizando uma solu¢cdo de brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélico (MTT) para verificacio da atividade e integridade
mitocondrial, interpretada como uma medida da viabilidade celular [57]. A metodologia €
baseada na redugcdo de um sal de tetrazdlio amarelo solivel por enzimas do reticulo
endoplasmatico e também pela enzima succinato desidrogenase mitocondrial de células
vidveis. Essa reducdo gera a formazana, um produto insolivel de cor purpura, que se acumula
nas células devido a sua incapacidade de atravessar a membrana celular. A adi¢do do dlcool
isopropilico solubiliza e libera os cristais de formazana produzidos, possibilitando sua

quantificacdo colorimétrica.

As concentracdes de DMSO nas solucdes-mae e nas respectivas dilui¢des finais das
espécies investigadas ndo foram significativamente citotoxicicas [78]. Foram testadas
diferentes concentracdes de DMSO em solu¢Oes-mae e nas subsequentes dilui¢des utilizadas
nas incubagdes de 24 h. Verificou-se que as concentragdes de DMSO nas espécies testadas
ndo foram citotéxicas em relacdo as células incubadas com RPMI-1640-C (Controle
Negativo) para os macréfagos peritoneais e a linhagem tumoral LMM3, portanto ndo

influenciando sobre a citotoxicidade das mesmas.

Nestes ensaios verificarou-se a influéncia na citotoxicidade dos compostos
ciclopaladados quanto a presencga dos ligantes dppf e dppet, assim como dos pseudohaletos,
SCN e NCO, em suas esferas de coordenagdo. Fez-se ainda uma comparacdo do potencial

citotoxico dos compostos e seus ligantes com a droga padrao, a cisplatina.

Os macrofagos sao células que se originam dos mondcitos, oriundos da medula dssea.
Constituem a segunda maior populacdo celular do sistema imune. Estas células utilizam a

fagocitose para desempenhar um papel importante na resposta imune inata [79].

Nos ensaios para determinacdo da citotoxicidade, verificou-se que os macréfagos de
camundongos sadios e de camundongos portadores do tumor LMM3 na forma sélida foram
sensiveis ao potencial toxico da cisplatina (cis-DDP) (C), dos compostos

[Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6), [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7), [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10) e

149




Capitulo 5 Resultados e Discussdo — Propriedades Bioldgicas

[Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11), e dos ligantes N-benzilidenoanilina (bzan) (C17), 1,1"-
bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf) (C19) e cis 1,2-bis(difenilfosfina)etileno (dppet) (C20). Os
valores dos indices de citotoxicidade correspondentes a 25% e 50%, IC,s e ICso,

respectivamente, obtidos para os periodos de 24 h de exposi¢do encontram-se na Tabela 26.

Tabela 26 - Indices de citotoxicidade (IC,s e ICs) da cisplatina (C), dos compostos [Pd(bzan)(SCN)(dppf)]
(C6), [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7), [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10), [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11), e dos
ligantes bzan (C17), dppf (C19) e dppet (C20) para os macréfagos de camundongos sadios e para os macréfagos

de camundongos portadores de tumor LMM3 na forma sélida, do tipo Balb/C ap6s 24 h de exposicdo.

IC, 2 ICs
Camundongos Camundongos
Camundongos Camundongos
Compostos portadores de portadores de
Sadios Sadios

tumor LMM3 tumor LMM3

C 18,88 +2,14 48,12 £ 1,99 62,88 +2,14 104,68 = 1,99

Coé 43,64 + 4,16 0,00 69,33 4,16 28,18 £ 1,57

Cc7 49,10 £ 1,84 74,10 £ 2,31 83,66 £ 1,84 167,88 £ 2,31

C10 6,92 + 3,85 3,48 £3,38 18,89 + 3,85 7,75 £ 3,38

C11 7,20 £ 4,01 3,46 + 7,37 19,05 £ 4,01 12,53 £ 7,37
C17 1486,03 + 1,73 1268,24 0,68  2794,25+1,73  2116,85 0,68
C19 116,46 £ 5,25 150,74 £ 0,48 188,66 £ 5,25 325,05+0,48
C20 108,11 £ 2,04 204,94 + 1,55 188,66 + 2,04 326,27 + 1,55

"5 x 10° células / cavidade da placa. > Os valores acima sdo calculados pela média + desvio padrio (DP) de
cinco animais em triplicata, valores determinados por uma curva dose-resposta expressos em pmol/L.

Dentre os  compostos investigados, [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10) e
[Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11) apresentaram-se mais citotoxicicos que os demais, inclusive
quando comparados a cisplatina (C). Estas citotoxicidades dos compostos C10 e C11 ocorrem
tanto para macréfagos de camundongos sadios quanto para macréfagos de camundongos
portadores de tumor LMM3 na forma sélida. Considerando as estruturas dos complexos
investigados, verifica-se a influéncia do ligante dppet coordenado ao paladio(Il), produzindo
um efeito do complexo mais intenso que o do ligante, visto que os ligantes livres testados
apresentaram-se pouco citotoxicicos (Tabela 26), fato evidenciado pelos seus altos indices de

IC25 € IC50.
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Observou-se também que houve influéncia dos pseudohaletos, jd que para os quatro
ciclopaladados testados, os compostos C6 e C10, contendo como pseudohaleto o SCN,

apresentaram maior citotoxicidade sobre as células de macréfagos testadas.

5.1.2. Liberagcdo de H»0; por macrofagos de camundongos sadios e camundongos

portadores de tumor LMM3 na forma sélida

Uma das principais caracteristicas dos macréfagos ativados € o aumento de sua
capacidade em liberar mediadores pro-inflamatorios e citotoxicicos como os intermedidrios
reativos de oxigénio (na forma de H,O,) e nitrogénio (na forma de NO), enzimas hidroliticas
e citocinas citotoxicas que podem atuar na destrui¢do de antigenos. A liberacdo em excesso e
descontrolada de H,O, pode destruir tecidos normais [80]. No entanto, ainda ndo se sabe qual

€ a concentracdo minima de H,O; liberada, capaz de danificar os tecidos sadios.

Adicionou-se as células de macréfagos peritoneais de camundongos sadios e de
camundongos portadores de tumor LMM3 na forma sélida, solu¢des de concentracdes
correspondentes aos valores de ICys e ICsy da cisplatina (C), [Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6),
[Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7), [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10), [Pd(bzan)(NCO)(dppet)]
(C11), dos ligantes bzan (C17), dppf (C19) e dppet (C20), em periodo de exposi¢dao de 24 h,
além do PMA (controle positivo) e o tampdo completo de vermelho de fenol (controle
negativo). As concentracdes de H,O, liberadas pelos compostos e ligantes estao ilustradas na

Tabela 27.
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Tabela 27 - Efeitos da cisplatina (C), [Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6), [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7),
[Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10), [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11) e os ligantes bzan (C17), dppf (C19) e dppet
(C20), sobre a produgio de H,O, em macréfagos de camundongos sadios e macréfagos de camundongos
portadores de tumor LMM3 na forma sélida apés 24h de exposicao, utilizando os indices de citotoxicidade 1Cps

€ ICS().

[H20,]umol/2x10° células

IC,2 ICx
Camundongos Camundongos
Camundongos Camundongos
Compostos portadores de portadores de
Sadios Sadios
tumor LMM3 tumor LMM3
C 3,02+0,43 0,00 3,33+0,41 0,00
Cé 9,6710,81 0,00 9,3610,41 0,4010,11
C7 0,00 0,00 0,7910,56 0,00
C10 0,9610,73 0,00 0,00 0,00
C11 0,00 0,00 0,00 0,00
C17 4,2110,78 0,00 4,7110,58 0,00
C19 4,5010,05 0,00 6,57%1,59 0,00
C20 3,5840,41 0,00 4,2110,21 0,00
PMA 49,75+2,92 33,17£1,95

1- 2 x 10° células / cavidade da placa. > Os valores acima sio calculados pela média + desvio padrio (DP)
de cinco animais em triplicata, valores determinados por uma curva dose-resposta expressos em
wmol/L.

Considerando os ciclopaladados investigados, o complexo C6 liberou maiores niveis
de H,0, para os macréfagos de camundongos sadios para os indices de citotoxicidade de ICs
e ICsp, o composto C7 liberou uma pequena quantidade de H,O, apenas para o ICsy. J4 os
complexos contendo a difosfina dppet, apenas o C10 liberou uma pequena concentragao de

H,0; para o ICp5 de camundongos sadios.

Com relacdo aos camundongos portadores de tumor LMM3, apenas o composto C6
liberou uma pequena quantidade de H,O, para seu ICsp. Ndo se sabe ao certo quais sdo os
mecanismos de atuacdo dos complexos testados em células cancerigenas, mas sabe-se que 0s
macréfagos ativados podem distinguir células sauddveis ou normais de células tumorais, e
assim, podem lisar apenas as tumorais. Essa seletividade pode ocorrer através da ligacao de

macréfagos ativados especificos na superficie da membrana celular [81]. Saliente-se que
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todos os ciclopaladados, seus ligantes e a cisplatina, liberaram H,O, em concentracdes muito
inferiores ao liberado pelo PMA (estimulante natural). A Figura 76, ilustra as concentragdes

de H,0O, liberados para os macr6fagos de camundongos sadios apds 24 h de incubagio.
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Figura 76. Efeitos dos compostos e ligantes na liberacdo de peréxido de hidrogénio (H,O,) em culturas de

macréfagos peritoneais de camundongos sadios. (A) ICys e (B) ICsy.
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5.1.3. Liberacdo de NO por macrofagos de camundongos sadios e de camundongos

portadores de tumor LMM3 na forma solida

O ¢6xido nitrico (NO) € um radical livre produzido pelos macréfagos como resposta a
estimulos sofridos pelo organismo, desempenhando um papel regulatério no inicio do
desenvolvimento de vérias respostas inflamatérias e imunes [82]. O NO ndo € um oxidante
forte, porém essa molécula reage com o anion superéxido (O,’), levando a formagdo de
peroxinitrito (ONOO-) e 4cido peroxinitroso (ONOOH), os quais dramaticamente aumentam

a toxicidade do NO e O, isolados [83].

O NO € um potente vasodilatador e seu papel na resposta inflamatdria pode estar
relacionado com sua capacidade em aumentar a permeabilidade vascular e do edema através
de alteragdes no fluxo sangiiineo local e do aumento na producio de prostaglandinas pro-
inflamatorias [84]. Também pode ser responsavel pela vasodilatagdo presente na angiogénese

fisiologica ou patolégica, como no caso de tumores [85].

Hoje, sabe-se que os macrofagos podem ser ativados e assim tornarem-se citotoxicicos
para células tumorais, incluindo células resistentes a morte por outros componentes do
sistema de defesa do hospedeiro e drogas antitumorais. Essa atividade dos macréfagos sobre
algumas células tumorais ocorre por mecanismos dependentes da via 6xido nitrico. O 6xido
nitrico possui vdrias funcdes, dentre elas, pode ser o regulador de fungdes fisiologicas e
apresentar atividade tumoricida. Atua diretamente nas células tumorais, inibindo sua

respiracdo celular e, indiretamente, provocando danos ao DNA celular [86].

Nestas experi€ncias, adicionou-se as células de macréfagos peritoneais de
camundongos sadios e de camundongos portadores de tumor LMM3 na forma sélida,
concentragdes correspondentes aos valores de ICys e ICsp da cisplatina (C),
[Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6), [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7), [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10),
[Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11), dos ligantes bzan (C17), dppf (C19) e dppet (C20), no
periodo de 24 h, além do LPS (controle positivo) e meio RPMI-C (controle negativo). As

concentragdes de NO sdao mostradas na Tabela 28.
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Tabela 28 - Efeitos da cisplatina (C), [Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6), [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7),
[Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10), [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11) e os ligantes bzan (C17), dppf (C19) e dppet
(C20), sobre a producdo de NO em macréfagos de camundongos sadios e macréfagos de camundongos
portadores de tumor LMM3 na forma sdlida, apds 24h de exposicgdo utilizando os indices de citotoxicidade IC,s

€ ICS().

[NOJumol/5x10° células

IC,2 ICx
Camundongos Camundongos
Camundongos Camundongos
Compostos portadores de portadores de
sadios sadios
tumor LMM3 tumor LMM3
C 10,74£10,74 7,4810,42 8,4510,32 6,9240,91
Cé 6,1510,54 4,9410,31 1,6310,36 5,3510,75
Cc7 0,160,220 0,00 0,2410,33 0,00
C10 3,75%0,19 2,1010,55 2,9940,19 1,9310,27
C11 0,130,15 2,18%0,79 0,00 0,00
C17 4,3210,04 9,04+1,35 0,3810,13 4,9310,66
C19 17,7610,67 11,36+1,18 14,88+1,36 8,70+1,92
C20 13,4910,31 15,2410,22 3,2610,21 13,32+1,80
LPS 190,00+19,1 126,67%12,73

"5 x 10° células / cavidade da placa. > Os valores acima sdo calculados pela média + desvio padrio (DP) de
cinco animais em triplicata, valores determinados por uma curva dose-resposta expressos em pLmol/L.

Utilizando o indice de citotoxicidade IC,5 os compostos C6 e C10, ambos contendo
tiocianato, induziram a liberacdo de NO em niveis mais elevados para macréfagos de
camundongos sadios e portadores de tumor LMM3 na forma sélida. Cabe salientar que os
compostos C10 e C11, pertencentes a mesma série de compostos, liberaram niveis préximo

de NO para IC,s de camundongos portadores de tumor LMM3.

A mesma andlise foi realizada para o indice de citotoxicidade ICsy e neste caso o
composto C11 ndo induziu a liberagdo de NO nem para os macréfagos de camundongos
sadios, nem para os macréfagos de camundongos portadores de tumor LMM3 na forma
solida. O composto que mais liberou NO foi o C10 para macréfagos de camundongos sadios e

C6 para camundongos portadores de tumor LMM3, ambos contendo o pseudohaleto SCN.
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Constatou-se, claramente, que todos os compostos e ligantes induziram a liberacdo de

NO em niveis bem inferiores ao produzidos pelo LPS, o estimulante de 6xido nitrico.

Como ainda ndo foram realizados estudos que descrevam as interacdes dos compostos
no organismo, uma das possibilidades para interpretar os baixos niveis de NO produzidos, é
que reagdes secunddrias na conversdao de NO a NO, podem ter acontecido. A interagdo dos
complexos com o NO; ou com o NO pode ser um fator positivo, j& que quando os
macrofagos liberam concentracdes elevadas de NO, reagdes nocivas ao organismo ocorrem,
entre elas, a nitrosacdo da flora intestinal, que implica em inflamagdes cronicas
desencadeando o inicio de um cancer, além de converter agentes pré-carcinogénicos em

carcinogénicos [87].

Contudo observou-se que foram os ligantes livres como a dppf (C19) e a dppet (C20)
que induziram a maior liberacdo de NO e que quando coordenados ao centro metalico seus
valores tornam-se muito baixos, nao ocasionando os danos citados anteriormente, resultando

numa possivel acao anti-inflamatdria dos compostos ciclopaladados.

A Figura 77, ilustra os niveis de NO dectados para compostos e ligantes em células de

macréfagos peritoneais de camundongos sadios.

156




Capitulo 5 Resultados e Discussdo — Propriedades Bioldgicas
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Figura 77. Liberagdo de 6xido nitrico (NO) em culturas de macréfagos peritoneais de camundongos sadios. (A)
ICy5 e (B) ICsy.
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5.1.4. Determinagdo da inibi¢cdo de H>O;

Os compostos cisplatina (C), [Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6), [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7),
[Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10), [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11), e os ligantes bzan (C17),
dppf (C19) e dppet (C20), inibiram a liberacdo de H>O, quando utilizados as doses de IC,s e
ICsp ap6s 24 h de incubacdo. As porcentagens de inibicao dos compostos sobre a producio de

H,0; em 24 h de exposicao estdo na Tabela 29.

Tabela 29 - Porcentagem de inibicio quando utilizadas as doses de IC,s e ICsy da cisplatina (C),
[Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (Ce), [Pd(bzan)(NCO)(dppb)] (C7), [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10),
[Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11) e os ligantes bzan (C17), dppf (C19) e dppet (C20), sobre a producio de H,O,
em macréfagos de camundongos sadios e macréfagos de camundongos portadores de tumor LMM3 na forma

solida, ap6s 24h de exposigao.

Porcentagem de Inibicao de H,O,

IC,s” ICsy
Camundongos Camundongos
Camundongos Camundongos
Compostos portadores de portadores de
sadios sadios
tumor LMM3 tumor LMM3
C 100 72,2512,16 100 100
Cé 100 97,17+0,91 100 31,83%1,71
C7 100 98,6810,42 100 100
C10 100 100 100 100
C11 100 98,6810,42 100 100
C17 100 100 100 100
C19 100 100 100 98,791+0,39
C20 100 97,4610,81 100 99,3710,20

"2 x 10° células / cavidade da placa. > Os valores acima sio calculados pela média + desvio padrio (DP) de
cinco animais em triplicata, valores determinados por uma curva dose-resposta expressos em pmol/L.

De acordo com os dados obtidos da Tabela 29, os compostos C6, C7, C10 e C11 e os
ligantes bzan (C17), dppf (C19) e dppet (C20), além da cisplatina (C) inibiram a producdo de
H,0; apds 24 h de incubagdo. As porcentagens de inibi¢do dos compostos sobre a produgdo

de H,O; foram de 100% para os ICys e ICsy dos macréfagos de camundongos sadios. Para os
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macréfagos de camundongos portadores de tumor LMM3 na forma sélida as inibi¢des foram
bem préoximas a 100%, exceto para ICs da cisplatina e 1Cso de C6, este apresentando SCN em

sua composicao.

5.1.5. Determinagdo da inibi¢cdo de NO

Os  compostos  [Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6), [Pd(bzan)(NCO)(dppfH)] (C7),
[Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10), [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11) e os ligantes bzan (C17), dppf
(C19), dppet (C20) e a cisplatina (C) foram submetidos a testes de inibicio de NO para
macrofagos peritoneais de camundongos sadios e portadores de tumor LMM3 na forma
sOlida, utilizando os indices de citotoxicidade IC,s e ICsyp apds 24 h de incubagdo. As
porcentagens de inibi¢cdo dos compostos sobre a liberagdo de NO em 24 h de exposi¢do estdo

na Tabela 30.
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Tabela 30 - Porcentagens de inibicdo quando utilizadas as doses de IC,s e ICsy da cisplatina (C),
[Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (Ce), [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7), [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10),
[Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11), dos ligantes bzan (C17), dppf (C19) e dppet (C20), sobre a liberagio de NO em

macroéfagos peritoneais de camundongos sadios e portadores de tumor LMM3 na forma sdélida, apds 24 h de

exposicao.
Porcentagem de Inibicao de NO
IC, 2 ICs
Camundongos Camundongos
Camundongos Camundongos
Compostos portadores de portadores de
sadios sadios
tumor LMM3 tumor LMM3
C 53,294+2.59 39,66%1,40 62,951£1,10 48,5910,59
Cé 68,8610,54 16,55%1,03 94,3110,04 59,0610,36
C7 29,011£2,96 87,42+1,23 59,20+2,79 100
C10 56,03%+2,09 30,5010,60 72,0910,10 41,8610,76
C11 24,3243,43 41,54+1,85 82,45+1,06 89,7410,85
C17 31,92+1,14 0,00 37,221£1,91 9,95%1,33
C19 31,21£3,90 0,00 55,0010,66 9,8240,65
C20 57,8510,43 36,8410,49 63,3910,33 40,39+1,63

"5 x 10° células / cavidade da placa. > Os valores acima sio calculados pela média + desvio padrio (DP) de
cinco animais em triplicata, valores determinados por uma curva dose-resposta expressos em pLmol/L.

Nos valores de IC,5 para macréfagos de camundongos sadios, os compostos C6 e C10,
além do ligante dppet (C20) foram os que mais inibiram a producio de NO, inclusive quando
comparados a cisplatina (C), sendo que ambos possuem o pseudohaleto tiocianato em sua
esfera de coordenacdo. Para C7 e C11 a inibi¢do de NO foi inferior a da cisplatina, neste caso,
ambos possuem o cianato em sua esfera de coordenacdo. Considerando os macréfagos de
camundongos portadores de tumor o composto C7 induziu a maior porcentagem de inibicao
de NO, fato este que comprova que o animal portador de tumor pode apresentar niveis

alterados de NO, ou mesmo sua inibicdo, em decorréncia da condi¢do patolégica.

A inibicdo de NO também foi avaliada utilizando o ICsy. Tanto para macréfagos de
camundongos sadios quanto para aqueles portadores de tumor LMM3 na forma sélida, as

porcentagens mais baixas foram as dos ligantes C17 e C19.

Considerando apenas os macréfagos de camundongos portadores de tumor LMM3 na

forma sélida, o composto C7 inibiu 100% a produgdo de NO, seguido do C11, sugerindo
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assim a influéncia do pseudohaleto NCO presente na esfera de coordenagdo do paladio(1I).
Provavelmente existem diferentes mecanismos de acdo destes compostos na produgdo do

6xido nitrico, sendo que o NCO deve participar do processo de forma distinta.

5.2. Atividade biolégica frente ao bacilo de Koch

A parte relativa a atividade antimicobacteriana dos compostos ciclopaladados foi
investigada pela Profa. Dra. Clarice Queico Fujimura Leite e pelo mestrando Fernando
Rogério Pavan, do laboratorio de Micobacteriologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

de Araraquara — UNESP.

Atualmente o tratamento da tuberculose leva seis meses, desde que os pacientes
tomem diariamente drogas associadas (coquetéis) como por exemplo, a isonizida e a
pirazinamida. No entanto, como j4 mencionado, o tratamento da tuberculose além de ser
longo, provoca diversos efeitos colaterais [46], por isso, a busca incessante por novas drogas
(sintéticas ou ndo) que sejam mais eficazes, diminuindo drasticamente os efeitos causados
pelos medicamentos, seu tempo de tratamento e que sejam capazes de eliminar a resisténcia

apresentada pelo bacilo com o uso continuo de medicamentos.

Um exemplo de composto sintético, é o [Fe(CN)5(INH)]3', um ferrocianeto associado
a molécula de isoniazida (INH), que exibiu um valor de concentracio minima inibitéria

(CIM) de 0,2 ug/mL e estd em fase final de testes pré-clinicos com camundongos.

Desta forma, o Grupo de Organometdlicos do Instituto de Quimica de Araraquara —
UNESP, sintetiza compostos metalicos, com o objetivo de avaliar suas potencialidades frente

ao bacilo de Koch, causador da tuberculose.

Neste trabalho, complexos de paladio(Il) e seus ligantes foram submetidos a ensaios
de inibicdo do crescimento do bacilo Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC-27194.
Estes testes foram realizados em triplicata, com as amostras solubilizadas em DMSO e
testadas segundo os procedimentos padrao de MABA (Microplate Alamar Blue Assay) [61].
Os valores encontrados para a concentracdo inibitoria minima (CIM) foram obtidos por
medidas de luminescéncia, relacionadas as variacdes de intensidade de cor do revelador

resazurina, em microfluorimetro SpectraFluor Plus da TECAN, e s@o apresentados na Tabela
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31. Estes valores representam a menor concentracio da amostra capaz de impedir a

multiplicacdo das micobactérias, eliminando, no minimo, 90% das mesmas.

Os complexos de palddio(Il) [Pd(bzan)(SCN)(dppp)] (C2), [Pd(bzan)(NCO)(dppp)]
(C3), [Pd(dmba)(Cl)(isn)] (C13), [Pd(dmba)(Br)(isn)] (C14), [Pd(dmba)(NCO)(isn)] (C15),
[Pd(dmba)(N3)(isn)] (C16), além dos ligantes bzan (C17), dppp (C18), dmba (C21) e isn
(C22), foram submetidos a ensaios de inibicdo do crescimento do Mycobacterium
tuberculosis agente etioldgico da tuberculose humana, linhagem H37Rv ATCC — 27194. Os
valores encontrados para a concentragdo inibitéria minima (CIM) estdo apresentados na

Tabela 31.

162




Capitulo 5 Resultados e Discussdo — Propriedades Bioldgicas

Tabela 31 - Concentracgio Inibitéria Minima (CIM) dos complexos de palddio(Il) [Pd(bzan)(SCN)(dppp)] (C2),
[Pd(bzan)(NCO)(dppp)] (C3), [Pd(dmba)(Cl)(isn)] (C13), [Pd(dmba)(Br)(isn)] (C14), [Pd(dmba)(NCO)(isn)]
(C15), [Pd(dmba)(N;)(isn)] (C16), além dos ligantes bzan (C17), dppp (C18), dmba (C21) e isn (C22), frente o
Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC - 27194 pela técnica do MABA (Microplate Alamar Blue Assay),
em DMSO.

Atividade antimicobacteriana CIM (pe/mD) CIM (pumollL)
90% inibicao 90% inibicao
Compostos
[Pd(bzan)(SCN)(dppp)] (C2) 3,9 5,15
[Pd(bzan)(NCO)(dppp)] (C3) 3,9 5,26
[Pd(dmba)(Cl)(isn)] (C13) 62,5 157
[Pd(dmba)(Br)(isn)] (C14) 62,5 142
[Pd(dmba)(NCO)(isn)] (C15) 250 618
[Pd(dmba)(N3)(isn)] (C16) 15,6 38,5
Ligantes
bzan (C17) > 250 > 1379
dppp (C18) * *
dmba (C21) > 250 > 1849
isn (C22) > 250 > 2047
Sais dos pseudohaletos
NaSCN > 125 1542
KNCO > 125 1541
NaNj3 39 599.9
Drogas Padroes
Isoniazida (INH) 0,015-0,05 0,11-0,36
Pirazinamida (PZA) 50-100 406,1-812,2

* O teste micobacteriano para o ligante dppp teve um comportamento inusitado, pois
diferentemente dos demais compostos e ligantes, a medida em que se aumentava a
concentragcdo, aumentava-se também o crescimento micobacteriano e esperava-se um

comportamento oposto.
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Nota-se que os valores de CIM para todos os complexos foram inferiores aos dos
ligantes livres e dos sais de pseudohaletos; excecdo feita ao complexo [Pd(dmba)(NCO)(isn)]

(C15).

Estes resultados sdo intrigantes, visto que, os complexos de palddio(Il) com
isonicotinamida (isn), que possui estrutura similar a isoniazida, apresentaram valores de CIM
mais elevados do que os dos compostos contendo a difosfina dppp. Sabe-se que as difosfinas
possuem potencial antitumoral e os testes realizados também indicam a possibilidade de suas

aplicacdes como agentes tuberculostaticos, quando complexadas ao paladio(1I).

Os resultados obtidos também foram comparados ao da pirazinamida (PZA), droga
utilizada no tratamento da tuberculose, e que apresenta um CIM entre 50-100 pg/mL. Todos

os ciclopaladados, exceto o C15, apresentaram CIM inferiores ao da pirazinamida.

A andlise desses dados permite inferir que o 4tomo de palddio potencializa a acio dos
complexos frente a atividade do Mycobacterium tuberculosis, ja que os valores de CIM
obtidos para os complexos (exceto para C15) foram menores do que os dos ligantes livres,
salienta-se a baixa concentra¢do encontrada para o composto [Pd(dmba)(Ns)(isn)] (C16); este
resultado € explicavel pois 0 NaNj3 ja tem um certo potencial toxico frente as micobactérias e

quando a azida € associada ao paladdio, a sua atuacio € potencializada.

Sendo assim, € vdlido ressaltar o potencial promissor de compostos ciclopaladados
nesta aplicacdo bioldgica, em face aos resultados obtidos e a inexisténcia de relatos na

literatura empregando os mesmos como agentes antituberculostaticos.

De um modo geral, pode-se observar que os valores de CIM obtidos para os
compostos de palddio(IT) como o [Pd(bzan)(SCN)(dppp)] (C2), [Pd(bzan)(NCO)(dppp)] (C3)
e [Pd(dmba)(N3)(isn)] (C16), sao bastante satisfatérios, uma vez que valores de

CIM < 31,25 pug/mL sdo considerados promissores para substancias sintéticas [60].
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Novos complexos de palddio(II) foram obtidos a partir de reagdes entre os precursores
[Pd(bzan)(u-X)],, X = Cl, SCN, NCO e N3, bzan = N-benzilidenoanilina e os ligantes
difosfinicos 1,3-bis(difenilfosfina)propano (dppp), 1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf) e
1,2-bis(difenilfosfina)etileno (dppet), bem como entre a série [Pd(dmba)(u-X)],, X = CI, Br,
NCO e N3, dmba = N,N-dimetilbenzilamina e a isonicotinamida (isn).

Os compostos sintetizados [Pd(bzan)(X)(dppp)], [Pd(bzan)(X)(dppD)],
[Pd(bzan)(X)(dppet)] e [Pd(dmba)(X)(isn)] foram caracterizados por espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho e esta técnica permitiu inferir sobre o modo de
coordenacdo dos pseudohaletos, ja que suas bandas estdo em uma regido bastante limpa do
espectro. O estiramento assimétrico dos pseudohaletos mostra a coordenagdo terminal dos
mesmos ao centro metalico, sendo que o ion tiocianato coordena-se via atomo de enxofre (Pd-
SCN) e o cianato via dtomo de nitrogénio (Pd-NCO). Também observou-se a clivagem dos
dimeros precursores através quebra da ligacdo entre o palddio(Il) e o nitrogénio iminico do
ligante bzan e a coordenacdo de forma quelante das difosfinas utilizadas. J4 para os
complexos [Pd(dmba)(X)(isn)] houve a coordenacao do nitrogénio piridinico da isn ao centro
metdlico e o ligante dmba coordenou-se pelos dtomos de carbono e nitrogénio, sendo assim,
compostos com geometria quadrado-planar ao redor do palddio(Il) foram obtidos.

Estes dados estdo concordantes com a estrutura resolvida por difragdo de raios-X de
monocristal do complexo [Pd(bzan)(SCN)(dppp)] (C2). Observou-se uma estrutura
mononuclear com uma geometria quadrado-planar ao redor do centro metalico. O tiocianato
coordena-se terminalmente ao palddio(Il), via &tomo de enxofre trans ao dtomo de fésforo do
ligante difosfinico, o carbono do ligante bzan encontra-se trans a outro atomo de f6sforo do
ligante dppp e esta liga-se de forma quelante ao metal. Saliente-se que se trata de uma
estrutura supramolecular originada mediante ligacdes de hidrogénio entre o nitrogénio do
grupo —SCN de uma molécula do complexo e um hidrogénio (H20) de outra molécula.

Os compostos do tipo [Pd(bzan)(X)(dppp)], [Pd(bzan)(X)(dppf)]
[Pd(bzan)(X)(dppet)], X = Cl, SCN, NCO e N; foram, também, investigados por
espectroscopia de RMN de 'H e de *'P{'H}, mostrando a presenca em solucdo de virias
espécies, incluindo, entre estas, aquela do estado sélido. Os espectros de RMN de *'P{'H}

para a série [Pd(bzan)(X)(dppet)], serdo ainda, objeto de uma investigacdo mais minuciosa.
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O estudo termogravimétrico destes compostos possibilitou, a partir da temperatura
inicial de decomposicdo, propor a seguinte ordem decrescente de estabilidade térmica para a
série dppp: [Pd(bzan)(SCN)(dppp)] > [Pd(bzan)(NCO)(dppp)] > [Pd(bzan)(Cl)(dppp)];
para a série dppet a ordem estabelecida é a seguinte: [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] >
[Pd(bzan)(Cl)(dppet)] > [Pd(bzan)(NCO)(dppet)].

Por espectroscopia de RMN de 'He de 13C{ 1H} para a série [Pd(dmba)(X)(isn)], X =
Cl, Br, NCO e N3, constatou-se a formacdo de vdarias espécies em solucdo. A estabilidade
térmica decrescente para estes complexos, de acordo com a temperatura inicial de
decomposicdo, € a seguinte: [Pd(dmba)(Cl)(isn)] > [Pd(dmba)(Br)(isn)] >
[Pd(dmba)(NCO)(isn)] > [Pd(dmba)(N3)(isn)].

Quanto aos testes antitumorais, notou-se que o potencial citotoxico dos complexos de
formula geral [Pd(bzan)(X)(dppf)] e [Pd(bzan)(X)(dppet)], X = SCN e NCO, esta
intimamente relacionado ao ligantes, os compostos mais citotoxicicos foram
[Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10) e [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11), devido a presenca da
difosfina dppet, quando comparados aos demais complexos. Os ligantes bzan (C17), dppf
(C19) e dppet (C20) mostraram um pequeno potencial citotoxicico quando empregados frente
aos macrofagos peritoneais de camundongos; entretanto, este potencial foi consideravelmente
aumentado quando da coordenacdo dos mesmos ao centro metdlico. Em alguns casos, os
valores de IC foram superiores ao da cisplatina (C), utilizada como droga padrdo. Cabe
ressaltar que mesmo quando alguns compostos apresentaram elevados valores de indice de
citotoxicidade, isso ndo se constitui em indicativo de que eles ndo sejam eficientes quando
testados in vivo.

Deve-se mencionar, ainda, que foram realizados testes bioldgicos expondo os
macréfagos peritoneais de camundongos sadios e de camundongos portadores de tumor
LMM3 na forma sélida, aos compostos de palddio(Il) e a cisplatina em periodos de 24 e 48 h,
no entanto os dados de 48 h ndo foram expostos neste trabalho, e estes testes mostraram-se
tempo-dependentes, visto que as concentragdes encontradas para os indices de citotoxicidade
(ICy5 e ICsp) apds 48 h foram inferiores aqueles encontrados para o periodo de 24 h.

O composto [Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6) estimulou a liberacio de H20:2 para os
macréfagos de camundongos sadios, em concentragdes superiores a da cisplatina para os
indices de ICps e ICsp, o composto [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7) liberou uma pequena
quantidade de H,O, apenas para o ICsy. Para os macréfagos de camundongos portadores de
tumor LMM3 na forma sélida, apenas o composto [Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6) liberou uma

pequena quantidade de H,O,. Para os testes de inibi¢cdo de per6xido de hidrogénio, todos os
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compostos foram capazes de inibir a liberacdo de H,O, para os macréfagos de camundongos
sadios. Para os macréfagos dos camundongos portadores de tumor apenas o complexo
[Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6) ndo inibiu completamente a producdo de H,O,.

O composto [Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6) estimulou a liberacio de NO em
concentracdo mais significativa que os demais complexos, exceto para o ICsy de
camundongos sadios, que neste, caso o composto que mais liberou NO foi o complexo
[Pd(bzan)(SCN)(dppet)] (C10), no entanto, as concentracdes de NO liberadas pelos
complexos foram inferiores aos niveis de NO liberados pela cisplatina; tanto para os
macréfagos de camundongos sadios quanto para os macréfagos de camundongos portadores
de tumor LMM3 no periodo de exposi¢do de 24 h. Considerando os valores de 1Cys5 e I1Cso de
para a inibicdo de NO, notou-se que para os macrofagos de camundongos sadios, o complexo
[Pd(bzan)(SCN)(dppf)] (C6) inibiu consideravelmente a liberagdo do NO, inclusive quando
comparado a cisplatina. Ja para os macrofagos de camundongos portadores de tumor LMM3
na forma sélida, os complexos [Pd(bzan)(NCO)(dppf)] (C7) e [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (C11)
inibiram a liberacdo de NO em niveis mais significativos, inclusive quando comparados a
cisplatina, e esta inibicdo mais acentuada, pode estar associada a presenca do ion NCO na
esfera de coordenacdo dos complexos. Neste caso, diferentemente da viabilidade celular
(testes com macrofagos), na qual a difosfina coordenada ao 4atomo de paladio(Il)
potencializou a citotoxicidade, para os testes de inibi¢do de NO, o pseudohaleto pode ter sido
o responsavel pelos elevados niveis de inibicao.

Com relag@o aos ensaios de atividade bioldgica frente ao bacilo de Koch, causador da
tuberculose, notou-se que os valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) para os
complexos testados: [Pd(bzan)(X)(dppp)], X = SCN (C2), NCO (C3) e [Pd(dmba)(X)(isn)],
X = CI (C13), Br (C14) e N3 (C16), foram inferiores aos dos ligantes livres, bzan (C17),
dmba (C21), dppp (C18) e isn (C22) e aos dos sais de pseudohaletos (NaSCN, KNCO e
NaN3), exceto o composto [Pd(dmba)(NCO)(isn)] (C15). Estes valores também foram
comparados ao da pirazinamida (PZA), droga ja utilizada no tratamento da tuberculose e que
apresenta um CIM entre 50 e 100 mg/mL e verificou-se que os compostos, exceto o
[Pd(dmba)(NCO)(isn)] (C15) apresentaram concentracdes minimas inibitdrias inferiores ao
da PZA. Considerando os valores obtidos fica evidente que a coordenacdo dos ligantes ao
atomo de palddio, produzem espécies com atividades tuberculostdticas substancialmente
maiores que as dos ligantes livres.

Sendo assim, destaca-se o potencial promissor dos ciclopaladados em aplicacdes

bioldgicas, portanto, testes utilizando estes compostos ainda serdo continuados tanto na ac¢do
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contra o crescimento do Mycobacterium tuberculosis, quanto em testes antitumorais frente as
linhagens murinas LPO7 (pulmdo) e LM3 (mama) e as linhagens humanas C6 (cérebro) e
MCEF-7 (adenocarcinoma). Estes estudos ji estdo em andamento, sendo necessario ainda uma

reflexdo mais criteriosa sobre os expressivos conjuntos de dados ja obtidos.
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