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Resumo

A descoberta das propriedades antitumorais do composto cis-[PtCl,(NHs),],
conhecido como cisplatina, colocou o uso de compostos de coordenagdo em evidéncia nas
aplicagdes medicinais. Desde entdo, a comunidade cientifica se empenha para encontrar
compostos de coordenacdo que possuam um espectro de atividade mais amplo e que
apresentem menos efeitos adversos do que a cisplatina. A escolha do palddio como centro
metalico se baseia no fato de possuirem similaridade com a quimica de coordenacdo da
platina.

O trabalho apresenta quatro novos complexos de Pd(ll), sintetizados partindo-se do
precursor  [PdCl;(MeCN),] com o ligante  N-Metil-2-[4-(4-hidréxifenil)butan-2-
ilideno]hidrazina-1-carbotioamida (FMTSC), trifenilfosfina e os ions CI, I, SCN" e Ns,
formando assim os complexos [PdCI(FMTSC)(PPhs)]Cl (1), [PdI(FMTSC)(PPhs)]ICl (2),
[PA(SCN)(FMTSC)(PPh3)]Cl (3) e [Pd(N3)(FMTSC)(PPhs)] (4). Todos os complexos foram
isolados, purificados e caracterizados por analise elementar, espectroscopia vibracional na
regido do infravermelho, ressondncia magnética nuclear de 1D e 2 D, anadlise
termogravimétrica e espectrometria de massa.

Os dados experimentais sugerem que, em todos os casos, a coordenacado do ligante
FMTSC ocorreu através do atomo de enxofre do grupo tiocarbonila e pelo nitrogénio
azometinico. Os dados de ressonancia magnética nuclear para os complexos 1-3 apresentam
o sinal do hidrogénio hidrazinico, mostrando coordena¢do com o ligante neutro. Jd no
complexo 4, a auséncia deste sinal mostra a desprotonacdo do ligante.

Em todos os compostos foi confirmada a presenga de dois conjuntos de sinais para os
nucleos de *H e 3C, indicando a presenca de duas espécies em solugdo (a/b).

Os complexos tiveram sua citotoxicidade investigada, in vitro, pelo método do MTT
frente linhagem de células tumorais MCF-7 — adenocarcinoma mamadrio humano, com
resultados promissores para os complexos que mostraram valores de 1Csg na faixa 0,73-1,28
MM contra 19,60 uM da cisplatina.

Palavras-chave: Paladio(ll), RMN, citotoxicidade e atividade bioldgica.



Abstract

The discovery of the antitumor properties of the compound cis- [PtCl,(NHs),], known
as cisplatin, put in evidence the use of coordination compounds in evidence in medicinal
applications. Since then, intense efforts have been undertaken to find coordination
compounds that have a broader spectrum of activity with less adverse effects than cisplatin.
The choice of palladium as the metal center is based on the fact that it has similarity with the
platinum coordination chemistry.

This work presents four new complexes of Pd (ll), synthesized starting from the
precursor  [PdCl;(MeCN),] with  ligand  N-Methyl-2-[4-(4-hydroxy-phenyl)butan-2-
ylidene]hydrazine-1-Carbothioamide (FMTSC), triphenylphosphine and the ions (CI, I, SCN
and Ns), thus forming the complex [PdCI(FMTSC)(PPhs)]Cl (1), [PDI(FMTSC)(PPhs)]CI (2),
[PA(SCN)(FMTSC)(PPh3)]ClI (3) and [Pd(N3)(FMTSC)(PPhs)] (4). All complexes were isolated,
purified and characterized by elemental analysis, infrared vibrational spectroscopy, 1D and
2D nuclear magnetic resonance, thermogravimetric analysis and mass espectrimetry.

The experimental data suggest that, in all cases, the FMTSC coordinates through the
sulfur atom of the thiocarbonyl group and the azomethynic nitrogen. Nuclear magnetic
resonance spectra for complexes 1-3 show the presence of the hydrazinic hydrogen signal,
indicating that the ligand behaves as neutral ligand coordination with the neutral ligand. For
complex 4, the absence of this signal suggests the deprotonation of the ligand.

In all the compounds it was verified the presence of two sets of signals for *H and *3C
nuclei, indicating the existence of two species in solution (a/b).

The in vitro cytotoxicity of the complexes was investigated, by MTT method against
line of MCF-7 tumor cells - human mammary adenocarcinoma, with promising 1Cso values in
the range 0,73-1,28 uM against 19,60 uM of cisplatin.

Keywords: Palladium (I1), NMR, cytotoxicity and biological activity.
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1 Introducdo

A industrializagdo e os avangos das ciéncias médicas ocasionaram uma
significativa alteracdao da demografia mundial, devido a redugdo das taxas de
mortalidade e ao aumento da expectativa de vida. Como consequéncia, houve uma
alteracdo no perfil de mortalidade, com diminuicdo da taxa de mortes provocadas por
doencas infecciosas e aumento da taxa de mortes associadas a doencas cronico-
degenerativas, especialmente doencas cardiovasculares e cancer. A Organizacdo
Mundial de Saude (Figura 1) estima que em 2020, o nUmero de novos casos anuais de
morte por cancer esteja na ordem de 10 milhdes e, que em 2030, deva haver 21
milhdes de casos incidentes, levando 13 milhdes & dbito, fazendo com que o cancer

. . 1
alcance a maior taxa de mortalidade comparada a outras doencgas".

Figura 1. Perspectiva para as causas de mortes por doengas entre 2004 — 2030.
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Fonte: WHO".

No Brasil, a estimativa para o ano de 2016, é de aproximadamente 596.070
novos casos de cancer. Entre os homens, sdo esperados 295.200 novos casos, ja entre
as mulheres, 300.870 (Figura 2). O tipo mais incidente em ambos os sexos serd o de
pele ndao melanoma com 175.760 novos casos, que corresponde a 29% do total
estimado. Seguindo, para os homens, os canceres mais incidentes serdo os de
prostata, pulmao, célon e reto, estbmago e cavidade oral. Entre as mulheres, as
maiores incidéncias serdo de cancer de mama, célon e reto, colo do uUtero, pulmao e

estdmago’.
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Figura 2. Estimativa dos numeros de novos casos por sexo, no Brasil em 2016.

Pele ndo Melanoma (80.850) Pele ndo melanoma (94.910)
Préstata (61.200) Mama (57.960)
Pulm3o (17.330) Célon e Reto (17.620)
Célon e Reto (16.660) Colo do Utero (16.340)
Estémago (12.920) Pulm&o (10.860)
Cavidade Oral (11.140) Estémago (7.600)

Fonte: Adaptado INCA”.

Cancer é um termo usado para denominar um conjunto vasto de patologias
caracterizadas pela multiplicacdo descontrolada de células atipicas, o que leva a
formac3o de tumores (tecido anormal)®. Esses tumores possuem a propriedade de se
disseminarem entre os tecidos normais. Tal processo de deslocamento de células
cancerigenas de um local para outro, implicando na formacdo de um tumor
secundario, é conhecido como metastase. O cancer é geralmente classificado de
acordo com o tecido de qual a célula cancerigena se origina, se teve inicio em tecidos
epiteliais (pele ou mucosas) é denominado carcinoma, se comeca em tecidos
conjuntivos (osso, musculo ou cartilagem) é chamado de sarcoma. Além desta
caracteristica, outras podem ser usadas na diferenciacdo dos diversos tipos de doencas
causadas por esta perturbacdo no organismo, como a velocidade de multiplicacdo das
células e a capacidade de invadir tecidos e érgdos vizinhos®.

O surgimento do cancer depende da intensidade e duragdao da exposi¢ao das
células aos agentes causadores de cancer. Afeta pessoas de todas as idades, mas o
risco para a maioria dos tipos de cancer aumenta com o acréscimo da idade’. Sua
formacdo pode ser induzida por fatores internos, externos ou por ambos
simultaneamente (Figura 3). Na maioria das vezes, a doenga esta relacionada ao meio
ambiente e aos habitos ou costumes de um ambiente social e cultural, como a
alimentagdo, o tabagismo, alcoolismo, exposicao prolongada e frequente aos raios
solares e a infec¢des virais. A menor parte dos casos é relacionada a anomalias
geneticamente pré-determinadas (DNA), que tornam o organismo incapaz de se

defender das agressdes externas”.
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Figura 3. Estimativa de mortalidade por fatores de risco.
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O processo de formacdo do cancer passa por trés estagios antes de chegar ao
tumor, podendo levar vérios anos para que uma célula cancerosa se multiplique e
origine um tumor. No estdgio de iniciacdo as células sofrem a acdo de agentes
cancerigenos que causam modificacBes genéticas. No estagio de promocao; as células
geneticamente alteradas sdo transformadas em células malignas, de forma lenta e
gradual. Para que isto ocorra, é necessario um longo e continuado contato com o
agente cancerigeno promotor. No estagio final, de progressao; as células malignas se
multiplicam descontroladamente e se acumulam nos tecidos, dando origem ao tumor.
Nesta etapa a doenca ja estd instalada e evoluindo®.

A maior dificuldade do tratamento do cancer consiste em fazer a distingdo
entre as células malignas e as células normais do corpo, pois ambas sdo provenientes
da mesma origem e sdao muito semelhantes. A escolha na opg¢dao do tratamento vai
depender de fatores como o tipo, tamanho e localizagdo do cancer, estagio da doenga,
estado de saude geral do paciente e suas preferéncias. O tratamento podera ser local
(cirurgia e radioterapia) ou sistémico (quimioterapia).

A quimioterapia refere-se ao tratamento do cancer utilizando compostos
guimicos, chamados quimioterdpicos, que consistem em medicamentos utilizados para
destruir tumores, com a finalidade de evitar ou inibir o seu crescimento e o
espalhamento para outras regides do corpo, devido a sua a¢dao na etapa da divisao
celular. Atualmente a quimioterapia utiliza-se tanto de compostos organicos quanto de
compostos inorganicos nos tratamentos quimioterdpicos. No entanto, os compostos

de coordenacdo oferecem algumas vantagens frente aos compostos organicos
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tradicionais. A diversidade de caracteristicas intrinsecas aos centros metalicos oferece
um ambiente rico para construir diversas estruturas moleculares, conferindo um
amplo espectro no seu estado de oxidacdo e nimero de coordenacdo. Isso se estende
também aos préprios ligantes, nos quais as diferencas na polaridade e na reatividade
permitem sintetizar compostos com variacdes da carga, geometria e das propriedades
cinéticas e termodinamicas’. Além disso, a capacidade de sofrer reacdes de troca de
ligantes oferece varias oportunidades para os metais interagir e coordenar-se a
moléculas bioldgicas. Ela pode ser ministrada unicamente ou em conjunto com a
cirurgia e a radioterapia.

O uso de compostos inorganicos na medicina teve origem nas primeiras
décadas do século XX, nos trabalhos de Paul Ehrlich (1854-1915), que foi o pioneiro da
guimioterapia, introduzindo as primeiras ideias sobre relacdo estrutura-atividade e
indice quimioterapico. Fez ainda uso de compostos inorganicos, em especial os de
arsénio, na preparacdo de drogas para o tratamento da sifilis. Destaca-se, também, o
trabalho de Alfred Werner (1866-1919), considerado o pai da Quimica de Coordenacado
por propor uma explicacdo para a estrutura e a ligagdo quimica nos complexos
metalicos®. No entanto, apesar da relevancia dos trabalhos desses dois cientistas, o
uso de compostos inorgadnicos foi muito limitado até 1964, quando Barnett Rosenberg
e colaboradores’ descobriram acidentalmente os efeitos antiproliferativos de
complexos do tipo cis-diaminoplatina(ll), resultando em uso clinico do composto cis-
[diaminodicloroplatina(ll)], cis-[PtCl,(NHs);] (Figura 5) que foi o primeiro composto
metdlico a ser utilizado no tratamento de cancer, surgindo com ele uma nova
perspectiva de utilizagdo de compostos de coordenagdao como agentes antitumorais.

A cisplatina é, até o momento, o principal farmaco utilizado nos casos de cancer
de ovdrio e testiculo. E utilizado também em outros tipos, tais como cancer de pulm3o,
cabeca, estomago, linfomas e melanoma®®. E administrada, em sua maioria, por via
intravenosa, onde permanece intacta ate que o composto entre na célula por difusao
passiva ou transporte ativo, onde sofre hidrélise, ocorrendo a substituicdo dos cloretos
por moléculas de agua, gerando espécies catidnicas. A acao citotdxica da cisplatina se
baseia na interacdo covalente do composto carregado positivamente com as bases
nitrogenadas do DNA das células cancerosas', essa interagdo provoca distorcdes
significativas na dupla hélice do DNA, que podem ndo apenas inibir a transcricao e

replicacdo do DNA, como também induzir a célula a apoptose'’. Os adutos Pt-DNA
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formados envolvem principalmente os atomos de nitrogénio (N7) da guanina e
adenina, por serem os pontos de maior densidade eletrénica e menor impedimento
estérico, ou seja, onde os pares de elétrons estdo mais acessiveis para a
coordenacdo®. Os tipos de adutos que podem ser formados s3o o intrafita, quando as
duas ligacGes ocorrem na mesma fita do DNA, ou interfitas, quando envolvem duas
fitas do DNA™. Trabalhos mostram que o principal aduto formado pela cisplatina com
o DNA e, consequentemente responsdavel por sua acdo antitumoral, é o 1,2-intrafita,

. ~ . . 1 .
formado pela ligacdo do metal a duas guaninas adjacentes™, como mostra a Figura 4.

Figura 4. Diferentes tipos de adutos DNA-cisplatina, para uma dada sequencia aleatdria.

1,2-Intrafita GG

1,2-Intrafita AG

monoaduto
DNA-proteina

1,3-Intrafita GNG

1,2-Interfita GG

. 15
Fonte: Pizzaro et al.™.

Apesar de sua ampla utilizacdo, a quimioterapia com cisplatina possui
desvantagens que incluem nefrotoxicidade, neurotoxicidade, nduseas, vomitos, perda
de audicdo, anemias, infartos, convulsdes, além de alguns tumores apresentarem
resisténcia natural ao farmaco®. Para contornar esses problemas, diversos complexos
metadlicos tém sido sintetizados e testados experimentalmente para a verificagao e
estudo de sua citotoxicidade e potencial uso para o tratamento de neoplasias.
Atualmente, além da cisplatina, outros dois farmacos de platina sado liberadas pelos
o6rgdos de controle para uso clinico mundial: a carboplatina, [diamino(1,1-
ciclobutanodicarboxilato)platina(ll)], € amplamente utilizado no tratamento de cancer
de ovério, por ser menos nefrotéxica que a cisplatina'® e a oxaliplatina, cis-[1,2-
diaminocicloexanooxalato)platina(ll)], que tem atuac¢do contra o cancer colo-retal, na

gual a cisplatina ndo se apresenta ativa™ (Figura 5).
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Figura 5. Compostos de platina aprovados para uso clinico mundialmente.
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Fonte: Fontes et al.*

Entretanto, os efeitos colaterais continuam sendo um problema comum
durante o tratamento da doenca seja devido a baixa e deficiente seletividade dos
farmacos utilizados, que envenenam também as células saudaveis do organismo como
também ao problema da resisténcia adquirida.

Nos ultimos anos, um numero cada vez maior de compostos metalicos tém
mostrado propriedades bioldgicas muito interessantes e promissoras. Dentre os ions
metalicos, o palddio se destaca por possuir praticamente o mesmo raio iGnico da
platina (Pt(Il) = 0,74 A e Pd(Il) = 0,78 A), o que se reflete uma certa similaridade entre a
quimica de coordenacio de seus compostos'’. Este metal pertence ao grupo da platina
e possui configuracdo eletrdnica [Kr] 4d® nos seus compostos inorganicos mais comuns
(estado de oxidacdo mais importante é 2+), assumindo, quase na totalidade dos casos,
numero de coordenacdo quatro e geometria quadratica plana. O baixo niumero de
oxidacdo faz com que o mecanismo de substituicdo dos ligantes nesses complexos,
ocorra pelo mecanismo associativo® (Figura 6). A substituicdo de um dos ligantes
ocorre com um ataque por uma das faces do plano. O ataque bem sucedido ird gerar
um rearranjo entre os ligantes na esfera de coordenacgdo, passando por uma etapa de
transicdo onde o ion Pd(ll) acomodara cinco ligantes em um arranjo bipiramide
trigonal. Apds a formacgdo da ligagdo com o novo ligante ocorre a liberagcdo do grupo

abandonador.

Figura 6. Mecanismo associativo de substituicdo de ligantes em complexos d®

L, A ,L1 * L,
| +Y 2 -X
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L2 L2 L2

Fonte: Autora.

Os primeiros ensaios citotoxicos com complexos de paladio(ll) indicaram que

eles eram menos ativos que os compostos andlogos de platina(ll). Tal fato foi atribuido
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a elevada cinética de troca de ligantes, uma vez que os complexos de paladio(ll)
reagem muito mais rapidamente (cerca de 10> vezes) que os seus andalogos de
pIatina(II)lg. Esse comportamento em solucdo acarreta a eliminacdo dos grupos
abandonadores da esfera de coordenacdo do metal, tendo como consequéncia, a
formacdo de espécies muito reativas que sdo incapazes de atingir os seus alvos
farmacoldgicos?’.

Para diminuir a elevada cinética de troca dos ligantes, tem se utilizado
complexos de Pd(ll) contendo ligantes quelantes N,S-doadores, como as
tiossemicarbazidas e tiossemicarbazonas, para formar complexos de paladio(ll)
termodinamicamente mais estaveis e cineticamente menos labeis?* e torna-los aptos
a atravessar a membrana lipidica e posteriormente atingir os alvos biolégicos sem
sofrer alteragdes estruturais profundas que resultem na sua inatividade.

Das e Livingstone (1978)%%, apds a investigacdo da atividade antitumoral de um
grande numero de quelatos metdlicos contendo bases de Schiff derivados de S-
alquilcarbazatos, concluiram que ligantes quelantes contendo enxofre ou nitrogénio
(N,S), coordenados ao ion paladio sdo agentes antitumorais mais efetivos que os
guelatos de outros metais. Os quelatos de Pd(ll) sdo cineticamente estaveis o
suficiente para atingir o alvo farmacoldgico sem altera¢do na sua estrutura molecular.

Barra et al.”® descreveram a sintese, citotoxicidade e estudos de interacdao com
o DNA de complexos de Pd(ll) contendo o ligante N,S-quelante N’-metil-3,5-dimetil-1-
tiocarbamoilpirazol. Estes complexos apresentaram capacidade de interagdo com o
DNA e um indice de citotoxicidade dez vezes mais potente que a cisplatina frente a
linhagem tumoral LM3 (adenocarcinoma mamadrio). Os resultados provenientes das
reagdes com uma nucleobase e ensaios de eletroforese em gel de agarose com
plasmideo circular demonstraram que tais compostos podem se ligar a duas bases

purinas como agentes bifuncionais (Figura 7).
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Figura 7. Estrutura dos complexos e esquema de rea¢do de formagdo dos adutos bifuncionais.
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Fonte: Barra et al.”®

Outra estratégia interessante para a obtencdo de compostos de Pd(ll)
cineticamente menos labeis e mais citotdxicos frente as células tumorais envolve a
incorporacdo de fosfinas em seu arcabouco molecular. Sua utilizacdo é bastante
promissora, uma vez que estas moléculas apresentam carater m-aceitador e o-doador,
criando-se, portanto, uma interacdo sinérgica, uma vez que estes efeitos se reforcam
mutualmente24, formando assim liga¢Ges estaveis que tendem a se dissociarem menos
em solucdo (Figura 8). Adicionalmente, a presenca dos anéis aromaticos aumenta a
lipofilicidade, o que auxilia na sua permeabilidade através da membrana celular®. A
incorporagdo de ligantes volumosos, como a trifenilfosfina, também é interessante
sobre o ponto de vista cinético, pois dificulta a formag¢dao do intermediario
pentacoordenado, diminuindo assim a cinética de substituicdo pelo mecanismo
associativo, fazendo com que os complexos tenham maiores chances de atingir seus

alvos farmacoldgicos sem alteragdes profundas na sua estrutura molecular.

Figura 8. Esquema representativo da ligacdo entre metais e ligantes fosfinicos tercidrios.

Fonte: Autora.
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Nesse contexto, nosso grupo sintetizou recentemente complexos catidnicos de
formula geral [PdX(4-PhT)(PPh3)]X (PPhs=trifenilfosfina; 4-PhT=4-fenil-3-
tiossemicarbazida; X = Cl, Br, I, SCN) e avaliou o efeito citotoxico desses derivados
contra as linhagens de adenocarcinoma mamério (LM3) e pulmonar (LP07) murino®.
Além de apresentarem niveis de citotoxicidade (4,4-3,0 uM) compardveis ao da
cisplatina (4,7-3,9 uM), os complexos de Pd(ll) foram capazes de inibir a enzima

topoisomerase do tipo Il humana em concentragdes entre 5—25 uM (Figura 9).

Figura 9. Férmula dos compostos do tipo [PdX(4-Pht)(PPh3)]X (X =1 e SNC) e ensaio de inibi¢do da topo-
Il.

Fonte: Rocha, et al.”®,

As topoisomerases sdao um alvo farmacolégico importante de varios agentes
antineopldsicos, uma vez que estdo presente em maior quantidade em células de
rapida proliferacdo, principalmente em células tumorais de pulmdo, mama, prostata,
sarcomas e neoplasias hematoldgicas®’.

As topoisomerase s3o enzimas que permitem as alteragdes no grau de
superenrolamento do DNA, sdo essenciais e indispensaveis nos processos
de replicagao, transcricdo, recombinagao, reparo, e empacotamento DNAZ. Existem
dois tipos de topoisomerase humanas de acordo com a sua fungdo catalitica, as
topoisomerases (topo) | e Il. A topo | produz uma quebra simples em uma das fitas do
DNA permitindo seu relaxamento e sua replicacao, posteriormente, esta fita é religada,
restaurando a dupla fita®. A topo Il produz quebras nas duas fitas da dupla hélice do
DNA e o passa através de outra hélice intacta e em seguida restaura as fitas cortadas®’,
usando ATP como combustivel.

Elas catalisam quebras na fita de DNA e quando estas sdo reestabelecidas
formam-se intermedidrios que sdo potencialmente danosos para o metabolismo
celular, que se ndo forem devidamente reparadas podem levar a mutacdes e morte

celular por apoptose. Assim, moléculas que interagem com topoisomerase, podem


https://pt.wikipedia.org/wiki/Replica%C3%A7%C3%A3o
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tornar-se moléculas alvos para o desenvolvimento de farmacos que possam inibir estas

enzimas, e assim influenciar no ciclo celular induzindo a célula a morte®.

1.1 Tiossemicarbazonas

Ligantes N,S-doadores como as tiossemicarbazonas (TSCs) e seus derivados
metadlicos desperta cada vez mais o interesse da comunidade cientifica, isso ocorre
devido as suas propriedades farmacoldgicas atraentes, encontradas em estudos de
acao antibacteriana®?, antiviral®?, antiprotozod ria®® e antitumoral®*®>,

Estruturalmente, as tiossemicarbazidas e tiossemicarbazonas s3ao bem
semelhantes, uma vez que ambas apresentam em sua estrutura bdsica o grupo
tioamida. No entanto a tiossemicarbazona contém o grupo C=N (azometino), formado
durante a reacdo de condensacdo quimiosseletiva de tiossemicarbazidas com aldeidos
e/ou cetonas, em meio alcodlico, sob refluxo e quantidades cataliticas de acido®®.

A estrutura basica de uma tiossemicarbazona ndo substituida é praticamente
planar, contendo o atomo de enxofre na posicdo anti em relacdo ao atomo de
nitrogénio da fungdo imina (Figura 10). Este arranjo é favorecido por fatores
eletrénicos e estéricos, entre os quais 0 mais importante é que o &tomo de enxofre na
posicdo anti provavelmente possibilita a formacdo de uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular entre o nitrogénio da imina e os hidrogénios da tioamida, porém ele

muda se forem adicionados grupos substituintes na posicao N-4, favorecendo a

conformac3o sin entre estes dtomos>°.

Figura 10. Arranjo estrutural das tiossemicarbazonas.
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Fonte: Adaptada Tenorio et al.®.
A presenca de ligagdes duplas e atomos com pares de elétrons livres confere as
tiossemicarbazonas um sistema de ressonancia eletronica. Por esse motivo, ocorre a
coexisténcia de duas formas tautoméricas em sua estrutura: tiona e tiol*®, como

mostrado na Figura 11.
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Figura 11. Representagdo das formas tautoméricas e anidnicas da tiossemicarbazona.
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Fonte: Adaptada Lobana et al.”.

A quimica de coordenagao das tiossemicarbazonas tem sido intensivamente
investigada nas ultimas décadas, sendo objeto de um nuimero significativo de trabalhos
de revis30®*’?°, Além disso, muitos complexos metalicos contendo tiossemicarbazonas
apresentam atividade bioldgica com potencial aplicacdo medicinal, resultando no
crescimento de uma area de pesquisa muito rica e ativa na Quimica Medicinal
Inorganica®*?.

Em complexos metalicos, no caso das tiossemicarbazonas atuarem como
ligantes via atomo de enxofre, as contribuicbes da estrutura tiol aumentam,
provocando um enfraquecimento da ligacdo C=S e produzindo um cardter parcial de
ligacdo C=N*. Além disso, essa classe de substincias apresenta propriedades
guelantes tanto na forma neutra como em sua forma anidnica (Figura 11). A formacgao
de um adnion monovalente ocorre devido a acidez do nitrogénio N-2, o qual pode
desprotonar e provocar a deslocalizagdo de carga ao longo da cadeia™®.

A Figura 12 exemplifica alguns dos modos de coordenagdo possivel para
tiossemicarbazonas®’, onde o principal deles é na forma bidentada através dos dtomos
de nitrogénio N1 e o enxofre, com a formac¢do de anéis quelantes de cinco membros.
No entanto, também se coordenam na forma monodentada via o atomo de enxofre da
tiocarbonila e na forma tridentada “N,S,X-doador”, de acordo com a presenca de

grupos doadores de elétrons ligados ao carbono da fungdo azometina.

Figura 12. Formas de coordenacdo do ligante tiossemicarbazona.
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Fonte: Adaptada Lobana et al.”.



28

As tiossemicarbazonas vém sendo estudadas desde 1946, quando Domagk et
al.’®, reportou sua atividade contra tuberculose originando o composto 4-
acetamidobenzaldeido-tiossemicarbazona, comercializado como Tiacetazona (Figura
13), composto amplamente utilizado no tratamento da tuberculose na Africa e

América do Sul®’.

Figura 13. Representagao do composto Tiacetazona.
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Fonte: Adaptado Beraldo et al.”’.
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Uma das 4reas mais investigadas das tiossemicarbazonas esta relacionada com
sua comprovada atividade antitumoral. Um composto promissor desta classe,
apresentando potencial para ser um farmaco antitumoral é a 3-aminopiridina-2-

carboxialdeido-tiossemicarbazona>®*®

(Figura 14). Demostrou resultados promissores
no combate a células tumorais de carcinoma de pulmao M109 de ratos e carcinoma de

ovario humano A2789%. Atualmente encontra-se em ensaios clinicos de fase II.

Figura 14. Representagao estrutural do composto “Triapina”.
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Fonte: Tenorio et al.”™.

Em estudo recente, a citotoxicidade de complexos com ligantes derivados das
tiossemicarbazonas, foi avaliada frente a linhagens celulares tumorais humanas, com
valores de ICsq da ordem de nanomolar. O composto mais promissor foi o [Pd(TSC?),],
4-fenill-1-(3’-hidroxibenzaldeido)tiossemicarbazona (Figura 15), apresentando um

impressionante espectro de atividade bioldgica frente as linhagens testadas, de cancer
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de pulmao (H460), carcinoma na prostata (DU145), cancer de mama (MCF-7), cancer
de pele (M14), carcinoma no célon (HT-29) e leucemia (K562) com valor ICsq de 0,23
uM; 0,01 pM; 0,13 uM; 0,05 uM; 0,05 uM; 0,02 uM, respectivamente, contra a
cisplatina que apresenta respectivamente I1Cso de 2,85uM; 6,50 uM; 7,20 uM; 2,95 uM;
7,60 uM; 3,20 uM™®.

Figura 15. Estrutura do ligante tiossemicarbazona e seu complexo de paladio.
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Fonte: Hernandez et al.”.

Neste contexto, o estudo da citotoxicidade de complexos de paladdio(ll) com
ligantes derivados de tiossemicarbazonas e a trifenilfosfina (Figura 16) frente a células
mamarias cancerigenas (MDA-MB231) apresentaram resultados promissores, uma vez
gue os compostos se mostraram muito mais ativos que o farmaco de referéncia,
apresentando valores de ICso de 4,9-5,5 uM, comparado com a cisplatina que se

apresentou com ICsg > 200 uMSO.

Figura 16. Estruturas do ligante aptsc e do complexo [Pd(aptsc)(PPh3)](NOs).H,0 (A).

Haptsc

[Pd(aptsc)(PPh3)](NOs).H20 (A)

Fonte: Maia et al.™.

A literatura também tem mostrado que complexos derivados da
tiossemicarbazona s3ao capazes de inibir enzimas topoisomerases. Um exemplo

bastante ilustrativo é observado no trabalho de Zeglis et al’' (Figura 17). Nesse
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trabalho, os resultados citotoxicos demostraram que as tiossemicarbazonas possuem
atividade antitumoral com valores de ICsp que vao desde 300 nM a 7 uM para os
complexos de Cu(TSC)Cl, valores inferiores que os encontrados para os
correspondente ligantes TSCs livres, que sdo todos superiores a 70 uM frente a células
tumorais de mama humana (SK-Br-3), mostrando que a complexag¢do contribuiu com a
atividade antiproliferativa. Os resultados da atividade de inibigdo enzimdtica mostram
qgque os complexos Cu(TSC)Cl sdo bons inibidores frente a Topo-ll, com todos os
complexos na concentracdo de 10 uM. Em contrapartida, quase todos os ligantes TSC
sozinho ndo inibem significativamente a enzima (100 uM). Sua a geometria quadrado
planar rigida, é favorecida biologicamente, devido a forte interagao entre a molécula e

o sitio ativo da enzima topo Il nessa configuracao.

Figura 17. Estrutura dos complexos das tiossemicarbazonas Cu(TSC)Cl.

X R, R, R4

Cu(Fp4mT)Cl CH H Me H

Cu(Fp4eT)CI CH H Et H

Cu(Fp4ipT)Cl CH H iPr H

R, lfz Cu(Fp4alT)Cl CH H allyl  H
XAH\‘N/N\(N\RF Cu(Ap4mT)Cl CH Me Me H
R/II\I—Clu—S Cu(Ap4eT)Cl | CH Me FEt H
|, Cu(Fp4pyrrT)Cl| CH H pyrrolidine

“ Cu(Fp4bzT)Cl | CH H Bz H

Cu(FpT)Cl CH H H H

Cu(Ap4alT)Cl | CH Me allyl H

Cu(Apz4mT)CI N Me Me H

Fonte: Zeglis et al’.
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2 Objetivos e Planejamento

Motivado pelos resultados obtidos até o momento, o presente trabalho tem
como objetivo sintetizar e caracterizar compostos de palddio(ll) contendo N-Metil-2-
[4-(4-hidroxifenil)butan-2-ilideno]hidrazina-1-carbotioamida (FMTSC), ou frambiona-
tiossemicarbazona, e trifenilfosfina (PPhs). A atividade citotdxica frente a linhagens de
células tumorais de adenocarcinoma mamario humano (MCF7) dos compostos
sintetizados também serd investigada nesse trabalho.

O principio utilizado no planejamento dos compostos quelatos de Pd(ll) parte
do nosso conhecimento prévio a respeito das estruturas moleculares dos compostos
cuja citotoxicidade e capacidade de inducdo da inibicdo da enzima Topoisomerase Il ja
foi evidenciada®®. A partir desse ponto, deverd ser sintetizado um determinado
numero de compostos cuja estrutura ird apresentar pequenas variagdes em relagao ao
composto original, objetivando assim descobrir quais partes da molécula sdo
importantes para atividade e quais ndo sao.

Nesse trabalho, pretende-se introduzir as seguintes variacdes na estrutura do
prototipo [PdCI(4-PhT)(PPhs3)]Cl (4-PhT = 4-fenil-3-tiossemicarbazida; PPh; =

trifenilfosfina)?® (Esquema 1):

Esquema 1. VariagBes estruturais para os compostos.

Modificagdo do ligante N,S-quelante

A substituicdo do grupo —NH, da 4-fenil-3-tiossemicarbazida na estrutura dos
protétipos por um grupo N=CH-CH=CH-Ph visa avaliar se o aumento da cadeia
carbonica conectada ao nitrogénio iminico do complexo acarreta em um aumento na

citotoxicidade.
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3 Parte Experimental

Exceto para a preparacao do complexo precursor, efetuada sob aquecimento,
as demais reacbes se processam a temperatura ambiente. Nao foi necessario conduzir
as sinteses em atmosfera inerte ou de protecdo contra a luz. Todos os compostos
obtidos sdo estaveis ao ar e ndo-higroscopicos. Os mesmos foram acondicionados em

pequenos frascos, devidamente rotulados e armazenados em dessecadores.

3.1 Reagentes e Solventes
Os reagentes e solventes foram utilizados como adquiridos. Todos sado listados

na Tabela 1, assim como suas respectivas formulas moleculares e procedéncias.

Tabela 1. Reagentes e solventes utilizados nas preparagdes dos compostos.

Reagente/Solvente

Formula molecular Procedéncia

Acetona C3HgO Panreac
Acetonitrila CHsCN Mallinkrodt
Azida de sdédio NaNs Merck
Cloreto de paladio PdCl, Degussa S.A.
Cloroférmio CHCI5 Merck
Cloroférmio- d; CDCl5 CIL
Dimetilformamida CsH,NO Merck
Dimetilsulféxido — dg C,Hg0S Sigma-Aldrich
Etanol C,HgO Panreac
Frambiona-tiossemicarbazona (FMTSC) C12H17N3s0S Cedida
Hexano CeH1s Merck
lodeto potassio Kl Merck
Metanol CH;OH Merck
Pentano CsH1s Merck
Tiocianato de potassio KSCN Merck
Trifenilfosfina P(CsHs)3 Merck

3.2 Preparac¢ao dos Complexos de Paladio
3.2.1 Sintese do ligante FMTSC

A sintese do composto organico N-Metil-2-[4-(4-hidréxifenil)butan-2-
ilideno]hidrazina-1-carbotioamida (FMTSC) foi realizada na Universidade Federal de
Sergipe no laboratdério do Prof. Dr. Adriano Bof de Oliveira, empregando-se uma de
uma adaptacdo de um procedimento ja descrito na literatura®’. Em um baldo de fundo

redondo contendo uma mistura 3:1 etanol/dgua (100 mL) foram adicionados 10 mmol
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de cinamaldeido e trés gotas de HCl concentrado. Em seguida, adicionou-se 10 mmol
de N-metiltiossemicarbazida. A mistura foi refluxada por 6 horas e o sélido formado foi

isolado por filtracdo e lavado com por¢des de etanol/agua 3:1 gelado.

3.2.2 Sintese do [PdCl;(MeCN),]
A preparacdo do complexo precursor bis(acetonitrila)dicloropalddio(ll),

[PACl,(MeCN),], segue a metodologia presente na literatura®, com algumas
modificacoes.

Em um erlenmeyer de 200 mL de capacidade contendo 40 mL de acetonitrila a
80 °C foram adicionados, lentamente, 2,00 g (11,3 mmol) de cloreto de paladio anidro
(PdCl,). A suspensdo foi mantida sob agitacdo magnética por 4h. Apds este periodo,
um precipitado amarelo foi formado. O sélido foi isolado a partir de uma filtracdo

simples.

3.2.3 Sintese do [PACI(FMTSC)(PPhs)]Cl (1)
Em um erlenmeyer de 25 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de [PdCl,(MeCN),]

suspenso em 10 mL de cloroférmio foi gotejada uma solucdo contendo 0,051 g (0,19
mmol) de trifenilfosfina e 0,046 g (0,019 mmol) de frambiona-tiossemicarbazona em
3,0 mL de uma mistura cloroformio/metanol em proporcdo 1:2. A adicdo dos ligantes
deu origem a uma solucdo de cor amarela. A agitagdo magnética foi mantida durante 2
h. O volume da solucdo foi reduzido por rotaevaporador e o produto foi isolado a
partir da recristalizacdo em pentano, obtendo um sélido de coloragdo amarela.

Rendimento: 71%.

3.2.4 Sintese do [PAI(FMTSC)(PPh3s)]Cl (2)
Realizada em um micro-ondas discover, sob temperatura de 25 °C, pressao 200

atm e agitacdo média. Em um reator de 50 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de
[PdCI;(MeCN),] suspenso em 10 mL de cloroférmio foi gotejada uma solug¢dao contendo
0,051 g (0,19 mmol) de trifenilfosfina e 0,046 g (0,019 mmol) de frambiona-
tiossemicarbazona em 3,0 mL de uma mistura cloroférmio/metanol em proporgéo 1:2.
A adicdo dos ligantes deu origem a uma solugdo de cor amarela. A reagao foi mantida
durante 10 min. Apds este periodo, in situ, adicionou-se 0,032 g (0,19 mmol) de iodeto
de potassio dissolvido em 2,0 mL de uma mistura de metanol/agua (4:1). A reacdo foi
mantida por mais 20min. Apds este periodo a solucao apresentava uma coloragao

ferrugem. O volume da solucdo foi reduzido por rotaevaporador e o produto foi
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isolado a partir da recristalizacdo em pentano, obtendo um sélido de coloracdo laranja.

Rendimento: 78%.

3.2.5 Sintese do [Pd(SCN)(FMTSC)(PPhs)]ClI (3)
Realizada em um micro-ondas discover, sob temperatura de 25 °C, pressdo 200 atm e

agitacdo média. Em um reator de 50 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de
[PACI2(MeCN)2] suspenso em 10 mL de cloroférmio foi gotejada uma solugdo
contendo 0,051 g (0,19 mmol) de trifenilfosfina e 0,046 g (0,019 mmol) de frambiona-
tiossemicarbazona em 3,0 mL de uma mistura cloroférmio/metanol em proporgdo 1:2.
A adicdo dos ligantes deu origem a uma solucdo de cor amarela. A reacao foi mantida
durante 10 min. Apds este periodo, adicionou-se no meio reacional 0,019 g (0,19
mmol) de tiocianato de potdssio dissolvido em 2,0 mL de uma mistura de
metanol/agua 4:1. A reac¢do foi mantida por mais 20min. Apds este periodo a solucdo
apresentava uma coloracdo amarela. O volume da solucdo foi reduzido por
rotaevaporador e o produto foi isolado a partir da recristalizacdo em pentano, obtendo

um sélido de coloracdo amarela. Rendimento: 81%.

3.2.6 Sintese do [Pd(N3)(FMTSC)(PPh;)] (4)
Para a sintese deste complexo, foi realizado o mesmo procedimento descrito para o

complexo 1 até a agitacdo magnética ter sido mantida durante 2 h. Apds isso, adiciona,
in situ, 0,012 g (0,19 mmol) de azida de sédio dissolvido em 2,0 mL de uma mistura de
metanol/agua 4:1. A reacdo foi agitada magneticamente por mais 6 h. Apds este
periodo a solu¢do apresentava uma coloragao laranja. O volume da solugdo foi
reduzido por rotaevaporador e o produto foi isolado a partir da recristalizagdo em

pentano, obtendo um sélido de colorac¢do laranja. Rendimento: 90%.
3.3 Caracterizagao dos compostos

3.3.1 Anadlise Elementar
Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram determinados no

analisador Elemental Analyser 2400 CHN da Perkin Elmer, pertencente a Central

Analitica do Instituto de Quimica da USP, Sdo Paulo (IQ-USP).

3.3.2 Condutividade Molar
A condutividade dos complexos foi medida com o condutivimetro Digimed-

DM31 usando solucdes de DMF de 1 x 10° M.
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3.3.3 Espectroscopia Vibracional na regiao do Infravermelho
Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho, IV, foram registrados no

espectrofotdmetro Nicolet IS5 Thermo Scientific, que opera na faixa de 4000-400 cm™.

3.3.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear
Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H, *C, COSY 'H-'H, HSQC

'H-13C e 'H->N e HMBC 'H-*C e 'H-"°N foram registrados no Espectrdmetro Bruker
Avance |ll HD de 600 MHz. Utilizou-se CDCl; para dissolucdo das amostras. O campo

magnético utilizado foi de 14,1 T.

3.3.5 Espectrometria de massas
As amostras foram analisadas no espectrometro modelo 3200 QTRAP

LC/MS/MS contendo analisador hibrido triplo quadruplo/armadilha de ions linear (LIT),
localizado no IQ-UNESP de Araraquara. A anadlise foi realizada por infusdo direta
MS/MS utilizando-se metanol padrdo LC-MS como solvente no modo positivo de
ionizacdo por electrospray. Parametros: lonSpray (IS): 5000V, DP: 20V, EP: 10V.
Experimentos: varredura de ions (200-1000) e enhanced resolution (ER). As amostras
foram preparadas dissolvendo-se 1mg de analito em metanol padrdo HPLC-MS e

posteriormente diluidas & concentracdes adequadas para o experimento.

3.3.6 Andlise Termogravimétrica
As curvas TG-DSC dos compostos foram obtidos empregando-se o modelo

simultaneo TG/DSC 1, da Mettler Toledo, utilizando-se cadinhos de alumina para
amostra e referéncia, que foram aquecidos desde a temperatura ambiente até 1200
°C, obedecendo a uma razio de aquecimento de 10 °C min™. Empregou-se o ar
sintético como atmosfera de forno, com vazdo média de 50 mL min™. A massa das
amostras utilizadas foi de aproximadamente 3 mg. Estes experimentos foram
realizados na Faculdade de Ciéncias, Unesp - Bauru, com a colaborag¢dao do Prof. Dr.

Flavio Junior Caires.
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3.4 Ensaios de citotoxicidade

Ensaios de citotoxicidade frente a linhagem MCF-7

Ensaios antitumorais in vitro, envolvendo a linhagem MCF-7 — adenocarcinoma
mamario humano; foram conduzidos no Laboratério de Imunologia Clinica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, no laboratério de Imunologia
Clinica, em colaboracdo do Prof. Dr. Fillipe Vieira Rocha e supervisdo da Profa. Dra.
Iracilda Zeppone Carlos. As solu¢cdes-mae foram preparadas em concentracdo maxima
dos ensaios de 2,5% v/v, conforme os métodos convencionais. As solugGes foram
diluidas em meio de cultura apropriada (DEMEM) momentos antes da diluicdo e
aplicacdo das amostras nos testes de citotoxicidade. O cultivo celular foi mantido em
meio DEMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro
fetal e 4 ug mL™ de gentamicina, em estufa a 37 °C, com atmosfera Umida e tensdo

constante de 7,5% de CO,.

Determinagao da viabilidade celular

A citotoxicidade dos compostos de Pd(ll) sobre a célula tumoral (MCF-7) foi
quantificada pela capacidade das células vivas reduzirem o MTT>*, que se baseia na
reducdo do sal de tetrazélio amarelo em cristais de formazan roxo por células
metabolicamente ativas (Figura 18). O numero de células foi determinado pela
contagem em camara hemocitométrica tipo Neubauer, utilizando corante azul de
Tripan a 0,04% em PBS (tampado salino fosfato) e ajustado a uma concentragdo de
5x10* células mL™ em meio DEMEM. Foram adicionados 200 uL das células tumorais
em cada pogo de placas de 96 pocos e incubadas por 24 h para aderéncia. As células
foram expostas por 24 h as solu¢des dos compostos investigados (200 uL em cada
poco). O efeito dos complexos nas células foi avaliado pelo método do MTT. As células
foram expostas ao MTT por 3 h e, entdo, os cristais de formazana resultantes foram
solubilizados em alcool isopropilico. A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotometro UV/Visivel (Multiskan Ascent, Labsystems) em comprimento de
onda de 540 nm e filtro de referéncia 620 nm. Foram realizados dois experimentos
independentes e cada concentracdo foi testada em triplicata. Os valores
correspondentes a concentragdao que reduz em 50% a viabilidade celular (ICso) dos

compostos foram quantificados através da regressao ndo-linear de uma curva dose-
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resposta (Concentracdo da Amostra x Viabilidade Celular) obtida com o auxilio do

programa OriginPro 8.

Figura 18. Estruturas do MTT e formazana envolvidas no processo de quantificagdo da viabilidade

celular.
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Fonte: Autora.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Sinteses
Os complexos 1-4 foram obtidos a partir de sinteses entre o composto

precursor [PdCl;(MeCN),], o ligante FMTSC e a fosfina monodentada, na razdo molar
de 1:1:1, respectivamente. Uma segunda etapa envolveu a substituicdo do ligante
cloro pelos outros grupos aniénicos, como |, SCN'e N3', como é mostrado no Esquema
2.

Esquema 2. Rota sintética dos complexos 1 a 4.
OH

S OH
\NJ'\N-N\ (Ph)sR  Cl
HoH Pd
MeCN cl ~
\Pd/ CHClz/ MeOH S< /N
P, -
MeCN \CI P(Ph)s NH
1: Cl
—NH
OH
MeOH / H,0 (4:1). e X
KX Pd_
(X: I, SCN, Na) s< N .
NH 3: X=SCN
4: X =N,
—NH

Fonte: Autora.

A preparagdao dos compostos 1-4 envolveu reagdes de troca dos ligantes
acetonitrila e cloreto pelo ligante N-S doador frambiona-tiossemicarbazona e pela
trifenilfosfina. A formagdo de um anel quelato de cinco membros favorece a formacgao
dos complexos desejados. O efeito quelato é determinado, em parte, pelo aumento da
entropia associada a formagdo desses compostos. Isso ocorre porque, na reagao de
formacao, cada ligante bidentado substitui dois ligantes monodentados, aumentando
ndmero de ions, o que resulta em aumento de entropia®.

O efeito quelato também é observado cineticamente, rea¢des de substituicao
ocorrem geralmente de forma mais lenta para os quelantes quando comparada a de

um ligante monodentado. As explicacdes para esse efeito baseiam-se em dois fatores:
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a energia necessaria para retirar o primeiro dtomo coordenado e a probabilidade da
reversdo dessa primeira etapa®.

Por sua vez, a troca dos ligantes anibnicos ocorreu respeitando-se suas
afinidades pelo Pd(Il), ou seja, deslocando-se cloreto por iodeto, tiocianato ou azida®’.
Esta facil substituicdo ocorre devido a maior nucleofilicidade apresentada por estes
ligantes em relacdo ao cloro®®. E também por serem bases de Pearson mais moles que
0 anion a ser trocado, uma vez que o ion de Pd(ll) € um acido mole possuindo uma
maior tendéncia em se ligar a bases moles®’.

As reacOes foram evidenciadas visualmente pela mudanca de cor e
confirmadas, posteriormente, com o auxilio de técnicas espectroscépicas. Todos os
compostos sdo soélidos, estaveis ao ar e possuem coloracdo que varia do amarelo ao
laranja. Sdo parcialmente soliveis em metanol, etanol, acetona e cloroféormio e bem

soluveis em DMF e DMSO.

4.2 Analise Elementar e Condutancia

As medidas de condutividade para os complexos 1-4 foram obtidas em solucdo
de DMF de concentracao 1x10°>M e sdo apresentadas na Tabela 2, juntamente com os

dados de analise elementar, onde os valores tedricos se encontram em parénteses.

Tabela 2. Dados de andlise elementar e condutividade molar dos complexos 1-4.

Composto % C % H % N Cond. Molar

(Scm’mol™)
[PACI(FMTSC)(PPh;)]CI (1) 51,72 (52,15) 4,71(4,67) 5,95(6,08) 36,2
[PAI(FMTSC)(PPhs)]I (2) 47,10 (46,05) 4,77(4,12) 4,61(5,37) 42,2
[PA(SCN)(FMTSC)(PPh;)](SCN).(MeOH) (3) 51,24 (52,18) 4,68(4,52)  7,02(7,85) 38,9
[Pd(N5)(FMTSC)(PPhs)] (4) * * * 2,70

Analisando a condutividade dos complexos 1-4, pode-se destacar o complexo 4
por se apresentar com um valor muito menor em relagdo aos outros complexos (2,70
Scm’mol™?), mostrando uma natureza n3o eletrolitica. Os demais se apresentam como
eletroliticos, visto que os valores para compostos cuja razdo entre os eletrélitos seja
1:1 ocorre na faixa de 37,00-122,00 Scm’mol™ *°. Os resultados da analise elementar
encontrados estdao de acordo com as formulas propostas. Os dados referentes ao

composto 4 estao sendo aguardados.
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4.3 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho (1V)

Consideragoes espectroscopicas sobre o ligante trifenilfosfina (PPhs)
O espectro no IV do ligante trifenilfosfina (PPhs) estd ilustrado na Figura 19.

Modos vibracionais caracteristicos de anéis aromaticos englobam regides principais de
absorc3o. Na faixa espectral compreendida entre 3138-2990 cm™, hd um conjunto de
modos vibracionais referente aos vs e v,s do CH. Bandas de absorcio de alta
intensidade s3o observadas na regido entre 1590-1300 cm™, relacionadas as vibragdes
das ligagdes vC-C, do anel benzénico. O intervalo de 970-735 cm™ apresenta um
conjunto de bandas referentes a deformacdo das ligagcdes C-H fora do plano e em 620
cm™ referente a deformagdes no plano do anel benzénico®. J4 as bandas na faixa de
1088 cm™ e 426 cm™ sdo referentes as vibracdes que envolvem movimentos dos
atomos de carbono e hidrogénio, com contribuicdes significativas de estiramento da
ligacdo P-fenil e a banda na faixa de 498 cm™ apresenta contribuicdes da deformacio
da ligacdo P-fenil®.

Figura 19. Espectro vibracional da trifenilfosfina na regido do infravermelho.
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Fonte: Autora.

Consideragdes espectroscopicas sobre os ions azida (N3) e tiocianato (SCN’)
O ion azida, N3, se coordena aos metais de maneira terminal, via atomo de

nitrogénio, em ponte end-on — um atomo de nitrogénio coordenado a dois centros
metalicos; e end-to-end — com os nitrogénios nas extremidades. O grupo SCN™ pode se
coordenar ao metal através do atomo de nitrogénio, originando os complexos
isotiocianato, pelo atomo de enxofre, formando os complexos tiocianato, ou por
ambos (M-NCS-M), estabelecendo uma ponte entre os centros metalicos®®>. As

coordenacbes sao atribuidas de acordo com as posicdes espectrais em que se
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encontram as bandas, j& que cada ion apresenta vibracdes em regides bem
caracteristicas no espectro de IV. A Tabela 3 mostra os intervalos das frequéncias
referentes aos modos vibracionais dos pseudo-haletos livres e coordenados em
63-67

complexos metalicos

. . . A . . . . -1
Tabela 3. Principais frequéncias vibracionais, em cm™, observadas nos espectros no IV dos pseudo-
haletos livres e coordenados.

Modo de coordenagao Vas(NNN) vs(NNN) 6(NNN)
NNN- livre 2041 1344 645
N-terminal 2050-2010 1304-1285 590-570

Ponte (end-on) 2080-2050 1290-1200 570-550
Ponte (end-to-end) 2100-2080 1290-1200 570-550

Modo de coordenacgdo Vas(SCN) vs(SCN) 6(SCN)
SCN' livre 2053 746 486
N-terminal 2100-2050 870-820 490-450
S-terminal 2125-2110 760-700 440-400

Ponte (end-to-end) 2165-2100 800-750 470-440

Consideracdes espectroscépicas sobre o ligante FMTSC e os complexos 1-4.

Segundo Palenik et al®®, as tiossemicarbazonas sdo sistemas de elevada
deslocalizacdo eletronica, principalmente quando anéis aromaticos encontram-se
conectados no atomo de carbono azometinico (C,). O Esquema 3 indica os
comprimentos de ligacdo médios de tiosemicarbazonas disponiveis na base de dados

CcsD%.

Esquema 3. Comprimentos de ligagdo médios de tiosemicarbazonas disponiveis na base de dados csD®.
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A distancia média C=S é proxima a média encontrada nas tiouréias assim como
as ligacdes N-N e C=N sdo prdximas as distancias observadas em hidrazinas e bases de

Schiff, respectivamente’®”’",

Entretanto, as distancias médias CiN; e C;N, sao
significativamente mais curtas que as encontradas para as semicarbazonas. Tal fato é
atribuido a menor eletronegatividade do atomo de enxofre, permitindo um maior

envolvimento das duas ligagdes CN na deslocalizagao dos elétrons .
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A tiossemicarbazona escolhida nesse trabalho foi a N-Metil-2-[4-(4-
hidréxifenil)butan-2-ilideno]hidrazina-1-carbotioamida (FMTSC), cuja estrutura esta

ilustrada abaixo (Figura 20).

Figura 20. Formula estrutural da N-Metil-2-[4-(4-hidréxifenil)butan-2-ilidenolhidrazina-1-carbotioamida
(FMTSC).
OH
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H
~ N
HsC N7 Y
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Fonte: Autora.

Observando-se a estrutura da FMTSC, verifica-se que essa tiossemicarbazona
pode se coordenar ao paladio(ll) via atomo de nitrogénio iminico e/ou enxofre no
modo neutro ou anidnico. Dentre as técnicas espectroscopicas disponiveis para inferir
o modo de coordenacdo das tiossemicarbazonas, a espectroscopia no IV e de RMN
fornecem informacgdes muito importantes.

As tiosemicarbazonas  (R'R®*C’=N3-N’H-C(=S)N'H,) apresentam bandas
caracteristicas aos grupos funcionais presentes em sua estrutura e em frequéncias
especificas. Informacgdes relevantes sobre o modo de ligacdo dos ligantes podem ser
extraidas a partir da analise do espectros no IV dos complexos. Nesse contexto, as
bandas v(NH) fornecem informagdes importantes, uma vez que elas desdobram-se em
duas regides: 3450-3210 cm™ atribuida ao grupo —N'H,, e 3180-3150 cm™ associada ao
hidrogénio hidrazinico =N°H,. A presenca da banda correspondente ao grupo —N*H,
sugere a coordenagdo neutra da tiossemicarbazona, enquanto que a sua auséncia
indica a desprotonacdo do hidrogénio hidrazinico nos complexos. Em geral, no
espectro dos complexos contendo tiossemicarbazonas coordenadas no modo neutro,
observa-se um deslocamento para frequéncias mais altas das bandas associadas ao
grupo —N'H, (3490-3200 cm™) e um ligeiro deslocamento para frequéncias mais
baixas das absorc¢des atribuidas ao hidrogénio hidrazinico —~N°H, (3160-3120 cm™). Por
outro lado, os espectros no IV dos complexos derivados da tiossemicarbazona ani6nica

(com o grupo —N?H, desprotonado) apresentam somente as bandas referentes aos
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modos vibracionais dos grupos —N'H,, no intervalo de 3500-3260 cm™, ligeiramente
deslocado para frequéncias mais baixas em relacdo ao ligante livre. As absor¢des de
média intensidade relativas aos modos 8(—~N'H,) e vC=N do ligante livre s3o detectadas
na regidao de 1635-1470 cm™t. Com a coordenacdo, essas bandas sdo levemente
deslocadas para frequéncias mais altas ou baixas, sendo observadas no intervalo de
1630-1500 cm ™. A coordenacio das tiosemicarbazonas na forma neutra via atomo de
enxofre resulta em deslocamentos pouco significativos da posicdo da banda vC=S,
localizada na regido de 850-800 cm ™, enquanto que os espectros no IV de complexos
contendo a TSC ani6nica mostram deslocamento pronunciado para frequéncias mais
baixas no intervalo espectral de 820-790 cm™ 7*”>.

A Figura 21 ilustra os espectros no IV do ligante FMTSC e dos compostos 1-4. As

atribuicGes das frequéncias vibracionais presentes na FMTSC e em seus complexos sao

mostrados na Tabela 4.
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Figura 21. Espectros vibracionais na regido de 4000-400 cm™ do IV do ligante e dos complexos 1-4.
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45

Tabela 4. Principais frequéncias na regido do infravermelho do ligante FMTSC e dos complexos 1-4.

Atribuico Frequéncia / cm™
mrsc [ 1 | 2 | 3 4
VOH 3357 3413 3431 3427 3408
VasNH 3222 3219 3241 3247 3149
vsNH 3216 3134 3239 3240 -
VCHaromatico 3019 3047 3060 3008 3059
VCHajifatico 2961, 2913 2932 2922 2922 2924
VasSCN - - - 2111 -
VasN3 - - - - 2033
Anel 1887 - - - -
vC=N + 8NH 1612 1596 1592 1592 1610
VCCaromatico 1515 1516 1511 1511 1515
VCCaromatico 1478 1441 1440 1434 1432
vC=S + C=N 1371 1380 1378 1377 1413
OCHaromatico 1081 1271 1263 1268 1260
vC=S 1072 - - - -
vP-Ph3 - 1092 1095 1092 1095
Anel 825 834 828 829 831
Vanel - 749 747 747 750
N-N 845 998 998 1000 1000
vCS 760 714 704 705 705
Banel - 695 691 686 691
OCHaromatico 579 533 529 534 535
OCHaromatico - 506 510 515 511

V,s = estiramento assimétrico, vs = estiramento simétrico, §,, = deformagdo angular assimétrica no plano,
y = deformacdo fora do plano, § = deformagdo no plano.

O espectro no infravermelho do ligante livre frambiona-tiossemicarbazona
(Figura 21) apresenta duas absor¢des principais de forte valor diagndstico em relagdo
ao seu modo de coordenagdo: a banda correspondente ao estiramento v(C=N) em
1565 cm™ e ao estiramento v(C=5) gue aparece em duas regides no espectro, 1072 cm’
e 760 cm™ °. A absorc¢do na faixa 760 cm™ representa melhor o estiramento v(C=S),
pois na faixa 1072 cm™ este pode se encontrar acoplado com outros tipos de vibracdes
como, por exemplo, com o fragmento N-C-N’’. Observa-se também a auséncia de
banda na faixa de 2500-2600 cm™, indicando que no estado sélido se apresenta na
forma tiona®.

A coordenacado do ligante ao centro metalico implica no enfraquecimento das
ligacdes C=S e C=N, o que faz com que apresentem frequéncias mais baixas; em
contrapartida, a ligacdo N-N deve ser observada em regides com frequéncia mais
elevada, devido ao aumento da forca da ligagdo’®.

Nos espectros dos complexos 1-4, é possivel observar bandas oriundas do

ligante FMTSC, da PPh3 e do pseudo-haleto, indicando que ocorreu a formacao dos
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complexos. O estiramento v(C=N) apresenta-se deslocado para uma regido entre 1592-
1596 cm™, o que representa uma frequéncia de aproximadamente 20 cm™ mais baixa
do que no espectro do ligante livre. Esta reducdo é atribuida a coordenacdo do

nitrogénio azometinico com o metal’”®

, ainda confirmada pela mudanga na banda (N-
N) do ligante livre (845 cm™) para frequéncia em torno de 1000 cm™, mediante
complexagao.

Além disso, a banda referente ao estiramento v(C=S), em torno de 760 cm™
desloca-se para uma regido de menor energia, 714-704 cm™. A ligac3o torna-se mais

79-81
98l Deste modo, os

fraca devido a coordenacdo do metal pelo atomo de enxofre
espectros no IV sdo consistentes com a coordenacdo em modo N,S-bidentado do
ligante FMTSC.

No espectro do composto 3 aparece uma banda bem intensa, em 2111 cm™
atribuida ao estiramento do grupo tiocianato (SCN), quando ele esta coordenado pelo
atomo de enxofre de modo S-terminal. No espectro do composto 4, a banda em 2033
cm™ é atribuida ao estiramento do grupo azida quando coordenado de maneira N-
terminal. A coordenacdo da trifenilfosfina ao metal é evidenciada devido a presenca de

suas bandas caracteristicas na regido de 1565-1434 cm™ (vCC), 1095-1092 cm™, (vP-
Ph3) e 534-506 cm™ (6CH)®.
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4.4 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).

A espectroscopia de RMN é uma das técnicas mais importantes da elucidacao

da coordenacdo das tiossemicarbazonas. Considerando o componente estrutural
s . . . 2 3 2 1 1 . ~

basico de uma tiossemicarbazona como >C°=N>-N“H-C*(=S)N"H,, a interacdo entre um
metal e a tiossemicarbazona induz alteracdes na posicdo dos sinais de RMN desses
nucleos. A diferenga observada nos deslocamentos quimicos dos sinais dos
hidrogénios antes e depois da coordenacdo pode ser discutida considerando as
seguintes estruturas de ressonancia das tiossemicarbazonas (Figura 22).

Figura 22. Trés estruturas de ressondncia da tiossemicarbazona (1, Il e llI).
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Fonte: Autora.

Para isso, é de vital importancia conhecer o intervalo espectral em que cada um
desses sinais sdao localizados. A coordenagdo N,S-quelante neutra da
tiossemicarbazona resulta no deslocamento dos sinais referentes aos hidrogénios dos
grupos —N°H e —N'H,. Os sinais alargados associados aos &tomos de hidrogénio
hidrazinicos dos ligantes livres (-N°H) localizam-se na regido de 8,74-11,57 ppm,

dependendo da natureza dos substituintes ligados ao carbono 23”727

. Os hidrogénios
do grupo amino das tiossemicarbazona livre (-N'H,) apresentam dois sinais alargados
nas regides de 7,17-8,12 e 6,29-7,79 ppm, respectivamente. Devido a rotacao restrita
desse grupo ao longo do eixo da ligagdo C'-N*, causada pela deslocaliza¢io do par de

elétrons livre sobre o nitrogénio N2 (forma 1) *7%7°

. Nos espectros de RMN de
complexos contendo ligantes N,S-quelantes neutros, dois sinais —=N'H, s3o observados

e o singleto associado ao —N’H é deslocado para campo mais baixo, pois a formagso
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das ligagdes M-S e M-N® aumenta a contribuicio da estrutura de ressonancia
altamente polar Ill, resultando na diminuicdo da densidade eletrénica sobre o
hidrogénio hidrazinico.

Por outro lado, quando a tiossemicarbazona estd coordenada no modo
anidnico, o sinal referente ao grupo —N’H desaparece e um Unico sinal é atribuido ao
grupo —N*H, em regides de campo alto (4,71-5,92 ppm)®. Tal fato é atribuido a
formacdo do anion tiossemicarbazonato (Figura 23) apds a desprotonacdo do grupo
N°H junto com a reducdo da ordem de ligacdo da ligagdo C'N?, resultando no

desimpedimento da rotacdo do fragmento —N*H, na temperatura ambiente.

Figura 23. Duas estruturas de ressonancia (I e Il) com grande contribuigdo ao hibrido ressonante da
forma anionica da tiossemicarbazona.
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Fonte: Autora.

Entretanto, dois sinais voltam a aparecer quando o espectro é obtido em
temperaturas mais baixas®’, em razdo da rotag3o lenta da ligagio C'N'. Entretanto, se
um co-ligante como a trifenilfosfina (PPhs) estiver presente, um desses sinais pode ser
encoberto pela sobreposicdo dos sinais de 'H dos anéis aromaticos da PPhs.

No que diz respeito aos espectros de *C das tiossemicarbazonas, informacdes
relevantes podem ser obtidas analisando os deslocamentos dos sinais referentes aos
carbonos tionilico C* (177-178 ppm) e iminico C* (132-163 ppm) *""*”. Apés a
coordenacio, o sinal associado ao C' sofre um deslocamento para campo mais alto
(168-182 ppm) enquanto que o do C* desloca-se para campo mais baixo (142-172

ppm). O deslocamento para campo alto do sinal do grupo tionila (C') comparado ao do
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ligante livre indica a diminuicdo da ordem de ligacdo da ligacdo C=S apds a
coordenacdo. J4 o deslocamento do sinal associado ao carbono iminico evidencia a
desprotecdo resultante do deslocamento da densidade eletrénica do nitrogénio
iminico para o metal.

A espectroscopia de RMN de 'H e 'C aliada as técnicas de correlagdo
bidimensional HSQC; HMBC e COSY foram empregadas com a finalidade de auxiliar na
caracterizacdo estrutural do ligante e dos complexos 1-4. Todos os espectros foram
obtidos em cloroférmio deuterado (CDCls) e adquiridos em 600MHz para *H e 150 MHz
para C. Os sinais foram atribuidos de acordo com a numeracio do esquema

representado pela Figura 24.

Figura 24. Numeracao das posi¢des dos atomos de ligante FMTSC e dos complexos 1-4.
7

OH

Fonte: Autora.

As atribuicdes dos deslocamentos quimicos RMN de 'H e 3C e as correlacbes
observadas nos experimentos de COSY 'H-'H, HSQC *H-'3C e 'H-°N e HMBC H-2C e
'H4-°N, para o ligante FMTSC e para os complexos [PdCI(FMTSC)(PPhs)ICI (1),
[PAI(FMTSC)(PPh3)]CI (2), [PASCN(FMTSC)(PPhs)]Cl (3) e [PdN3(FMTSC)(PPhs)] (4), se
encontram na Tabela 5. A Figura 25 apresenta o espectro de RMN de 'H e B¢ do

ligante FMTSC.
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Tabela 5. Dados de RMN de 'H e °C, COSY 'H-'H, HSQC "H-"C e 'H-°N e HMBC *H-"*C e 'H-"N do

ligante FMTSC e dos complexos 1-4.
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Figura 25. Espectro de RMN de ‘H e *C do ligante FMTSC, em CDCl,.
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Analisando o espectro de RMN de *H do ligante FMTSC, observa-se a presenca
de dois conjuntos de sinais para quase todos os nucleos de 'H, sugerindo a presenca
dos isdmeros configuracionais Z e E. A coexisténcia dos isbmeros configuracionais

normalmente é verificada nas tiossemcarbazonas®®°

, sendo a espécie majoritaria a de
conformacdo sin, devido a posicio N-4 ter substituintes®® (Figura 26). A razdo das
espécies para o ligante é de aproximadamente 10:5, baseado nas integrais dos sinais

do hidrogénio 1’-CHs.

Figura 26. Formas possiveis para as espécies a/b do ligante FMTSC.
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Fonte: Autora.

O espectro do ligante FMTSC é concordante com a sua estrutura molecular. A
presenca de dois dupletos em 7,04 e 6,78 ppm é caracteristico de um anel benzénico
para substituido. O sinal alargado em 5,23 ppm esta associado ao grupo —OH ligado ao
anel aromatico. O arcabouco alifatico da molécula também foi evidenciado pelo
aparecimento de dois tripletos em 2,57 e 2,81 ppm, associados aos grupos metilénicos,
e de um singleto em 1,87 ppm, atribuido ao grupo metila da posi¢ao 1’. O nucleo de
hidrogénio do grupo hidrazinico estd relacionado ao sinal em 8,43 ppm enquanto que
o atomo de hidrogénio do grupo tioamida estd associado ao sinal alargado em 7,40
ppm.

O sinal referente ao grupo metilico ligado na tioamida aparece como dois
singletos em 3,20 e 3,21 ppm. Isso ocorre devido a restricdo na rotacdo desse grupo ao
longo do eixo da ligagdo C-NHCH3 causada pela deslocalizagao do par de elétrons
isolado do nitrogénio, fazendo com que a ligacdo CN da tioamida n3ao possua carater
de ligacdo simples®®. Assim, o grupo CHs; da tioamida encontra-se em um ambiente
guimico diferente nas formas | e Il, conferindo a ele um sinal duplicado no espectro do

ligante FMTSC (Figura 27), assim como um sinal fraco para grupo 4-NH em 7,10 ppm. A
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presenca de tracos de outra espécie em solucdo, provavelmente isémero, foi

observado pelo aparecimento do sinal em 2,15 ppm.

Figura 27. Formas possiveis para o ligante FMTSC.
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Fonte: Autora.

O espectro de RMN de *3C fornece informacdo direta sobre a estrutura de
carbono da molécula. Nota-se em campo alto, o sinal em 20,95 ppm atribuido ao
grupo metilico C (1”’) e os sinais em 15,82; 31,60 e 40,34 ppm, atribuidos aos C (1’), C
(4’) e C (3'), respectivamente. Os carbonos referentes ao anel aromatico do ligante C
(5"), C (6'), C(7’) e C (8’) se encontram em campo baixo, com valores de deslocamento
133,01, 129,30, 115,34 e 153,95 ppm, respectivamente. O sinal de ressonancia de
carbono do grupo C=N é observada em 151,13 ppm, resultado condizente aos
encontrados por outros ligantes derivados de tiossemicarbazona®’. O sinal C = S
observado no 178,69 ppm é caracteristicos para o grupo tiocarbonilo presente no
ligante. Novamente é evidenciada a presenca minoritaria de outra espécie em solucdo,
devido o aparecimento de um conjunto de sinais no intervalo 28,86-30,19 ppm.

Para os complexos [PdCI(FMTSC)(PPh3)]Cl (1), [PdI(FMTSC)(PPhs)ICl (2),
[PASCN(FMTSC)(PPh3)]ICI  (3) e [PdN3(FMTSC)(PPhs)] (4), as atribuicbes dos
deslocamentos quimicos RMN de 'H e BCeas correlagbes observadas se encontram
na Tabela 5. Os espectros de RMN de 'H e de C dos complexos 1-4 estdo

representados pelas Figuras 28 e 29, respectivamente.



Figura 28. Espectro de RMN de "H dos complexos 1-4 em CDCl,.
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Figura 29. Espectro de RMN de >C dos complexos 1-4 em CDCls.
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Analisando o espectro de 'H dos complexos 1-4, nota-se a presenca de dois
conjuntos de sinais para quase todos os nucleos de *H, sugerindo a presenca de duas
espécies em solucdo (a/b). A razdo das espécies para o complexo 1 é de
aproximadamente de 10:2, baseado nas integrais dos sinais do hidrogénio 1’-CHs; de
10:1 para o complexo 2, baseado nas integrais dos sinais do hidrogénio do CH,; e para
os complexo 3 e 4, baseados nas integrais dos sinais do hidrogénio 1’-CHs, a razdo é de
10:3 e 10:8, respectivamente.

Para as espécies em solucdo dos complexos 1-3, o aparecimento do sinal
associado ao hidrogénio hidrazinico (12,46 ppm (1); 10,74 ppm (2) e 12,59 ppm (3))
sugere a coordenagdo da tiossemicarbazona como um ligante neutro. O oposto ocorre
com as duas espécies em solucdo do complexo 4, a auséncia do sinal associado ao
hidrogénio hidrazinico no intervalo espectral de 8,74-11,57 ppm sugere a coordenacgdo
da tiossemicarbazona como um ligante aniénico. Além disso, o aparecimento de um
sinal associado ao grupo —NH- da tioamida em regides de campo alto (4,22 ppm)®
concorda com a coordenacdo da tiossemicarbazona como um ligante anidnico.

Os deslocamentos observados nos complexos 1-4 dos dois conjuntos de
tripletos, em 2,72-3,44 e 2,82-3,48 ppm, associados aos hidrogénios (CH,) da posicao
3" e 4, e de um singleto em 2,13-2,40 ppm, atribuido ao grupo metila da posicdo 1’
para campo mais baixo, esta de acordo a coordenacdo através do atomo de nitrogénio
azometinico. As variagbes dos protons do ligante FMTSC para regides de menor
protecdo ocorrem devido aos hidrogénios estarem mais desblindados depois da
complexagdo do metal. O sinal alargado na faixa de 4,87-6,34 ppm esta associado ao
grupo —OH ligado ao anel aromdtico. O singleto, atribuido ao grupo metila da tioamida
sofre deslocamento para campo alto (2,76-2,80 ppm), provavelmente em func¢do da
anisotropia magnética associada a ligacdo C=N do grupamento tioamida.

A presenca da trifenilfosfina coordenada é evidenciada nos complexos pelo
aparecimento de multipletos na regido de 7,39-7,73 ppm. Com base na integral destes
sinais, observa-se o dobro do numero de hidrogénio esperados para os complexos,
mostrando que ha duas espécies em solugao.

Nos espectro de *C dos complexos 1-4, o sinal C=S é deslocado para campo
mais alto por 3,98-11,76 ppm, ja o sinal do C=N é deslocado para campo mais baixo
por 22,20-59,45 ppm em relacdo ao ligante. Estes resultados confirmam a

coordenacdo pelo dtomo de enxofre e pelo nitrogénio azometinico ao paladio (11)%. Os
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atomos de carbono adjacentes aos locais de coordenacdo (C (1”), C (1), C(3’) e C (4’))
sdo deslocados para regides de campo mais baixo, comparadas as suas posicdes no
ligante livre, isso ocorre devido a formacdo do anel de cinco membros, que faz com a
densidade eletronica se concentre mais sobre o anel, deixando assim, os carbonos
adjacentes mais desblindados. Os atomos de carbono do anel aromatico (C (5’), C (6'),
C (7) e C (8)) ndo apresentam mudancas significativas, sofrendo leve
desblindamento. A coordenacdo da trifenilfosfina é evidenciada pelo aparecimento do
conjunto de sinais em 128,31-134,70 ppm.

Para uma melhor elucidacdo das estruturas, os complexos foram investigados
mediantes técnicas de correlacdo bidimensional COSY 'H-H, HSQC *H-3C e H-N e
HMBC 'H-C e 'H-"’N. Serdo apresentados os espectros indispensaveis para a
ilustracdo da estrutura dos complexos, os demais se apresentam no Anexo 1.

O complexo 1 foi investigado mediante a Espectroscopia de Correlagdo
Heteronuclear de simples ligacdo HSQC *H-°N e de mdltipla ligagio HMBC *H-°N #°.
Estes espectros auxiliam nas atribuicdes, pois conhecendo a identidade do hidrogénio
pode-se realizar as atribuicbes aos nitrogénios ligados a eles e vice-versa. A Tabela 5
mostra as correlacGes observadas no mapa de contorno dos hidrogénios e nitrogénios
envolvidos bem como suas respectivas atribuicGes. As setas de correlagdo sdo
apresentadas na Figura 30. Os sinais foram atribuidos de acordo com a numeragdo do
esquema representado pela Figura 24. Os espectros de HSQC e HMBC do complexo 1,

estdo representados pelas Figuras 31 e 32, respectivamente.

Figura 30. Setas de correlagao observadas nos experimentos HSQC e HMBC para o complexo 1.
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Fonte: Autora.
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Figura 31. Mapa de contorno do experimento HSQC 'H-"N, em CDCl;, para o complexo 1.
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Figura 32. Mapa de contorno do experimento HMBC 'H-"®N, em CDCls, para o complexo 1.
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O HSQC correlaciona os nucleos de N com os de hidrogénios que se
encontram diretamente ligado as eles, ou seja, acoplados a distdncia de apenas uma
ligagdo (“Jnn). O segundo experimento (HMBC) correlaciona os ntcleos de N com os
prétons que se encontram a duas ou trés ligacdo de distancia (“Jau) e ((Jnm).

No mapa de contorno do experimento HSQC 'H-°N (Figura 30) podem ser
observados dois contornos no espectro, um referente ao hidrogénio hidrazinico
acoplando com o0 2-N em 172,11 ppm e o hidrogénio da tioamida com 4-N em 104,78
ppm, confirmando seus respectivos picos. Além disso, novamente a coordenacdo da
tiossemicarbazona como um ligante neutro pode ser evidenciada.

O mapa de contorno do espectro de HMBC (Figura 31) mostra a correlacdo
heteronuclear do nitrogénio da tioamida em 104,78 ppm com o grupo metila (2,79
ppm) da tioamida a duas ligacdes (*J). Os outros trés sinais se referem ao nitrogénio
azometinico, que se apresenta em 252,57 ppm. Este se correlaciona a 3 ligacdes ()
com o grupo CH, da posicao 3’ (3,44 ppm) e com o singleto do hidrogénio da metila da
posicdo 1’ (2,40 ppm). O quarto contorno observado se refere a sua correlagdo com o
singleto do isdbmero da metila da posicao 1’ (2,62 ppm), mais uma vez evidenciando a
existéncia de um isbmero em solucao.

O complexo 3 foi investigado mediante espectrometria de COSY, o qual revela
as interacdes de acoplamento 'H-'H numa molécula®®. A Tabela 5 mostra as
correlagdes observadas entre os hidrogénios envolvidos bem como suas respectivas
atribuicOes. As setas de correlagao sdao apresentadas na Figura 33. O espectro de COSY

'H-"H do complexo 3 esta representado pela Figura 34 e a expans3o pela Figura 35.

Figura 33. Setas de correlagdo observadas no experimento COSY 'H-'H do complexo 3.
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Figura 34. Mapa de contorno do experimento COSY "H-'H, em CDCl;, para o complexo 3.
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Figura 35. Expans3ao do mapa de contorno do experimento COSY "H-"H, em CDCls, para o complexo 3.
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O erxperimento de COSY permitiu a distincdo clara entre os sinais de NH da
posicdo 2 e 4, visto que o hidrogénio do NH da tioamida (10,04 (a) e 8,91 ppm (b)) tem
correlacdes homonucleares com os hidrogénios da metila (2,78 ppm). Interacdes de
acoplamento entre os hidrogénios associados aos tripletos dos grupos CH, nas
posicdes 3’ e 4’, sdo observados nos contornos que ocorrem em 2,74 ppm e 2,83 ppm,
verificando que de fato, ha uma correlacdo entre os hidrogénios vizinhos.

Observamos no espectro obtido, na regido de 6,74-7,15 ppm ocorre a
correlacdo dos dubletos referentes aos hidrogénios H6’ e H7' do anel aromatico do
ligante FMTSC. Com a utilizacdo desta técnica fica evidente a presenca de duas
espécies em solucdo, sendo possivel identificar quais sdo os pares de dubletos
correspondentes de cada isémero. O H6’ (a) (64 7,04 ppm) se correlaciona com o H7’
(a) (64 6,80 ppm) e 0 HE’ (b) (6 7,15 ppm) com o H7’ (b) (64 6,74 ppm). A correlacdo
entre os hidrogénios da trifenilfosfina ocorre na regiao de 7,49-7,69 ppm.

O complexo 3 também foi investigado mediante espectrometria de HSQC e
HMBC que mostra acoplamentos *H-"3C, a curtas (%)) ou longas ligacdes () e (*J)’°. A
Tabela 5 mostra as correlacdes observadas entre os hidrogénios envolvidos bem como
suas respectivas atribuicGes. As setas de correlagdo sdo apresentadas na Figura 36. O
espectro de HSQC do complexo 3 esta representado pela Figura 37, sua expansdo pela
Figura 38 e o0 espectro de HMBC esta representado pela Figura 39.

Figura 36. Setas de correlacdo observadas no experimento HSQC 'H-*C e HMBC 'H-"C do complexo 3.
B T 1@

Fonte: Autora.



Figura 37. Mapa de contorno do experimento HSQC 1H-13C, em CDCls, para o complexo 3.
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Figura 38. Expansdao do mapa de contorno do experimento HSQC 'H-"C, em CDCl;, para o complexo 3.
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Figura 39. Mapa de contorno do experimento HMBC 'H-C, em CDCl3, para o complexo 3.
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O mapa de contorno do experimento HSQC 'H-Bc¢ (Figura 36), mostra a
correlacdo dos carbonos aromaticos em campo baixo, onde o sinal em 7,04 ppm, que
correspondente ao 6’, que se acopla ao C (6’) em 129,49 ppm, o sinal 7/, em 6,80 ppm,
se correlaciona em 115,51 ppm com o C (7’). Em sua expansao (Figura 37), observamos
o sinal em 2,15 ppm, correspondente ao hidrogénio 1’, que correlaciona com o C (1')
em 30,28 ppm. O primeiro sinal do grupo metilénico é observado em 29,05 ppm, que
correspondendo ao C (4’) e o sinal do C (3’) é evidenciado em 45,61 ppm. Ainda em
campo alto, a metila 1" (2,78 ppm) acopla em 31,37 ppm com o C (1”). Além disso, é
evidenciado os acoplamentos da trifenilfosfina em 128,83-134,66 ppm.

O espectro de HMBC 'H-"3C (Figura 38) mostra a correlacdo heteronuclear do
carbono metilénico em 29,05 ppm com o hidrogénio (2,74 ppm) do CH, a duas liga¢des
(’J), e ao sinal em 7,04 ppm do H6’ a trés ligagdes (*)), comprovando que se refere-se
ao C (4’). Confirmar-se o sinal do C (3’) em 45,61 ppm, evidenciando a correlacdo com
o sinal do 4’-CH, (2,83 ppm) e com o sinal em 2,15 ppm da 1’-CH; a trés ligacdes (*)).

Em 154,26 ppm, observa dois contorno no espectro, referentes ao
acoplamento do C (8’) aos hidrogénio 6’ e 7’ do anel aromdtico do ligante. O sinal do

grupo tiocarbonilo é evidenciado pela correlagdo do sinal em 180,29 ppm com o 2,78
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ppm da metila da tioamida, a trés ligacdes (*J). O sinal referente ao nitrogénio
azometinico, se apresenta em 208,63 ppm, onde se correlaciona a 2 ligagdes (*J) com o
grupo CH, da posicdo 3’ (2,74ppm) e com o singleto do hidrogénio da metila da
posicdo 1’ (2,15 ppm) e a 3 ligacdes (*J) com o sinal do grupo metilénico da posicdo 4’
(2,83 ppm).

O complexo 4 foi investigado mediante espectro de COSY. A Tabela 5 mostra as
correlacbes observadas entre os hidrogénios envolvidos bem como suas respectivas
atribuicGes. As setas de correlacdo sdo apresentadas na Figura 40. O espectro de COSY

'H-"H do complexo 4 esta representado pela Figura 41.

Figura 40. Setas de correlagao observadas no experimento COSY 'H-"H do com plexo 4.
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Figura 41. Mapa de contorno do experimento COSY 'H-'H, em CDCl,, para o complexo 4.
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De acordo com o espectro obtido de COSY *H-'H do complexo 4 (Figura 40), a
correlacdo entre os hidrogénios da trifenilfosfina ocorre na regido de 7,39-7,73 ppm.
Na regido de 6,73-7,24 ppm ocorre a correlacdio dos dubletos referentes aos
hidrogénios H6’ e H7’ do anel aromatico do ligante FMTSC. Evidenciando a presenca
das duas espécies em solucdo e identificando quais sdo os pares de dubletos
correspondentes de cada isdbmero. O H6’ (a) (7,24 ppm) se correlaciona com o H7’ (a)
(6,73 ppm) e o HE’ (b) (7,05 ppm) com o H7’ (b) (6,75 ppm).

A técnica COSY também permitiu a confirmacdo e a clara distingdo entre os
sinais de OH e NH, visto que o hidrogénio do NH da tioamida (4,22 ppm) tem
correlagbes homonucleares com os hidrogénios da metila (2,80 ppm), a trés ligacdes
(*J). Finalmente, interacdes de acoplamento entre os hidrogénios associados aos
tripletos dos grupos CH, nas posicoes 3’ e 4’, sdo observados nos contornos que

ocorrem em 3,40 ppm e 3,02 ppm, verificando a correlacdo entre hidrogénios vizinhos.
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A espectrometria de massa é uma importante ferramenta para caracterizacao

estrutural®, ela oferece informacgdo da composicio atdmica e molecular de materiais

inorganicos e organicos, sendo possivel determinar a formula molecular baseada na

relagdo massa/carga. Os espectros de massa obtidos para os complexos 1-4 sdo

mostrados na Figura 42.

Figura 42. Espectro de massa dos complexos 1-4.
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Analisando os espectros de massa dos complexos 1-4, observamos que as
proposicdes do esquema de fragmentacdo dos compostos ocorrem de maneira similar
a todos. O sinal do pico base em m/z=620,0 se apresenta em todos os complexos e
corresponde a composicio das espécies (IFMTSC + 1 PPh; + 1 Pd*"). Mostrando que
todos os complexos possuem a mesma estrutura basica.

O pico do ion molecular foi evidenciado pelas fragmentacSes em m/z=654,2,
m/z=746,2, m/z=679,2 e m/z=680,3 que estdo de acordo com a massa tedrica para os
complexos 1 (655,0), 2 (746,9), 3 (680,1) e 4 (684,0) com o ion sédio.

No complexo 4, os picos de m/z=1279,4 e m/z=882,4 , sdo consistentes com o
produto do rearranjo dos ligantes coordenados, isso pode vir a ocorrer no decorrer da
fragmentacao, resultante na formacao de diversas espécies, e assim apresentacdo de

diferentes fragmentos.
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4.6 Andlise Termogravimétrica

As curvas TG/DSC dos compostos 1-4 estdo apresentadas pela Figura 43 e suas
atribuicGes apresentadas na Tabela 6. Pelo perfil de decomposicdo térmica dos 4
compostos podemos observar a similaridade deste comportamento. As saidas dos
ligantes ocorrem em etapas consecutivas, gerando como residuo final paladio

91-92

metalico®* ou éxido de paladio®.

Figura 43. Curvas TG/DSC dos compostos 1-4.
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Tabela 6. Dados referentes a andlise térmica dos compostos 1-4.

Etapa AT/°C Am/% Picos DSC/°C Atribuicdo
Obt. Calc. Exo

1 1 176-642 81,33 82,15 439 /503 -FMTSC, -PPhs, -2CI, % 0,
Residuo 18,67 17,80 PdO

2 2 88-689 85,88 86,34 512 /616 -FMTSC, -PPhs, -1I', -1CI°
Residuo 14,12 13,61 Pd

3 1 158-597 81,27 82,77 441 / 505 -FMTSC, -PPhs, -1SCN’, -1Cl, % O,
Residuo 18,73 17,23 PdO

4 1 83-581 83,40 84,05 455 /503 -FMTSC, -PPhs, -N5’
Residuo 16,60 16,11 Pd

A curva TG referente ao composto 1, mostra que é termicamente estavel até
175 °C, ocorrendo, entdo, o inicio de sua decomposicdo. Entre 176-642 °C os ligantes
coordenados ao metal (82,15%) sdao perdidos em trés etapas consecutivas, onde é
observada uma perda de massa total de 81,33%, associada a dois picos exotérmicos no
DSC em 439 °C e 503 °C. Nota-se um ganho de massa (3,14%), atribuida a incorporacao
de % 0, (Amcalc. = 2,31%), formando PdO. O residuo final (18,67%) esta e acordo com
a porcentagem de oxido de paléddio calculada para 1 (17,80%).

A curva TG do composto 2 mostra a saida dos ligantes coordenados ao metal
(85,88%) ocorrendo entre 88-689 °C, onde é observada uma perda de massa 86,34%
da massa total, dois picos exotérmicos na curva DSC sdo atribuidos a estas eliminagdes,
512 °C e 616 °C. Como resultado da decomposicdo encontra-se 14,12%, referente ao
palddio metalico, condizente com o resultado esperado de 13,61%, confirmando a
estequiometria do complexo.

Na curva TG do composto 3 notam-se perdas consecutivas de massa, referentes
a liberagdao de todos os ligantes coordenados ao metal (Amcalc. = 82,77%), onde é
observada uma perda de massa de 81,27% da massa total, associados a presenca de
dois picos exotérmicos em 441 °C e 505 °C. A decomposicao térmica inicia-se em 158
°C e termina em 597 °C. O residuo final (18,73%) estd e acordo com a porcentagem de
oxido de paladio calculada (17,23%).

A curva TG referente ao composto 4, mostra que entre 83-581 °C os ligantes
coordenados ao metal (Amcalc. = 84,05%) sdao perdidos em trés etapas consecutivas,
onde é observada uma perda de massa total de 83,40%, associada a dois picos
exotérmicos no DSC em 455 °C e 503 °C. O residuo final (16,60%) esta e acordo com a

porcentagem de palddio metdlica calculada (16,11%).



71

A estabilidade térmica é proposta referindo-se ao inicio de cada
termodecomposicao, indicando a seguinte ordem de estabilidade:
[PACI(FMTSC)(PPh3)]Cl > [Pd(SCN)(FMTSC)(PPh3)ICI > [PdI(FMTSC)(PPh3)ICI >
[Pd(Ns3)(FMTSC)(PPhs)].
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Proposta Estrutural

Com base nos resultados obtidos a partir da espectroscopia no infravermelho,
RMN de 1D e 2D, juntamente com os resultados de analise elementar, condutancia
molar e andlise termogravimétrica, sugerem-se as seguintes estruturas para os

complexos 1-4 (Figura 44).

Figura 44. Proposta estrutural para as formas 1-4.
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Essa proposta é apoiada em exemplos desse tipo de isomeria descritos na
literatura®. Nesse ponto, ainda ndo se pode atribuir com certeza qual forma pertence
ao isbmero a e qual se associa ao isbmero b, sendo necessarios mais estudos
espectroscopicos. Espera-se um ambiente quadrado planar ao redor do dtomo de
palddio, com seus sitios de coordenagdao ocupados por um atomo de enxofre e um de
nitrogénio da tiossemicarbazona cis configurados e uma molécula de trifenilfosfina
coordenada via dtomo de fésforo de maneira trans ao atomo de nitrogénio, uma vez
gue a situagao inversa geraria uma competicao entre os &tomos de S e P pelos elétrons
disponiveis na subcamada d do atomo metdlico, enfraquecendo as duas ligacdes Pd-S e
Pd-P**. Um grupo cloro, iodo ou tiocianato S-coordenado est3o nos sitios de
coordenac¢dao do metal no complexos 1, 2 e 3, respectivamente. Para o complexo 4, o
contra-ion ndo estd presente devido a desprotonacao do ligante FMTSC e a esfera de

coordenacdo é preenchida com um grupo azida.
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4.7 Investigacao da atividade citotdxica frente a linhagem tumoral MCF-7

Os complexos 1-4, assim como o ligante livre FMTSC, foram submetidos a
ensaios bioldgicos visando analisar seus potenciais citotoxicos frente as células
tumorais de adenocarcinoma mamario humano (MCF-7). A cisplatina foi usada nos
testes como farmaco de referéncia, sendo submetida as mesmas condi¢des. Os dados
do indice de citotoxicidade (ICso) encontrados estdo apresentados na Tabela 7. Esse
valor € uma medida da eficiéncia de uma substancia na inibicdo de uma funcdo
bioldgica, pois indica a concentracdo necessaria para que um composto induza a morte

50% das células estudadas.

Tabela 7. Valores de ICso para o ligante FMTSC e os complexos 1-4 obtidos frente a MCF-7.

Composto ICso (M) = DP
Ligante FMTSC > 100
[PACI(FMTSC)(PPh3)]Cl (1) 0,73+0,18
[PdI(FMTSC)(PPh3)]CI (2) 1,28+0,17
[PASCN(FMTSC)(PPhs)]CI (3) 0,74 £ 0,07
[PAN3(FMTSC)(PPhs)] (4) 0,85+ 0,03
Cisplatina 19,60 + 4,30

Observando os resultados, evidencia-se a potencialidade destes complexos
frente a linhagem de cdncer de mama MCF-7, com valores de ICsg na ordem de
nanomolar. O ligante FMTSC ndo apresenta atividade citotdxica, ao contrario do que
ocorre com os complexos, mostrando que a coordenacdao do metal potencializa a
citotoxicidade dos compostos formados.

Todos os compostos de palddio(ll) mostraram valores de ICso na faixa 0,73-1,28
MM contra 19,60 uM da cisplatina. Estes resultados indicam que todos os compostos
foram mais citotdxicos que a cisplatina, uma vez que quantidades menores destes
foram capazes de inibir em 50% o crescimento celular quando comparado a cisplatina.

Comparando as concentragdes de 1Csq dos complexos verifica-se que a natureza
do anion presente na esfera de coordenagdo, apesar das diferengas lipofilicas, nao
influenciou na citotoxicidade. Complexos de Pd(ll) com derivados de
tiossemicarbazonas contendo substituintes H, CHs;, C,Hs ou CgHs apresentaram

comportamento semelhante em estudos relatados™. Além disso, tanto os complexos
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gue se ligaram de forma ani6nica, quanto aqueles que se ligaram de maneira neutra,
se mostraram promissores.

As variacBes na estrutura do protdtipo original®® resultaram em um aumento
expressivo da citotdxica nos complexos 1-4. Fatores como a presenca de substituintes
de natureza eletrbénica distinta (ex. grupos metilas) ou mesmo a presenca de grupos
polares que podem vim a formar ligacdes de hidrogénio com as bases nitrogenadas
(ex. grupos hidroxilas), podem ter influenciado na alteragdo da citotoxicidade. Assim,
vemos que a atividade de complexos é uma associacdo de diversos fatores e, na
maioria das vezes, é dificil indicar qual deles exerce maior influéncia.

Além disso, compostos com ligantes tiossemicarbazonas exercem sua atividade
frente a diversos alvos, podendo apresentar atividade frente ao DNA*® ou através da
inibicdo de enzima como EGFR quinase97 e topoisomerase 11°®, Maiores estudos
envolvendo a interacdo entre complexo-meio bioldgico devem ser realizadas para

entender o mecanismo de acdo dos complexos desta dissertacao.
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5 Conclusao

Diante dos resultados obtidos, o trabalho apresenta quatro novos complexos
de Pd(ll), sintetizados partindo-se do precursor [PdCl;(MeCN),] com o ligante FMTSC,
trifenilfosfina e os ions CI, I, SCN e N3, formando assim os complexos
[PACI(FMTSC)(PPh3)ICI (1), [PdI(FMTSC)(PPh3)ICI (2), [PA(SCN)(FMTSC)(PPhs)ICI (3) e
[Pd(N3)(FMTSC)(PPhs)] (4).

As estruturas dos complexos foram propostas com base em dados de analise
elementar, condutividade, espectroscopia no infravermelho e ressonancia magnética
nuclear 1D e 2D. A espectroscopia na regido do IV sugeriu a coordenacdao da FMTSC de
modo bidentado, via 4&tomo de enxofre e de nitrogénio, devido a alteracdes nos modos
vibracionais das ligacbes em que esses atomos estdo envolvidos. A coordenacdo
terminal pelo 4tomo de enxofre do ion tiocianato e da forma N-terminal para azida, foi
diagnosticada através das posicOes das bandas v,sSCN e vasN3 nos espectros de IV.

Os dados de ressondncia magnética nuclear *H, **C e mapas de contorno do
gHSQC, e COSY, confirmam a formacdo dos complexos, segundo os deslocamento
guimicos comparados ao ligante FMTSC livre. Os complexos 1-3 apresentam o sinal do
hidrogénio hidrazinico deslocado para regides mais desblindadas, confirmando a
coordenacdo com o ligante neutro. J& no complexo 4, a auséncia deste sinal mostra a
desprotonacdo do ligante. Em todos os compostos foi confirmada a presenca de dois
conjuntos de sinais para os ntcleos de 'H e 3¢, indicando a presenca de duas espécies
em solugdo (a/b).

Os dados resultantes da anadlise termogravimétrica dos compostos 1-4
concordaram com as estequiometrias propostas. As porcentagens de massa residual,
obtidas ao final dos experimentos coincidem com os valores calculados para cada
composto. De acordo com as temperaturas iniciais de termodecomposi¢do, a
estabilidade térmica varia de acordo com o grupo anidnico, seguindo a ordem
1>3>2>4,

Os complexos foram testados frente a linhagem cancer de mama MCF7 e
apresentaram elevada citotoxicidade, chegando a ser quase 20 vezes mais citotéxicos

gue a cisplatina.
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Perspectivas

A fim de se obter completa caracterizacdo dos compostos, pretende-se obter
monocristal, para que assim a difracdo de raio-X possa ser feita, e entdo conseguir
diferenciar as duas espécies encontradas (a/b).

Determinar a capacidade de inibicdo frente a enzima topoisomerasell pelos
complexos de tiossemicarbazonas e, se possivel, testar a atividade frente a células

saudaveis, para determinar os indices de seletividade (IS) e terapéutico (IT).
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Anexos
. 1
Figura A. Espectro de RMN de “H do [PdCI(FMTSC)PPh;]Cl (1), em CDCls.
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Figura B. Espectro de RMN de ~C do [PdCI(FMTSC)PPh;]Cl (1), em CDCls.
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Figura C. Espectro de RMN de 'H do [PdI(FMTSC)PPh;]I (2), em CDCl,.
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Figura D. Espectro de RMN de ~C do [PdI(FMTSC)PPh;]I (2), em CDCls.
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Figura E. Espectro de RMN de 'H do [Pd(SCN)(FMTSC)PPh;](SCN) (3), em CDCls.
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Figura F. Espectro de RMN de ““C do [Pd(SCN)(FMTSC)PPh3](SCN) (3), em CDCls.
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Figura G. Espectro de RMN de 'H do [PAN5(FMTSC)PPh;] (4), em CDCl,.
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Figura H. Espectro de RMN de ~C do [PdN3(FMTSC)PPh;] (4), em CDCls.
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Figura I. Mapa de contorno do experimento gHSQC 'H-"N, em CDCls, para o ligante FMTSC.

T T T T T T T

85 80 75 70 65 60 55

T T T T T T T T T T T
50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
f2 (ppm)

é .

Fonte: Autora.

Figura J. Mapa de contorno do experimento gHMBC 'H-"N, em CDCls, para o ligante FMTSC.
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Figura K. Mapa de contorno do experimento gCOSY 'H-"H, em CDCl,, para o ligante FMTSC.
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Figura L. Mapa de contorno do experimento gHMBC "H-""C, em CDCl3, para o ligante FMTSC.
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Figura M. Mapa de contorno do experimento gCOSY 'H-'H, em CDCl;, para o complexo 2.
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Figura N. Mapa de contorno do experimento gHSQC 'H-"*C, em CDCls, para o complexo 2.
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Figura O. Mapa de contorno do experimento gHMBC 'H-C, em CDCls, para o complexo 2.
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Figura P. Mapa de contorno do experimento gHSQC 'H-"N, em CDCl;, para o complexo 2.
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Figura Q. Mapa de contorno do experimento gHSQC 'H-C, em CDCl3, para o complexo 4.
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Figura R. Mapa de contorno do experimento gHMBC 'H-c, em CDCls, para o complexo 4.
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Figura S. Mapa de contorno do experimento gHSQC 'H-N, em CDCls, para o complexo 4.

Figura T. Mapa de contorno do experimento gHMBC 'H-°N, em CDCl,, para o complexo 4.
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