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Impacto potencial desta pesquisa

A busca por novas substancias com potencial de se tornarem farmacos €&
um dos grandes pilares da pesquisa cientifica, pois envolve uma conexdo com
diversas areas do conhecimento, caracterizando assim a multidisciplinaridade téo
necesséria atualmente para a superacdo tanto de questbes emergentes como das
tém perdurado por séculos. No universo das questdes mais intrigantes que a ciéncia
se debruca, a problematica do cancer ocupa uma posicao privilegiada. Embora as
indagagOes acerca do cancer sejam extensivamente abordadas na biologia e
medicina, € indubitavel que o0s maiores progressos feitos até entdo foram
compassados pela quimica, confirmando que esta &, de fato, a “ciéncia central”.

Com um estilo de vida cada vez mais propicio ao surgimento dos mais
diversos tipos de canceres, homens e mulheres tém convivido por incontaveis
geragcbes com todo o conjunto de doencas que caracterizam o0 cancer. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, o cancer € a segunda maior causa de morte no
mundo, precedido apenas pelas doencas cardiovasculares, e o observatério Global
do Céancer estima que até 2040 havera um aumento de 30,2 milhdes de novos casos
de céancer, em ambos os sexos com idades na faixa de 0-85 anos. Atualmente,
existem diversos tratamentos para o0 cancer, 0s seis tipos mais comuns sao: cirurgia,
quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal, imunoterapia e o transplante de
medula 6ssea, o0 mesmo que transplante de células-tronco. A quimica teve (e tem)
uma imensa contribuicdo no desenvolvimento de substancias quimioterapicas que
promovem o cessamento ou desaceleram o crescimento de células tumorais que
tém como caracteristica inerente o rapido crescimento e divisao.

Na presente tese de doutorado, foram desenvolvidas novas substancias e,
apo0s uma triagem, o resultado mais promissor foi selecionando para os testes
biologicos, revelando assim seu potencial anticancer. Com isso, foi possivel
contribuir no desenvolvimento de novas substancias que poderdo vir a se tornarem

farmacos anticancer, tematica esta de grande interesse regional e internacional.



Potential impact of this research

The search for new substances with the potential to become medicines is
one of the great pillars of scientific research, as it involves a connection with different
areas of knowledge, thus characterizing the multidisciplinarity that is so necessary
today to overcome both emerging issues and those that have lasted for centuries. In
the universe of the most intriguing questions that science deals with, the problem of
cancer occupies a privileged position. Although questions about cancer are
extensively addressed in biology and medicine, it is undoubted that the greatest
progress made so far has been paced by chemistry, confirming that this is, in fact,
the “central science”.

With a lifestyle increasingly conducive to the emergence of the most diverse
types of cancer, men and women have lived for countless generations with the entire
set of diseases that characterize cancer. According to the World Health Organization,
cancer is the second leading cause of death in the world, preceded only by
cardiovascular diseases, and the Global Cancer Observatory estimates that by 2040
there will be an increase of 30.2 million new cases of cancer, in both sexes aged
between 0-85 years. Currently, there are several treatments for cancer, the six most
common types are: surgery, chemotherapy, radiotherapy, hormone therapy,
immunotherapy and bone marrow transplantation, the same as stem cell
transplantation. Chemistry had (and has) an immense contribution in the
development of chemotherapeutic substances that promote the cessation or
decelerate the growth of tumor cells that have as an inherent characteristic the rapid
growth and division.

In this doctoral thesis, new substances were developed and, after
screening, the most promising result was selected for biological tests, thus revealing
their anticancer potential. With this, it was possible to contribute to the development
of new substances that could become anticancer drugs, a topic of great regional and

international interest.
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RESUMO

O céancer é a segunda maior causa de morte no mundo, precedido apenas
pelas doencas cardiovasculares. O Global Cancer Observatory estima que até 2040
observar-se-a um aumento de 30,2 milhdes de novos casos de cancer, em ambos 0s
sexos com idades na faixa de 0-85 anos. Diante da grande problematica do cancer,
a busca por novas substancias antitumorais que superem as limitacbes dos
medicamentos em uso atualmente constitui um dos pilares mais importantes da
pesquisa cientifica. Desde a descoberta da atividade antitumoral do metalofarmaco
cisplatina, varios complexos inorganicos e organometalicos emergiram como
potenciais metalofarmacos que venham a superar as limitagdes comuns do uso
clinico da cisplatina, como a toxicidade e a resisténcia. Nesse contexto, 0s
complexos ortopaladados sdo bastante promissores, especialmente pela
similaridade quimica entre os metais paladio(ll) e platina(ll), como também por
proporcionarem que compostos de tendéncia ndo genotdxica possam ser obtidos.
Na presente tese de doutorado, seis novos ortopaladados da L-fenilalanina-metil-
éster (LFME) foram obtidos, sendo: um dimero de azida de férmula [Pd(C2N-
LFME)(p-Ns)]2, quatro complexos de férmula geral [Pd(C?,N-LFME)(X)(PTA)], onde X
= Br, Cl, I, N3 e PTA = 1,3,5-triazo-7-fosfoadamantano; e um complexo resultante do
produto da reagdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar: [Pd(C?,N-LFME)(Tria)(PTA)], onde Tria
= triazolato. Os complexos foram devidamente caracterizados através das técnicas
de RMN (*H, 13C e 3'P) e *N para os derivados de azida; Espectrometria de Massas
(ESI) (com excecao do [Pd(C2N-LFME)(Br)(PTA)]), analise elementar (C,H,N,S) e
DRX em monocristal (somente [Pd(C2,N-LFME)(Br)(PTA)]). Ensaios in vitro de
viabilidade celular do [Pd(C2,N-LFME)(Br)(PTA)] frente as linhagens tumorais A549
(pulméo), MDA-MB-231 (mama) e A2780 (ovario) demonstraram uma maior
atividade do composto contra a linhagem A2780, além de uma baixa toxicidade
frente a linhagem ndo tumoral MRC-5 (pulméo). Os estudos de interagdo com as
biomoléculas Albumina de Soro Humano (HSA) e DNA revelaram uma afinidade

consideravel pela HSA, porém uma baixa afinidade pelo DNA.

Palavras-Chave: Ortopaladados, L-fenilalanina-metil-éster, triazolato, viabilidade
celular, Albumina de Soro Humano (HSA), DNA.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death in the world, preceded only by
cardiovascular diseases. The Global Cancer Observatory estimates that by 2040
there will be an increase of 30.2 million new cases of cancer, in both sexes aged 0-
85 years. Faced with the great problem of cancer, the search for new antitumor
substances that overcome the limitations of drugs currently in use is one of the most
important pillars of scientific research. Since the discovery of the antitumor activity of
the metallopharmaceutical cisplatin, several inorganic and organometallic complexes
have emerged as potential metallodrugs that may overcome the common limitations
of the clinical use of cisplatin, such as toxicity and resistance. In this context, the
orthopalladated complexes are very promising, especially due to the chemical
similarity between palladium(ll) and platinum(ll) metals, as well as providing that non-
genotoxic compounds can be obtained. In the present doctoral thesis, six new
orthopalladated L-phenylalanine-methyl-ester (LFME) complexes were obtained,
namely: an azide dimer with the formula [Pd(C?N-LFME)(u-N3)]2, four complexes
with the formula general [Pd(C2,N-LFME)(X)(PTA)], where X = Br, Cl, I, N3 and PTA
= 1,3,5-triazo-7-phosphoadamantane; and a complex resulting from the 1,3-dipolar
cycloaddition reaction: [Pd(C2,N-LFME)(Tria)(PTA)], where Tria = triazolate. The
complexes were properly characterized by NMR techniques (*H, 13C and 3!P) and '°N
for the azide derivatives; Mass Spectrometry (ESI) (with the exception of [Pd(C2,N-
LFME)(Br)(PTA)]), elemental analysis (C,H,N,S) and single crystal XRD (only
[Pd(C2,N-LFME)(Br)(PTA)]). In vitro cell viability assays of [Pd(C2,N-LFME)(Br)(PTA)]
against tumor cell lines A549 (lung), MDA-MB-231 (breast) and A2780 (ovary)
demonstrated greater activity of compound against the A2780 lineage, in addition to
low toxicity against the non-tumor MRC-5 lineage (lung). Interaction studies with the
biomolecules Human Serum Albumin (HSA) and DNA revealed a considerable
affinity for HSA, but a low affinity for DNA.

Keywords: Orthopalladated complexes, L-phenylalanine-methyl-ester, triazolate, cell
viability, Human Serum Albumin (HSA), DNA.
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Problematica

1. Cancer

No universo das questbes mais intrigantes que a ciéncia se debruca, a
problemética do cancer ocupa uma posicado privilegiada. Para cada uma das
principais areas do conhecimento humano, é possivel indagar a0 menos uma
questdo atualmente sem resposta:

e Na fisica: qual o tamanho do Universo fisico?*3

e Na quimica: se 0s organismos vivos S40 compostos por &tomos e 0 corpo
humano, devido a sua complexidade, pode ser considerado um dos (sendo o
maior) laboratério que existe, por que, entdo, ndo é possivel harmonizar ou
mesmo manipular as diversas reacfes quimicas de um organismo inanimado a
fim de muda-lo em animado? Em outras palavras: por que a vida sé pode ser
por nés gerada e transmitida, mas nunca criada?

¢ Na biologia-medicina: qual a causa exata do cancer? Embora muitos dos
fatores de risco que provocam o cancer tenham sido identificados, tais como,
genética, tabagismo, agentes infecciosos e dieta; mas que antes contribuem
para o desenvolvimento do cancer do que apontam a sua real causa.

Apesar da indagacao acerca do cancer ser extensivamente abordada pela
biologia e medicina, é indubitavel que os maiores progressos feitos até entdo foram
compassados pela quimica, confirmando que esta €, de fato, a “ciéncia central’.

O céncer € comumente definido como um conjunto de mais de 200
doencas que tém em comum o0 crescimento e a multiplicacdo de células anormais
gue, eventualmente, se espalham por outros tecidos do corpo num processo

denominado de metastase (figura 1)*.
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normal hiperplasia hiperplasia carcinoma metéastase
atipica in situ

Figura 1. Surgimento e evolucado das células tumorais até a metastase. Fonte: Nature
Education, 2014.

Essas células anormais que dao origem ao cancer tiveram seus
respectivos genes mutados. E importante salientar que essa mutacdo pode ocorrer
por fatores externos (de risco) ou por um defeito no gene que foi herdado dos
antepassados, sendo este Ultimo mais raro. Uma classe de células que tem sido um
dos principais focos no estudo cancer, e que revelam a grande complexidade dessa
problematica, é a classe das células-tronco tumorais (figura 2). Por serem capazes
de, a semelhanca das células-tronco normais, darem origem aos mais variados tipos
de células de uma classe de tecido em particular, as células-tronco tumorais sédo as
principais responsaveis pelo crescimento sustentado e descontrolado de tumores
malignos, resisténcia a tratamentos de quimioterapia e radioterapia, além de

causarem recidiva do cancer e metastase®.
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Figura 2: Processo de divisdo de uma célula-tronco sanguinea normal (a). Havendo mutacéo
na célula-tronco (b), esta se mudara em uma célula-tronco tumoral, dando origem as
respectivas células tumorais do tecido em questao (sanguineo). Em (c) € mostrada a

capacidade que uma célula tumoral possui de mudar, ap6s outra mutacdo, em célula-tronco

tumoral, que por sua vez repetird o processo ocorrido em (b). Fonte: Cancer Stem Cells®.

A3
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Clinicamente, quando o céancer se instala no organismo humano, € como
se um “universo a parte” de células estranhas passasse a competir com as células
normais pela sua existéncia no organismo humano. As células tumorais podem sim
ser consideradas “a parte” pois assumem func¢des completamente dispares aquelas
inerentes as ceélulas normais, especialmente no que concerne as caracteristicas de:
crescimento, comunicacdo, reparacdo e morte celular, aparéncia, maturacao,
evasdo do sistema imunolégico, funcéo e suprimento de sangue®19,

Resumidamente:

célula normal célula tumoral

/ Cessa quando ha células\ KCrescimento descontrolad(\
suficientes

N&ao respondem aos sinais de
Respondem aos sinais de outras outras células
células

Células ndo sao reparadas ou
Células antigas e danificadas sé&o substituidas
reparadas

Tamanhos variados e com nucleo
Aparéncia uniforme vistas ao mais escuro
microscoépio

N&ao atingem a maturidade
Atingem a maturidade

Escondem-se e crescem

Podem ser “cacadas” e eliminadas initerruptamente
Realizam tarefas especificas Falham em realizar tarefas
especificas

Os vasos sanguineos crescem para
alimentar o crescimento e ajudar Os vasos sanguineos crescem para
\ nos reparos / alimentar o tumor

A dindmica do surgimento, crescimento e disseminagéo de células tumorais

7

através do organismo ainda é muito pouco conhecido. Recentemente, um estudo
revelou um dado espantoso sobre o modo como as células tumorais circulantes se
espalham, utilizando o meio de disseminacdo hematogénica'!. Foi observado que
pacientes acometidos de cancer de mama experimentavam um aumento do numero
de células tumorais circulantes (CTCs) e do cluster CTC-WBC (célula tumoral
circulante associada com glébulos brancos) — responsaveis por causar a metastase
— durante o sono, de modo que os hormdnios que regulam o ritmo circadiano como

melatonina, testosterona e glicocorticoides, ditam a dinamica de geracao das células
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circulantes. Esse aumento é ainda mais significativo a medida que o paciente atingia
0s estagios mais avancados do céancer (figura 3). A associacao da célula tumoral
circulante com os glébulos brancos é, atualmente, um dos principais biomarcadores
que dé&o o indicio da existéncia de metastase. No entanto, seu papel ainda ndo é
conhecido, sendo apenas compreendido como um novo mecanismo usado pelas

células tumorais para sua disseminacao.
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Figura 3: Histogramas radiais mostrando as porcentagens de CTCs e de clusters de CTC-WBC
em 21 pacientes em estagio inicial da doenca e em 9 pacientes em estagio avancado da
doenca, durante os periodos de repouso e de vigilia. Fonte: Diamantopoulou, 2022.

Isso demonstra o impressionante carater oportunista dessa doenca, capaz
de utilizar os meios mais “nobres” que o organismo possui de se recuperar e
restabelecer, como o € o periodo do sono, para promover 0 mecanismo mais letal da
doenca: a metastase.

A classe das células-tronco tumorais, assim como a misteriosa e a0 mesmo
tempo assustadora dindmica das células tumorais circulantes que desencadeiam
metastase durante o sono, sdo exemplos que ilustram a profundidade da grande
complexidade que é a problematica do cancer. A medida que pesquisas nessa area
avancam, percebe-se 0 quanto se esta distante de uma plena compreensdo ou
solucdo do problema, pelo contrario, a problematica vai ganhando um caréter
sempre mais “arrojado”.

Com um estilo de vida cada vez mais propicio ao surgimento dos mais

diversos tipos de canceres, homens e mulheres tém convivido por incontaveis
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geracBes com todo o conjunto de doencas que caracterizam o cancer. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, o cancer € a segunda maior causa de morte no
mundo, precedido apenas pelas doencas cardiovasculares. O Global Cancer
Observatory estima que até 2040 observar-se-a um aumento de 30,2 milhdes de
novos casos de cancer, em ambos os sexos com idades na faixa de 0-85 anos. Em
mulheres, o cancer de mama é o de maior incidéncia e mortalidade (figura 4, A)2.
Nos homens, o cancer de pulmdo é o maior em incidéncia e mortalidade (figura 4,
B)2.
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Figura 4: NiUmero estimado de casos incidentes e mortes no mundo em 2020 para mulheres (A)
e homens (B), na faixa etaria 0-85 anos. Fonte: Adaptado de Global Cancer Observatory, 2023.
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No presente momento, existem diversos tratamentos para o cancer, 0s
seis tipos mais comuns sao: cirurgia, quimioterapia, radioterapia, terapia hormonal,
imunoterapia e o transplante de medula 6ssea, 0 mesmo que transplante de células-
tronco. A escolha do tipo de tratamento dependerd do estagio no qual o cancer se
encontra, podendo ocorrer também a combinacdo de diferentes tratamentos. A
guimica teve (e tem) uma imensa contribuicdo no desenvolvimento de substancias
quimioterapicas que promovem 0 cessamento ou desaceleram o crescimento de
células tumorais que tém como caracteristica inerente o rapido crescimento e
divisdo. Devido a particularidade dos quimioterapicos de atuarem diretamente na
célula tumoral, essas substancias auxiliam na eficacia de outros tratamentos, como
por exemplo, na diminuigdo do tamanho do tumor antes que este seja removido por
cirurgia ou radioterapia; destrdi células tumorais remanescentes do tratamento por
cirurgia ou radioterapia. Em suma, a quimioterapia auxilia na melhor eficacia dos

demais tratamentos3-16,

2. Cisplatina: uso, resisténcia, toxicidade

Um passo de grande importancia dado pela quimica no desenvolvimento
de novos agentes quimioterapicos foi aquele de 1965 liderado por Barnett
Rosenberg, entdo professor de quimica e biofisica na Universidade do Estado de
Michigan, nos EUA. Rosenberg observou: sais de platina estariam exercendo um
forte efeito antiproliferativo em organismos vivos. O experimento conduzido por
Rosenberg consistiu no estudo do efeito da passagem da corrente elétrica em uma
solucdo contendo bactérias Escherichia coli, na presenca de eletrodos de platina. A
medida que a corrente elétrica passava na solugcdo, as bactérias cessavam sua
replicacdo, porém continuavam a crescer em comprimento, cerca de 300 vezes
maior do que o normal. Rosenberg inicialmente atribuiu essa acéo antiproliferativa a
corrente elétrica. No entanto, ap0s estudos mais minuciosos, conclui-se que uma
das substancias geradas a partir do eletrodo de platina era a verdadeira responsavel
pela acdo antiproliferativa observadal’. Apés a identificacdo da substancia, esta
ficou entdo conhecida como cisplatina. Em seguida, no ano de 1970, a equipe de
Rosenberg realizou experimentos in vivo em camundongos com a cisplatina no

intuito de investigar sua capacidade de inibir a divisdo celular nos tumores Sarcoma
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180 e Leucemia L1210. Observou-se que a cisplatina teve uma eficacia de até 100%
na inibicdo do crescimento desses tumores'®. No ano de 1972, em parceria com 0
National Cancer Institute, deu-se inicio aos testes clinicos e em 1978 a FDA (Food
and Drug Administration) aprovou o uso da cisplatina para os canceres de testiculo e
de ovario, e em 1993 para o cancer de bexiga; sendo, ainda hoje, a utilizacdo para o
cancer de testiculo a mais eficaz. O espectro de atividade anticancer da cisplatina foi
crescendo progressivamente, podendo ser utilizada para outros tipos de canceres,
incluindo pulméo, aparelho gastrico, mama, cabeca, pescoco, regido cervical,
mesotelioma maligno e outros tumores mais raros. Concomitantemente, os efeitos
indesejados do uso da cisplatina também se tornaram evidentes, especialmente a
resisténcia (intrinseca e adquirida) e a toxicidade, sendo a nefrotoxicidade a mais

comum (figura 5)%°
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Figura 5: Exemplos das toxicidades mais comuns ocasionadas pelo uso da cisplatina. Fonte:
Adaptado de Qi et al., 2019.

Para contornar essas limitacbes decorrentes do uso da cisplatina, se faz
necessario abordar o problema a partir de consideracdes feitas acerca do
mecanismo de acdo da cisplatina — quando em meio biolégico — e quais
refinamentos estruturais poderiam ser feitos a fim de superar as limitacdes.

O mecanismo de acdo da cisplatina é bastante conhecido. Com uma
constituicdo quimica relativamente simples, a molécula de complexo da cisplatina
pode facilmente trocar seus ligantes, transpondo assim as barreiras mais comuns do

meio extra e intracelular até atingir seu alvo principal: o DNA. Ao ser administrada na
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corrente sanguinea, a troca dos ligantes cloridos permite que a molécula de
complexo permeie pelo interior da célula. Isso acontece devido a diferenca nas
concentragbes de ions ClI- do meio extra e intracelular. No citoplasma celular a
concentragdo de CI~ € menor do que no exterior, favorecendo o transporte passivo

da cisplatina para o interior da célula (figura 6)%.
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Figura 6: Mecanismo hidrolitico e potenciais alvos moleculares da cisplatina no interior das
células. Fonte: Adaptado de Medicinal Chemistry of Anticancer Drugs.

A menor concentracdo de ions cloreto no interior da célula promove a
troca dos ligantes clorido por ligantes aqua, também como consequéncia do efeito
trans exercido pelo ligante amino no clorido. E devido a essa hidrélise da molécula
de complexo da cisplatina, com formacdo dos aquacomplexos, que esta é capaz de
reagir com grande facilidade com alvos biomoleculares como proteinas, pequenas
moléculas N,S-doadoras e DNA. Os modos de interagdo mais comuns da cisplatina

com o DNA s&o mostrados na figura 7 a seguir.
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Figura 7: Complexos de ligac&o cruzada formados entre a cisplatina e o DNA. Fonte: Adaptado
de Qi et al., 2019.

Os aquacomplexos catidnicos [Pt(NH3)2CI(OH2)]* e [Pt(NH3)2(OHz2)2]?*
dificilmente seriam capazes de se difundirem no interior da célula sem antes se
ligarem a esses alvos biomoleculares. No entanto, essa nao-exclusividade da
cisplatina pela biomolécula alvo (DNA) é o fator primario responsavel por sua
toxicidade e resisténcia?!?2. Experimentos demonstraram que, ap6s a administracdo
no meio celular, apenas 10% da cisplatina se liga ao DNAZ3.

A atividade genotdxica/anticancer da cisplatina, caracterizada pela
inducdo das células tumorais a apoptose, € comumente associada a sua interacao
com o DNA nuclear. No entanto, novos estudos tém demonstrado que o DNA
mitocondrial € um dos principais alvos da cisplatina e que mais contribui para a
nefrotoxicidade. O rim possui uma alta densidade de mitocondrias no tubulo renal
proximal e a cisplatina tende a se ligar ao DNA presente nas mitocondrias, causando
um inchaco das mitocondrias, sendo esta uma das primeiras alteragOes
histopatolégicas devido ao uso clinico da cisplatina. Além disso, o DNA mitocondrial
tem uma capacidade de reparacdo muito pequena, 0 que aumenta a sensibilidade a
toxicidade da cisplatina'®. A elevada nefrotoxicidade foi alvo de intensos estudos
desde antes da aprovacéo do uso clinico da cisplatina pela FDA em 1978. Ainda em
1977 um grupo de pesquisa liderado pelo Dr. Esteban Cvitkovic — que mais tarde
lideraria também os estudos clinicos com oxaliplatina?* —, associou a toxicidade
renal da cisplatina com aquela observada quando ha intoxicacdo por metais
pesados, tal como o mercurio, na qual o uso do diurético osmoético manitol reduziria
a toxicidade renal aguda observada. Nesta correlacdo, experimentos in vivo em caes
administrados com cisplatina e manitol revelaram uma inibicéo da toxicidade renal®.

A presenca de ions cloreto durante a diurese poderia estar inibindo a hidrolise da
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cisplatina, reduzindo assim sua toxicidade’. Essa foi uma evidéncia indireta de que
uma possivel manipulagcéo estrutural na molécula de complexo da cisplatina poderia
causar um efeito direito na reducdo da nefrotoxicidade, como também nos demais
efeitos indesejados. A partir dessas manipulagbes ou refinos estruturais novas
geracOes de metalofarmacos derivados da cisplatina foram desenvolvidos, sendo a
oxaliplatina, de terceira geracdo, capaz de evitar a nefrotoxicidade?6:?,

Na figura 8 a seguir € mostrada uma lista, juntamente com a cisplatina,

das geracdes posteriores de metalofarmacos que estédo atualmente em uso?2°,
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Figura 8: Metalofarmacos anticancer que estdo em uso clinico atualmente no mundo ou em
alguns paises. DLT = Toxicidade Limitante de Dose. Fonte: Autor.
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E importante destacar que muitas outras substancias derivadas da
cisplatina também se encontram atualmente em fase de testes clinicos?®2°.
Certamente, as potencialidades inspiradoras da cisplatina ainda ndo se exauriram,
sendo, portanto, um excelente ponto de partida para a obtencdo de novos e
poderosos metalofarmacos antitumorais.

Os refinos estruturais da cisplatina que originaram e originam um grande
namero de potenciais metalofarmacos, tiveram como caracteristica unanime a
substituicdo dos ligantes da esfera de coordenacdo da platina. Mas uma outra
aproximacdo tem se revelado bastante promissora: a substituicdo da platina pelo
paladio. Devido as similaridades quimicas entre os ions Pt(ll) e Pd(ll), como o raio
atdmico da Pt(ll) (2,13 A) e Pd(ll) (2,10 A), assim como as configuracdes eletronicas
do tipo d®, o paladio se mostra um metal estratégico no desenvolvimento de novos
agentes quimioterapicos com baixa toxicidade quando comparados aqueles
derivados da cisplatina. No entanto, diferentemente da cisplatina, 0 composto cis-
[Pd(NHS3)2Cl2] ndo possui atividade anticancer devido a sua rapida troca de ligantes,
cerca de 10° vezes mais rapida do que cis-[Pt(NHz3)2Cl2], ndo permitindo que o
complexo chegue intacto ao DNA, principal alvo biolégico da cisplatina®. Essa maior
labilidade dos complexos de paladio pode ser atribuida, dentre outras razfes, a
facilidade que o paladio tem de aumentar seu nimero de coordenacdo devido a
pequena diferenca energética existente entre os niveis (n — 1)d — np, o que facilita
uma possivel rehibridizacdo. Esta diferenca energética, nos metais de transicao,
diminui na seguinte ordem: 5d > 4d > 3d. Logo, como a platina(ll) possui
configuracéo 5d2, seus complexos serdo mais estaveis do que aqueles de paladio(ll)
que possui configuracéo 4d?8.3?

Na quimica de coordenacdo, a estabilidade do centro metalico seréd
proporcionada, principalmente, pela natureza do ligante. E ligantes do tipo
polidentados quelantes podem facilmente dar origem a complexos estaveis de
paladio. Os complexos organometélicos ciclometalados tém sido bastante utilizados,
pois o0 anel ciclometalado € formado por ligagées o(Pd — C) além de ligagbes com
heteroatomos, que estabilizam o centro me télico de Pd(Il).Na proxima secao seréo
abordados conceitos béasicos da quimica dos compostos organometalicos
ciclopaladados e como explorar essas caracteristicas no contexto do planejamento

de novos metalofarmacos.
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Conceitos basicos

1. Compostos organometalicos e ciclometalados do grupo 10

Os compostos organometalicos sdo definidos como espécies quimicas
gue possuem ao menos uma ligacdo quimica metal-carbono (M — C), definicdo esta
que pode ser ampliada ao considerar também os compostos organometaldides,
caracterizados pela presenca de ligacédo E — C, onde E = B, Si, Ge, Sn, As, Sb, Te®*.

A polaridade caracteristica da ligagdo quimica metal-carbono (M®* — C %)
confere certa singularidade aos compostos organometalicos, pois é o que distingue
esses compostos daqueles puramente organicos onde o carbono, geralmente mais
eletropositivo, encontra-se ligado a elementos nao-metalicos como nitrogénio,
oxigénio, fluor, cloro ou bromo, por exemplo. Dependendo da natureza do metal,
essa ligacdo podera ser de carater ibnico ou covalente, tornando a porcéo
carbaniénica mais ou menos susceptivel ao ataque por eletréfilos, como também o
metal ao ataque por nucledfilos. Essa caracteristica da ligagdo organometéalica é um
dos aspectos mais importantes que governam a reatividade desses compostos3:.

A quimica de coordenacdo inorganica e organometalica, com seus
complexos de metais de transicdo, expandiu consideravelmente a compreensao até
entdo existente acerca da natureza da ligacao quimica observada nessa classe de
compostos. Desde o surgimento dos primeiros complexos, muitos esfor¢cos foram
empreendidos na tentativa de explicar suas respectivas estruturas e composicao.
Devido a presenca de orbitais d com energia e simetria adequadas para se
sobreporem com os orbitais dos ligantes, os complexos com metais de transi¢do séo
uma revolucdo em termos de possibilidades estruturais, de reatividade e aplicacéo.
O primeiro complexo organometdlico de metal de transicdo, denominado sal de
Zeise (figura 9, (a)), permaneceu um mistério por muitas décadas apos seu
descobrimento. A presenca da ligacéo sinérgica do tipo retrodoacao (figura 9, (b))
entre 0 &tomo metdlico de platina e o ligante eteno, além da geometria quadratica

plana do complexo, é o que confere beleza e elegancia a esse complexo®*.
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Figura 9: Estrutura do anion [Pt(#?-CzH4)(Cls)]” do sal de Zeise em (a). Representacdo da
ligacdo sinérgica de retrodoacdo em (b). Fonte: Adaptado de Miessler 2014.

A elucidacao estrutural do sal de Zeise por difracdo de néutrons revela, de
forma precisa, algumas das principais particularidades dos complexos quadraticos
planos®. A coordenacédo do ligante eteno através da dupla ligacdo ocorre de modo
gue seus carbonos permanecam equidistantes da Pt(Il). A retrodoacdo dn-pn* €
confirmada pelo alongamento da ligacdo C — C, quando comparada com o eteno na
forma livre. Além disso, a forte influéncia trans do ligante eteno resulta em um
alongamento da ligacéo Pt — Cl trans ao eteno.

A investigacdo da atividade bioldgica do sal de Zeise tem demonstrado
sua capacidade de inibir a enzima ciclooxigenase-2 (COX-2), associada com o
desenvolvimento, proliferacdo e metastase de células tumorais. Essa inibicdo
enzimatica ocorre especialmente devido ao efeito trans exercido pelo eteno no
ligante clorido, possibilitando a troca desse clorido por residuos de aminoacidos
presentes na enzima COX-2 (figura 10)36-37,

~————— )

Figura 10: InteracGes dos residuos Tyr385 e Ser516 do sitio ativo da enzima ciclooxigenase-2
(COX-2) com o fragmento do sal de Zeise. Fonte: Gust 2015.

Nesse contexto da atividade biologica do sal de Zeise, € interessante
destacar as diferencas significativas observadas entre o sal de Zeise e seu anélogo

cis-[Pt(NHs)2(Cl)2], a cisplatina. Sintetizado no ano de 1845, duas décadas apos a
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sintese do sal de Zeise, a cisplatina se tornou o metalofarmaco mais utilizado no
tratamento do cancer®. Seu mecanismo de acdo é predominantemente genotoxico,
ou seja, o complexo cis-[Pt(NH3)2(Cl)] interage diretamente com as fitas do DNA da
célula tumoral, impedindo sua replicacdo. No entanto, apesar das similaridades
estruturais com o sal de Zeise, a cisplatina € praticamente inativa quanto a sua
capacidade de inibir a enzima COX-2, enquanto o sal de Zeise ndo apresenta
atividade antitumoral com mecanismo genotoxico. Embora ambos os complexos
sigam, nos primeiros estigios dos seus respectivos mecanismos de acdo, 0S
mesmos eventos quimico-estruturais (hidrolise do ligante em trans, interacdo com a
biomolécula etc.), uma simples diferenca na natureza dos ligantes é capaz de
conduzir esses complexos por vias distintas de atuacdo, porém com a mesma
finalidade: combater células tumorais. Assim, a importancia de sintonizar a natureza
do ligante, com a natureza do metal e a geometria do complexo, por exemplo, se
torna evidente quando se pretende obter complexos inorganicos e organometalicos
para uma determinada aplicacéo.

Os complexos organometalicos do tipo ciclometalados, nos quais a
ligacdo M — C é estabilizada pela coordenacao intramolecular de outro(s) atomo(s)
ligante(s) ao centro metalico M, séo repletos de caracteristicas que fazem desses
compostos uma classe muito especial ha quimica de coordenacédo organometalica.
O primeiro ciclometalado de metal de transicdo, sintetizado em 1963 (figura 11)%,
ndo foi imediatamente denominado de ciclometalado devido, principalmente, as
incertezas acerca do modo como os ligantes se coordenavam ao centro metalico de
niquel, como também da natureza, ou mesmo existéncia, da ligacdo o(M — C)

caracteristica dessa classe de compostos.

LR

N~ /
N

Figura 11: Esquema estrutural do primeiro complexo ciclometalado sintetizado resultante da
reacdo entre o metaloceno Ni(y#°-CsHs); € azobenzeno. Fonte: Autor.
Em 1965, uma série de novos ciclometalados, com derivados do

azobenzeno e com os metais paladio e platina, foram sintetizados*°. Esses novos
29



complexos, além de contribuirem para uma completa descricdo da ciclometalacéo
dos metais do grupo 10, impulsionaram definitivamente a classificacdo e
sistematizacdo dos ciclometalados, assim como a investigacdo da natureza da
ligacdo o(M — C) e as caracteristicas reacionais dessa classe de compostos. O
experimento realizado para a constatacdo da existéncia da ligacdo M — C agregou
também a importante informacdo de que ciclometalados derivados de compostos
aromaticos sao formados por ortometalacdo, ou seja, ao realizar a ciclometalacao de
um composto aromatico observar-se-4 a coordenag¢do do carbono que esteja na
posicdo orto ao substituinte que realiza a coordenacdo intramolecular (figura 12).
Assim, considerando a ciclometalacdo de compostos aromaticos, ortometalado

torna-se sinbnimo de ciclometalado.

B ®
N C.
PN N 2AIDLLETHE 5 SF7°D + PICI, + p2* + 2Li* + 2AID,

\Pt N
C 2. D,0 W
@ \ ®
Figura 12: Reacdo de reducéo do azobenzeno com deutereto de litio e aluminio (AID4Li). A
presenca do deutério ligado ao carbono orto ao substituinte do anel é prontamente verificada
por RMN de 'H, confirmando assim a natureza ortometalada do complexo. Fonte: Autor.
De forma geral, para que uma ciclometalacdo aconteca, € necessaria a
ativacao prévia da ligacdo C — H, que ocorre como consequéncia da coordenacédo

reversivel do atomo ligante Y ao centro metdlico M (figura 13)*. Essa ativagdo

favorece a abstracéo do préton, resultando na formacéo da ligagdo o(M — C)4L.

/H

C—H c c

< +MX (/MX - . < ;IVI + HX
Y y Y

Y=N,O,P, S, As, Se, C
X = Halogénio ou alquil

Figura 13: Esquema geral de uma reacéo de ciclometalacéo. Fonte: Adaptado de Meseras 2005.

A reagéo de ortometalag&o consiste na formacgéo de uma ligacédo (M — C)
decorrente da abstracdo do proton de um substrato aromatico. A coordenacéao do

atomo Y ao centro metalico induz a abstracdo do proton diretamente ligado ao
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carbono orto ao grupo Y. E exatamente devido a essa regiosseletividade que a
ortometalacdo é possivel. A ciclometalacdo com os metais M?* do grupo 10 deve
acontecer de modo que o complexo resultante tenha geometria quadrética plana, a
fim de que os angulos de ligacdo fiquem préximos dos 90°, valor ideal para essa
geometria, pois dessa forma € possivel também acomodar melhor os atomos
hibridizados sp? e sp® do grupo ortometalado que possuem angulos ideais na faixa
de 109-120°. Para que esses requisitos sejam satisfeitos, o tamanho ideal do anel
ciclometalado deve ser de 5 ou 6 membros. Como ja mencionado, devido a
polaridade da ligacdo M — C, esta pode se tornar susceptivel ao ataque tanto por
eletréfilos como por nucledfilos, mas a formacdo do ciclometalado implica na
formacdo de um anel quelato, entdo o efeito quelato resultante confere grande
estabilidade ao anel ciclometalado.

A ativacdo da ligacdo C — H é um dos tépicos mais importantes da
guimica organometalica, e a reacdo de ciclometalacdo é um dos meios mais
eficazes para esse fim. Na quimica sdo muitas as &reas que exploram o0s
ciclometalados, como por exemplo na quimica medicinal, na catalise e na sintese
organica. Dentre os trés metais do grupo 10, o paladio é o metal mais amplamente
utilizado na sintese desses compostos. No entanto, devido a sua cinética
caracteristica, sua utilizacdo pode se tornar desafiadora. No exemplo mostrado na
figura 12, os autores escolheram realizar o experimento com o complexo de platina,
afirmando também que as sinteses para obtencéo dos ciclometalados de paladio se
mostraram cineticamente mais rapidas do que aquelas com a platina. E muito
provavel que isso possa ter gerado consequéncias no momento da analise por RMN,
por exemplo, pois se determinado evento a ser analisado ocorrer em uma faixa de
tempo muito rapida e que esteja fora do limite de deteccdo do experimento, nao sera
possivel obter um resultado analitico satisfatério. Essa maior cinética de troca dos
ligantes, comum aos complexos de paladio, se comparados aos de platina, € uma
caracteristica que tem sido observada desde os sistemas mais simples como cis-
[Pt(NHs)2(Cl)2] (cisplatina) e cis-[Pd(NH3)2(Cl)2], e que se tornou um dos principais
desafios a serem transpostos na obtencdo de complexos de paladio estaveis. Ao
sintonizar a natureza dos atomos ligantes com o efeito quelato que a ciclometalacao

promove, é possivel aumentar a estabilidade dos complexos de paladio*?44.
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Apesar da estabilidade do anel ciclometalado geralmente ser maior
naqueles de 5 membros do que nos de 6 ou 4 membros, mais uma vez a
sintonizacdo da natureza dos 4tomos ou grupos coordenantes com a formacao do
anel quelato desempenha um papel fundamental na obtencdo do ciclometalado
estavel*®. Na figura 13 a seguir sdo mostrados dois complexos de paladio, sendo
aquele em (b) um ciclometalado de 6 membros3*. Ambos os complexos tiveram suas
respectivas estruturas confirmadas por DRX em monocristal. E interessante ressaltar
gue o complexo em (a), embora ndo seja um ciclometalado, provém de uma reacao
de clivagem do dimero ciclometalado [Pd(C?N-bzox)(u-Cl)]2, onde bzox =
benzaldeido-oxima, com a difosfina 1,1-bis(difenilfosfino)ferroceno (Dppf) que se

coordena na forma quelante ao atomo de paladio(ll)?®.

ANV N
—="~_ c ol | ~C NH;
Fe Pd\ _N\O—H Ph. Pd\
©_;P‘Ph ot Ph” } 7
Ph Ph O)\CHg,
Ph = fenil

(a) (b)

Figura 13: Em (a) € mostrado um complexo organometalico no qual seu anel ciclometalado
sofreu uma abertura como consequéncia da coordenacédo bidentada do ligante Dppf. Em (b) é
representado um ciclometalado de 6 membros. Fonte: Autor.

O exemplo mostrado na figura 13 é bastante apropriado para demonstrar
a dependéncia da estabilidade de um anel ciclometalado com a natureza dos
atomos ou grupos ligantes que estdo posicionados em trans. No complexo em (a),
embora inicialmente fosse um ciclometalado de 5 membros, o efeito trans exercido
pelo 4tomo de fosforo da difosfina no atomo de nitrogénio do ciclometalado foi
suficiente para causar a abertura do anel. Além disso, deve-se considerar também o
efeito quelato dessa difosfina quando coordenada no modo bidentado. No
ciclometalado em (b), a presenca do ligante monofosfinico trifenilfosfina nao foi
capaz de ocasionar a abertura do anel ciclometalado de 6 membros, mesmo este
sendo considerado menos estavel do que um de 5 membros. Com isso, é possivel
concluir que a ortometalacdo se apresenta como um método promissor para a

obtencao de ciclometalados de Pd(Il) estaveis.
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2. Ortometalados de paladio — Ortopaladados

Os metais de um mesmo grupo da tabela peridédica sao frequentemente
descobertos juntos, podendo ainda acontecer de serem encontrados também os
metais dos grupos imediatamente vizinhos. O paladio teve sua descoberta
praticamente de forma acidental. No inicio de 1800, um trabalho em conjunto entre
os cientistas William Hyde Wollaston e Smithson Tennant impulsionou o refino e a
fabricagcdo da platina. Com o objetivo de explorar potenciais minas de platina,
Wollaston se dedicou ao estudo de algumas regides da América do Sul onde, em
1803, veio a descobrir o metal paladio e logo depois, em 1804, o metal rédio*’#8. De
acordo com o International Platinum Group Metals Association, nas minas nativas de
platina, como aquelas da América do Sul, o metal paladio pode ser encontrado
associado com a platina em minerais como a cooperita (Pt,Pd)S e a moncheita
(Pt,Pd)(Te,Bi)2.4° Desde entédo, a associacéo do paladio com a platina tem sido muito
além da constituicdo mineral natural de ambos os elementos.

Pertencente ao grupo 10 da tabela periddica, o paladio teve seu carater
reacional por vezes estudado em conjunto com o0s elementos desse grupo, o que
permitiu tracar um perfil quimico de um metal com propriedades Unicas, tal como
uma extensa atuacédo catalitica, podendo até mesmo ser considerado como o0 metal
nobre com o carater catalitico mais bem estudado, e fazendo com que
pesquisadores granjeassem um prémio Nobel por reacdes inéditas tendo o paladio
como Unico protagonista®. Atualmente, os catalisadores de paladio capazes de
reagir com o metano ndo queimado de carros movidos a GNV tém sido um dos
principais focos no contexto da reducdo de gases de efeito estufa, pois estima-se
gue o gas CH4 tenha um potencial de cerca de 86 vezes maior do que o gas COzde
contribuir para 0 aumento do aquecimento global. E, ndo surpreendentemente, a
associacdo da platina em catalisadores de paladio que oxidam o metano, como o
Pd/CeOz2, que apods a associacao torna-se PtPd/CeO2, aumenta consideravelmente o
desempenho catalitico do paladio devido a influéncia da platina no estado eletrénico
do paladio, embora o mecanismo, por ora, ndo tenha sido esclarecido®. Ainda como
exemplo de caracteristicas reacionais que fazem parte do perfil quimico do paladio,
as reacOes de substituicdo eletrofilica em sistemas aromaticos, ou ortopaladacéao,

ganharam destaque apoés o trabalho pioneiro de Cope e Siekman que investigou a
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natureza da ligacdo ortometalada o(M — C), mais precisamente no sistema
ciclometalado de platina, pois o sistema com paladio se mostrou mais dificil de
manipular (figura 4). Apos este trabalho, o paladio se revelou como um metal que
necessitaria de estudos mais minuciosos que auxiliassem numa melhor
compreensao do seu comportamento reacional, motivando assim o desenvolvimento
da quimica dos ortopaladados. As diferencas observadas na ortometalacdo dos
derivados do azobenzeno com paladio ou platina, por exemplo, foram
definitivamente estabelecidas pela utilizacdo do azobenzeno na forma de
organometalico de mercurio. Essa estratégia promoveu a obtencdo do dimero de
palddio com rendimento quantitativo, porém foi ineficiente para obter qualquer
quantidade significativa do dimero de platina (figura 14)°2.

C Q

PACN N
HgCl

N g _CHsOH _ Pd ~pg” \

+ PdCl, |/ + HgCl,
NIV 14 h, rt. c,

O 50

Figura 14: Esquema reacional da sintese do dimero de paladio a partir de um derivado
organomercurio do azobenzeno. Fonte: Autor.

Nesta reacao de obtencédo do dimero de paladio com azobenzeno a partir
do organomercurio, uma das caracteristicas mais importantes acerca da reatividade
do paladio que se pode notar é seu carater eletrofilico. E possivel deduzir essa
informacéo se se considerar que a ligacdo quimica Hg — C(sp?) possui um carater
covalente pois as eletronegatividades de ambos os elementos sao similares. Assim,
essa ligacdo organometalica Hg — C possui certa estabilidade, sendo estavel, por
exemplo, ao ar e a umidade. Além disso, ndo apresenta uma tendéncia para reagir
com os eletrofilos organicos comuns, tais como haletos de alquila e compostos
carbonilicos. Portanto, ao observar a especificidade dessa ligagcdo Hg — C de reagir
com o paladio, é possivel concluir que o paladio € um bom eletr6filo®. O
organomercurio do azobenzeno pode ser considerado uma pega-chave para a
compreensao do modo como o paladio é adicionado a um anel aromatico. De forma
geral, a adicdo do mercurio ao benzeno se da através de uma substituicdo

eletrofilica aroméatica (figura 15). Se houver um substituinte coordenante no anel,
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essa adicdo sera exatamente na posicdo orto, gerando um ortometalado, como

observado no organomercurio do azobenzeno.

(Complexo =) ]
HgX, N O
¥R e . —_— oN X . + HX
X = OAc, O:CFs.| H HaX; H* HgX HgX
HgX;

Figura 15: Adicéao eletrofilica do mercurio ao anel benzeno. A formacéo do complexo 7 auxilia
na formacéao da ligacdo ¢(Hg — C). Fonte: Autor.

A utilizacdo estratégica do organomercurio do azobenzeno para a
obtencdo do dimero de paladio (figura 14) permite tirar duas conclusdes de suma
importancia sobre a formacdo de um ortometalado de Pd(ll): a adicdo do paladio ao
anel aromatico é, de fato, regiosseletiva, jA que apenas o produto ortometalado é
obtido; o mecanismo de adicdo do paladio é idéntico ao observado com o mercurio,
podendo existir algumas variagcbes mecanisticas, especificamente no modo de
ativacdo da ligacdo C — H. Essa ultima conclusdo é comprovada pelo primeiro
estudo inédito feito acerca do mecanismo da reacdo de formacdo de um
ortometalado de Pd(ll), e que se tornou 0 mecanismo mais bem estabelecido (figura
16)°4.

‘ Cl
2C o M / cl
Pd Pd Pd o Pd

<
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N c \N +Cl \N Cl
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Figura 16: Mecanismo de ortopaladacao através de substituicdo eletrofilica aromética com

ativacéo da ligagcdo C-H por meio da formag¢&o de complexo 7. Fonte: Adaptado de Parshall
1970.
Nesta proposta de mecanismo, a ativacdo da ligacdo C — H ocorre no

momento da formacdo do complexo © entre 0 anel a ser ortometalado e o paladio.
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Existe também uma segunda via de ativacdo da ligacdo C — H e que determina o
tamanho do anel ciclometalado que sera gerado. Esta segunda via de ativacdo se da
através da formacédo de uma ligacdo agoéstica entre o hidrogénio do carbono orto e o

centro metalico (figura 17, B)%.

[ - 7 1°
2, Cl BH Cl
Pd Y o] ® Pd
NS /el Ny bpd - Ny /el
Complexo 7t Interagdo agodstica 5 - C-H  Anel ciclometalado de 5 membros
A B

Figura 17: Modos de ativagéo da ligacdo C — H: formacgéo de complexo t em A e interagdo
agostica 6(C — H) em B.

Por definicdo, os complexos ciclopaladados podem ser classificados
como CY ou YCY, onde Y é comumente um heteroatomo ou, mais raramente, outro
atomo de carbono (figura 18)*L. O tamanho do anel ciclopaladado da classe CY varia

de 3 a 11 membros, sendo os ciclopaladados de 5 ou 6 membros os mais comuns e

estaveis.

C—Pd—X
/
v\ TN |
Y
cY YCY

Figura 18: Classificacdo dos ciclopaladados em CY e YCY. Outros &tomos ou grupos ligantes
sdo representados por X.

Os ciclopaladados da classe YCY sédo denominados complexos do tipo pinca.
Sao encontrados tanto na forma simétrica, ou seja, dois anéis de 5 membros ou dois
anéis de 6 membros; como também assimétrica, tendo um anel de 5 e outro de 6
membros?*!. Por razbes praticas, ndo sera feita uma descricdo mais detalhada sobre
os ciclopaladados YCY pois estao fora do escopo desse trabalho de tese.

O produto dimérico ortopaladado obtido por meio de ciclometalacdo pode dar
origem a outros derivados ortopaladados (figura 19). Na transciclometalacéo, o anel
ortometalado do dimero pode ser substituido por outro anel ao escolher uma

molécula (C"Y’) que seja menos basica e mais mole do que a anterior (C"Y). Através
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da reacdo de metatese, as espécies em ponte, geralmente haletos ou
pseudohaletos, podem ser substituidos por outros haletos, pseudohaletos e CO, por
exemplo. As reacdes de clivagem geram mondmeros com propriedades especiais,

estas introduzidas pela escolha adequada do ligante L.

oo |
U x
+ —_— Py L . .
Pd\/ (Reagso de transciclometalagéo)
y o 5

C
AN Z,
+MZ — </pd\// (Reagao de metatese)
C
< \Pd/f\ < Y 2\
N
v %

C
- N s
X = haleto, pseudohaleto + L Pd
L = ligante coordenante SN
Y

MZ = sal inorganico
PR = alquil ou aril fosfinas

X
(Reagéo de clivagem)
L

PR3
+ PR, (excesso) —= /\C—Fjd—x (Clivagem com abertura do
Y | anel ciclometalado)
k PR3

Figura 19: Algumas das reac8es mais comuns dos ciclopaladados utilizando um composto
dimérico como precursor. Fonte: Autor.

O exemplo mostrado no quarto tipo de reacao, utilizando excesso de fosfina
para clivagem e abertura do anel ciclometalado, ilustra uma das formas mais
primitivas de comprovacéo da formacéo da ligacdo o(Pd — C)%6.

A quimica dos ciclopaladados evoluiu significativamente a partir do momento
em gue uma maior atencéo foi dada a influéncia da natureza do ligante aromatico a
ser ciclometalado. Certamente, a primeira indagacao feita foi a de se a reacao de
ortometalacdo, especialmente com os metais Pd(ll) e Pt(ll), estaria limitada aos
derivados do azobenzeno®’. Essa influéncia foi extensivamente estudada com
derivados da benzilamina na presenca dos sais Li2PdCls, PdCl2 e K2PtCls. Um
experimento de competicdo onde, no mesmo meio reacional, N,N-dimetil-
benzilamina e azobenzeno foram colocados para reagir na presenca de Li2PdCla,
demonstrou que apenas o produto ortopaladado de N,N-dimetil-benzilamina havia
sido formado, revelando assim o grande potencial dos derivados da benzilamina de
serem ortopaladadas. Ap0s uma série de experimentos utilizando benzilaminas
primérias, secundarias e terciarias, foram observadas as seguintes condigbes nas
guais a reagao de ortopaladacao deveria satisfazer para que houvesse a formacéo

do produto ortopaladado:
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(i) O atomo de nitrogénio do derivado benzilamina deve ser terciario;
(i) A adicao do Pd(Il) ao anel ocorre por substituicdo eletrofilica aromética. Portanto,
benzilaminas com grupos desativadores como p-NO2 devem ser evitadas;
(iif) O anel ciclometalado formado deve ser de 5 membros.

As trés observacdes listadas acima ficaram entdo conhecidas como Regras
de Cope. Com o surgimento dessas regras, durante muito tempo, acreditou-se que a
obtencdo de ortopaladados a partir de derivados de benzilaminas primarias nao
seria possivel. Uma comprovacdo da forca dessa crenca séo os titulos audazes de
alguns dos trabalhos publicados nas décadas seguintes nos quais uma
sistematizacdo adequada para a obtencdo de ortopaladados de benzilaminas

primarias havia sido desenvolvida:

“The First Synthesis of Six-Membered Palladacycles from Primary Amines Containing Electron-
Withdrawing Substituents: End of the Limiting Rules of Cope and Friedrich on Cyclopalladation of
Benzyl- and Phenethylamines”8

“ORTHO-PALLADATION OF PRIMARY AMINES: THE MYTH DISPELLED"%®

No entanto, para o sistema estudado por Cope e Friedrich na década de 60 —
benzilaminas primarias, secundarias, terciarias e sais halogenados de Pd(ll) e Pt(ll)
— essas regras funcionam perfeitamente. Ao ser possivel sintetizar ortopaladados de
derivados de benzilaminas primarias através de uma rota diferente daquela proposta
por Cope e Friedrich, ndo anula as regras por eles observadas. E razoavel concluir
gue uma anulacdo das regras de Cope sé seria plausivel caso fosse possivel
sintetizar um ortopaladado de benzilamina primaria utilizando o mesmo sistema por
eles estudado (benzilamina primaria + PdCl2 ou K2PdCls). Ironicamente — como sera
mostrado a seguir —, 0 sistema adequado para a obtencdo de ortopaladados
derivados de benzilaminas primarias ndo sera adequado para obter tambéem
ortopaladados derivados de benzilaminas secundarias ou terciarias, confirmando
gue essas duas aproximacdes estratégicas de sintese antes se complementam do
gue se invalidam.

A partir da década de 70 surgiram os primeiros trabalhos demonstrando a
obtencdo de ortopaladados derivados de benzilaminas primarias e que desvelaram

7

aquilo que é o diferencial na rota de sintese desses compostos: a utilizagcdo de

38



Pd(OAc)2 ao invés dos sais halogenados Li2PdCls e PdCl2.59-61 Assim como para as
benzilaminas secundarias e terciarias foi observado um padrdo de reatividade,
também no sistema (benzilamina primaria + Pd(OAc)2) logo se observou que
existem certas condi¢cdes que garantem o sucesso da ortopaladacéo:

(i) Utilizacdo de Pd(OAc)2 como precursor de Pd(ll);

(i) Uma razdo molar de 1:1 entre o Pd(OAc)z e a benzilamina primaria;

(ii) Utilizagc&o de solvente polar;

(iv) Temperatura de reacao ideal entre 60-80 °C.

De acordo com estudos mecanisticos®?, a primeira etapa da reagéo é idéntica
para ambos os sistemas, onde € observada a coordenacdo do atomo de nitrogénio
ao Pd(Il) (figura 20, A). No entanto, a coordenacao da benzilamina primaria se da de
um modo mais efetivo pois ndo existem grupos substituintes no atomo de nitrogénio
gue causariam um possivel impedimento estérico. Como ja mencionado, a ativacéo
da ligacdo C — H esta relacionada com o carater eletrofilico do Pd(Il) e esse carater
sofre uma diminuicdo devido a coordenacéo efetiva do nitrogénio da benzilamina
primaria ao Pd(ll), ou seja, quanto mais forte for a ligacdo Pd — N, menor o carater
eletrofilico resultante do paladio. E nesta disposi¢do do sistema, aparentemente
conflitiva, que a combinacdo das condi¢des (i-iv) promovera a ortopaladacdo. O
acetato de paladio é, de fato, o grande diferencial que permite ortometalar
benzilaminas primérias. Sua funcéo no ambiente reacional é tripla:

1. Devido ao seu grande volume, auxilia na solvolise do complexo A (figura
20, A-C);

2. Aumenta a eletrofilicidade do paladio, pois o complexo formado
[Pd(OAC)2(amina)(S)] é mais eletrofilico do que aquele [PdClz(amina)(S)] do sistema
de Cope e Friedrich, onde amina = benzilamina primaria ou terciaria;

3. Atua como uma base intramolecular auxiliando na remocédo do préton
(figura 20, D).

39



N N
N CH ~ N CH
-N CH

MeCO,—Pd—0,CMe

MeCO,—Pd—0,CMe

+S
@ T
N

T‘\ 0T |—\

MeCO,—Pd—C MeCO,—Pd---C
-MeCO,H | N
HC N 0
N

Ne=0
D7

Figura 20: Proposta de mecanismo para a ortopaladacéo de benzilamina priméaria utilizando
Pd(OAc)2 em solvente polar. Fonte: Vicente 2007.

H

A razdo molar 1:1 entre o acetato de paladio e a benzilamina garante que o
complexo A (figura 20, A) reaja com mais acetato de paladio, gerando o complexo B
(figura 21, B) e facilitando a solvatacéo do complexo em C (figura 20, A — C).

N N N
N CH N CH N CH
+ Pd(OAc), .8
MeCO, —Pd—0,CMe ———— | MeCO,—Pd—0,CMe | —— > MeCO,—Pd—0,CMe
HC N P S
R

Figura 21: Processo de solvatacdo auxiliado pelo acetato de paladio. Fonte: Vicente 2007.

Todos esses eventos sdo dependentes da temperatura e, a maioria deles, de
agquecimento. Apenas a formacao do complexo A (figura 20, A) ocorre a temperatura
ambiente (25 °C). Os demais eventos ocorrem numa faixa de 60-80 °C.

Aminas primarias aromaticas derivadas de aminoacidos, tal como a L-
fenilalanina, ao mesmo tempo que sdo um alvo interessante para ortometalacao,
trazem consigo um elemento desafiador que é sua facilidade de formar também
complexos do tipo Pd-N,O, dificultando a obtencdo do ortometalado Pd-N,C (figura
22).

Figura 22: Possiveis modos de coordenacdo do aminoacido L-fenilalanina. L € um ligante
genérico. Fonte: Autor.

E possivel contornar essa limitagdo através de uma funcionalizagdo do grupo

carboxilico da porcdo &cida por meio de uma metilacdo, gerando a L-fenilalanina-
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metil-éster. Isso permite que novos ortopaladados derivados de aminoacidos sejam
obtidos a fim de terem suas propriedades biolégicas investigadas. Esses bioligantes
podem agregar propriedades importantes aos ortopaladados formados, tornando-os
biologicamente promissores. A ortometalacdo da L-fenilalanina-metil-éster pode
auxiliar no reconhecimento molecular e celular do complexo pois agrega a este a
caracteristica de possuir em sua composicdo uma biomolécula semelhante a ja
presente no organismo (aminoacido), de modo que o complexo podera se difundir
com maior facilidade através da membrana celular, formada principalmente de
proteinas hidrofébicas, e se ligar assim ao alvo biol6gico®3-64,

Diante dessa potencialidade demonstrada pela L-fenilalanina-metil-éster, o
presente trabalho de tese de doutorado foi dedicado a sintese e investigacao
biolégica de ortopaladados derivados da L-fenilalanina-metil-éster.

3. Ortometalados com atividade bioldgica

Os ciclopaladados representam uma promissora classe de compostos na
busca por novas substancias biologicamente ativas frente as mais diversas doencas.
Essas doencas abrangem desde aquelas consideradas negligenciadas, como a
doenca de chagas e a leishmaniose, por exemplo, até todo o conjunto de doencas
gue caracterizam o cancer. Apesar dos inlmeros compostos puramente organicos
empregados na quimica medicinal e industria farmacéutica, uma parte dos
potenciais farmacos ou mesmo dos farmacos ja utilizados atualmente - como os
derivados da cisplatina no tratamento do cancer - sdo compostos de coordenacgéo. A
utilizacdo desses compostos tem permitido superar as limitagdes emergentes do uso
daqueles puramente organicos, revelando o papel importante que o centro metélico
pode desempenhar na relagdo estrutura-atividade de farmacos (figura 23)°.

I

HN CN\

CI/,,I \‘\\NH3 / Fe
Bt |

c1”” SNH, ol - &
(a) (b)

Figura 23: Formulas estruturais dos compostos cisplatina (a) e ferroquina (b). Sendo a

cisplatina atualmente empregada no tratamento de varios tipos canceres, enquanto a

ferroquina, que se encontra atualmente na Fase Il dos testes clinicos, possui atividade
anticancer e atimalarial®®.
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Recentemente, alguns ortopaladados tém demonstrado grande eficacia na
inibicdo desses tipos de canceres, sendo, na maioria dos casos, mais eficazes do
que a cisplatina®. Estudos in vitro e in vivo da atividade antitumoral de
ortopaladados (figura 24) frente a linhagem celular A2780, derivada do céancer de
ovario, revelaram ndo somente que esses ortopaladados sédo capazes de inibir as

células tumorais, como também de estimular a angiogénese e a anti-angiogénese®’.

A: R, = B(OH),, R, = H, Ry = NH,
B: R, = H, R, = CH3, Ry = NHCH,

puM A B C cisplatina
A2780 0,9+0,03 0,5+0,07 1,7+0,68 3,4+0,2

Figura 24: Ortopaladados com atividade antitumoral frente & linhagem A2780 e seus
respectivos valores de ICso em pM. Fonte: Autor.

A angiogénese consiste na formacédo de novos vasos sanguineos a partir de
vasos sanguineos pré-existentes. E, portanto, um processo fisiologico vital pois é
através dos vasos sanguineos que o oxigénio e 0s nutrientes sdo transportados para
os tecidos do corpo. Contudo, as células tumorais também se beneficiam da
angiogénese ja que sdo 0S vasos sanguineos que suprem aos tumores 0s nutrientes
necessarios para crescerem. Um tumor é capaz de enviar sinais quimicos ao
organismo que, por sua vez, estimula a angiogénese. A medida que o tumor
aumenta de tamanho, novos tecidos séo atingidos, formando assim novas colonias
de células tumorais por todo o organismo, processo denominado de metastase. Ao
utilizar substancias que estimulem a anti-angiogénese de células tumorais, €
possivel bloquear o crescimento do tumor, impedindo assim uma possivel
metastase. Os ensaios in vivo em embrido de galinha, utilizando o biomaterial CAM
(The Chorioallantoic Membrane), revelaram que o ortopaladado A (figura 25, (C)) foi
0 gue apresentou anti-angiogénese, enquanto o B (figura 25, (D)) apresentou
angiogénese, podendo este ultimo ser util em aplicagdes clinicas que requiram a

angiogénese (figura 25).
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Figura 25: Ensaio da membrana cério-alantoide de ovo embrionado de galinha. (A) Imagem
representativa da distribuicéo de O-rings no embrido de galinha. (B) Aspecto do interior do O-
ring apés 24 h de incubagdo com DMSO 0,1% (v/v). (C) Aspecto do interior do O-ring ap6s 24 h

de incubacdo com 0,9 pM do ortopaladado A. (D) Aspecto do interior do O-ring apds 24 h de

incubacdo com 0,5 uM do ortopaladado B. Fonte: Reigosa-Chamorro 2021.

Os melhores resultados, tanto in vivo como in vitro, observados para 0s
compostos A e B, pode ser justificado pela coordenacdo monodentada do ligante
difosfinico que, ao contrario do composto C, promove uma maior flexibilidade
estrutural e uma mais facil internalizacdo dos complexos no meio biolégico.

A ortometalacao é o principal fator responsavel pela maior estabilidade de um
complexo ortopaladado. Outras caracteristicas, desejaveis especialmente no ambito
da aplicacdo biologica, tal como hidrofobicidade, podem ser moduladas pelos
demais ligantes que compdem a esfera de coordenacdo do Pd(ll). A atividade
antitumoral de um ortopaladado frente a linhagem celular HepG2, derivada do
cancer de figado, esta relacionada com a natureza hidrofobica do bioligante a-
aminoacido fenilalanina que se coordena no modo quelante-N,O ao ortopaladado

(figura 26) promovendo uma facil e intensa difusdo do complexo ao interior da célula

H
o N2
Pd/ Pd/
\N ~0 O
H,

tumoral.

HZPP\CH HZPP\CH
o oL
A:A-ReA-S B:B-ReB-S
pg/mL AB cisplatina
HepG2 5,02 11,12

Figura 26: Ortopaladado A,B representado na forma dos seus isdmeros conformacionais A e
B, 0s quais existem na forma dos estereoisémeros R e S. Na base, valores de ICsp e 0
determinado para a cisplatina. Fonte: Autor.

Outra propriedade relevante para desenvolvimento de metalofarmacos é a
capacidade dos mesmos de serem solUveis ou parcialmente sollveis em agua.
Considerando que a maior parte do corpo humano é composta de agua, uma
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substancia que seja soltuvel ou parcialmente solivel em agua podera ser distribuida
por todo o organismo com maior facilidade. O uso de ligantes/coligantes capazes de
aumentar a solubilidade dos complexos em &gua € uma das estratégias mais
exploradas para obtencdo de candidatos a metalofarmacos sollveis em agua. A
fosfina 1,3,5-triazo-7-fosfoadamandano (PTA) (figura 27 (a)) € naturalmente solavel

em agua, e sua coordenacao a metais tem promovido a solubilidade em agua dos

oW
/

complexos resultantes (figura 19 (b))%8.

Pd.
a N, PN
i o (V)
LN/ N\/N

Figura 27: Representacdo molecular da fosfina PTA em (a). Em (b), a representacédo de um
complexo ciclometalado de paladio tendo a PTA como um dos ligantes. Fonte: Adaptado de
Lighvan 2020.

Uma das estratégias mais eficientes no planejamento racional de
metalofarmacos consiste no design estrutural de complexos visando a interacdo com
biomoléculas alvo (DNA, enzimas etc.) que participam direta ou indiretamente da
acdo bioldgica investigada. Alguns estudos revelaram a relagdo que existe entre a
resisténcia a metalofarmacos de platina e a atividade enzimatica da enzima
poli[ADP-ribose] polimerase 1 ou PARP1. Esta enzima detecta a quebra das fitas do
DNA causada pelos farmacos de cisplatina e seus derivados e entra em atividade
tentando reparar os danos causados no DNA, gerando assim a resisténcia ao
farmaco®. No entanto, este tipo de resisténcia tem sido contornado com a utilizacédo
de complexos ciclometalados de ouro com o coligante PTA capazes de inibir a
atividade da enzima PARP1 (figura 28).

—‘ +

|
I/C\/N/

f\u PFg

~

AN
N, R el
<N€N

Figura 28: Complexo ciclometalado de ouro capaz de inibir a atividade da enzima PARP1 em
concentracdo na escala de nanomolar. Fonte: Adaptado de Chaudhuri 2017.
A partir de dados experimentais da estrutura absoluta dessas

biomoléculas alvo e utilizando ferramentas computacionais, é possivel planejar
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racionalmente uma substancia para interagir em regides especificas da biomolécula
alvo de modo a inibir sua acdo. Essa combinacdo de estratégias (sintética,
computacional e biolégica) permite uma correlagdo estrutura-atividade, otimizando
as propriedades, tais como o potencial, a afinidade e a seletividade de uma

substancia candidata a metalofarmaco.

HIPOTESE

Nosso grupo de pesquisa possui algumas décadas de experiéncia na
investigacdo das potencialidades bioldgicas dos complexos ciclopaladados. Em
geral, dois aspectos principais sédo estudados quanto a influéncia que possam ter na
atividade biolégica. O primeiro aspecto € a natureza do anel ciclometalado, ou seja,
gual a real contribuicdo que a classe de ligante ciclometalado traz na estabilidade do
centro metalico de Pd(Il). Outro aspecto é a influéncia exercida pelos demais co-
ligantes, se sdo monodentados ou polidentados quelantes etc. Esses dois aspectos
estruturais dos complexos ciclopaladados tendem sempre a modular as
propriedades observadas da correlacdo estrutura-atividade. Além disso, a geometria
guadratica plana dos complexos de Pd(ll) permite que as caracteristicas eletrbnicas
e estéricas do complexo possam ser facilmente manipuladas através da escolha de
ligantes especificos que agregam propriedades especificas aos complexos.

A atividade antitumoral de ortopaladados com co-ligantes N-, S- e P-
doadores e halogénios tem demonstrado ser bastante promissora. O ortopaladado
derivado da N,N-dimetilbenzilamina (dmba) € o mais bem estudado pelo nosso
grupo de pesquisa e, talvez, de toda a histéria dos ortopaladados desde sua
obtencédo por Cope e Friedrich em 1968%". Os complexos ortopaladados [Pd(C?2,N-
dmba)(X)(tu)], onde X = ClI, Br, I; e tu = tiouréia, foram testados frente as células de
adenocarcinoma mamario (LM3) e adenocarcinoma de pulméao (LP07). (figura 29) e

(quadro 1)70-71,
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Quadro 1: Citotoxicidade dos complexos

,L_ [Pd(C?,N-dmba)(X)(tu)] frente as células
‘ tumorais LM3 e LPO7.
Pd—X ICso (uM) £ SD
S|\ NH Composto LM3 LPO7
2
[Pd(C2,N-dmba)(Br)(tu)] 29,6 +0,18 22,6 +1,93
NH [Pd(CZN-dmba) () (tu)] 144:102 508215
’ Cisplatina 30,3+£3,72 4,34 £ 0,45

A simples mudanca no tipo de halogénio refletiu significativamente na

atividade citotéxica do complexo. Para este estudo de caso, haletos mais

polarizaveis, como bromo ou iodo, contribuiram para um aumento da citotoxicidade,

se comparado com o cloro (quadro 1). A potencialidade dos ciclopaladados em

guestdo também é evidenciada pela maior citotoxicidade dos complexos de bromo e

de iodo, se comparados a cisplatina, com excecdo do complexo de iodo frente a

linhagem LPO7.

Recentemente, a atividade citotoxica de dois complexos ortopaladados de

formula geral [Pd(C2,N-dmpa)(X)(lut)], onde dmpa = N,N-dimetil-1-feniletilamina, X =

Cl, Ns; e lut = 2,6-lutidina, confirma a tendéncia observada na familia de complexos

anterior (figura 30).

HiC ~ CHs
N-CHj
Pd—X

HsC CH,

!
T
r

Figura 30: Ortopaladados de N,N-dimetil-1-feniletilamina
com co-ligantes 2,6-lutidina e X (Cl e N3). Fonte: Autor.

A similaridade estrutural entre dmba e dmpa, a presenca de um ligante N-

doador, mais o aumento na polarizabilidade entre os ligantes clorido e azida,

reforcam a existéncia de uma sinergia entre o centro metalico de Pd(ll) e os ligantes

de sua esfera de coordenacdo, gerando um padrdo sistematico de correlacéo

estrutura-atividade (quadro 2)72.
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Quadro 2: Citotoxicidade dos complexos [Pd(C? N-dmpa)(X)(lut)] frente as
linhagens de glioblastoma (T98G e U251) e melanoma (HT144 e

LB373MEL).
ICso (M) + SD
Linhagem [Pd(C? N-dmpa)(Ns)(lut)] [Pd(C?N-dmpa)(Cl)(lut)]  Cisplatina
T98G 1,7+0,5 0,9+0,1 1,7+1,0
HT144 0,7+04 1,0+0,1 1,3+0,2
LB373MEL 1,3+0,7 43+24 56 +3,5
U251 1,0+0,2 3,1+0,5 1,1+0,3

O estudo do comportamento desses complexos em solugdo por meio
de experimentos de RMN de *H em D20/DMSO-ds (30/70 %) a 0, 24, 48 e 72 h,
constatou que os complexos [Pd(C2,N-dmpa)(X)(lut)] eram convertidos nas espécies
catibnicas [Pd(S)(C2,N-dmpa)(lut)]* e [Pd(C2N-dmpa)(S)2]** (S = D20, DMSO), a
semelhanca da cisplatina que também sofre hidrélise formando as espécies
cationicas [Pt(NHz)2CI(OH2)]* e [Pt(NH3s)2(OHz2)2]?*, como mencionado anteriormente.
No entanto, ao contrario da cisplatina, esses complexos interagem fracamente com
o DNA, o que sugere um mecanismo citotoxico diferente daquele observado com a
cisplatina. Mas a afinidade dos complexos por outras biomoléculas como HSA
(albumina de soro humano) indica uma real possibilidade de serem biodistribuidos
através do organismo.

Outra classe de ortopaladados que tem sido bastante explorada pelo nosso
grupo é a classe dos ortopaladados derivados de ligantes oxima, tais como
benzaldeido-oxima, acetofenona-oxima e, mais recentemente, tetralona-oxima. A
principal contribuicdo que o grupo oxima C=N-OH pode trazer para o anel
ciclometalado é o aumento da estabilidade do mesmo em decorréncia da formacéo
de um sistema conjugado de ligacdes =.

Complexos ortometalados de férmula geral [Pd(C2,N-bzox)(X)(L)], onde bzox
= benzaldeido-oxima, X = ClI, Br, I; e L = etilenotiouréia apresentaram uma melhora
significativa na atividade citotoxica frente a linhagem de adenocarcinoma mamario
(LM3) quando comparados aos complexos derivados do dmba exemplificados na
figura 29. A mudanca de dmba para bzox, além de uma ligeira modificacdo na
estrutura do co-ligante tiouréia (figura 31), foram suficientes para tornar todos os

complexos mais ativos que a cisplatina (quadro 3)73.
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—N Quadro 3: Citotoxicidade dos
| complexos [Pd(C? N-bzox)(X)(L)] frente
Pd—X alinhagem tumoral LM3.
é\ H ICso (uM) £ SD
Y Composto LM3
HN [Pd(C%N-bzox)(I)(L)] 18,2 + 2,87
[Pd(C2,N-bzox)(Br)(L)] 19,9 + 0,61
Elgura 31: Or@opaladaglos dg bep.zaldeldo- [Pd(CZN-bzox)(C)(L)] 232+ 177
oxima com co-ligante etilenotiouréia e haletos i i
Cl, Br e |. Fonte: Autor. Cisplatina 303+3,72

E interessante destacar que para os complexos mostrados na figura 31
observa-se 0 mesmo comportamento de aumento da citotoxicidade com o aumento
da polarizabilidade do haleto, ou seja, | > Br > Cl, o que sugere uma tendéncia
comportamental dos ortopaladados.

O padrédo de variacdo no qual a mudanca é feita apenas no co-ligante do tipo
L, de modo que o anel ortometalado e o halogénio permanecam fixos, tem se
revelado muito promissor. Sete complexos ortopaladados de formula geral [Pd(C?,N-
afox)(CI)(L)], onde afox = acetofenona-oxima e L = ligantes derivados da tiouréia,
guando testados quanto a atividade citotoxica, se mostraram, em quase todos 0s
casos, melhores do que a cisplatina (figura 32)74.

4 OH N
H3C ’\I«I Cl Compound L Ry Rz
- N\ J 1 tu H NH;
Pd R 2 mtu  CH;  NH
* :( 2 3 dmtu CHs; NHCH;
S 4 ptu CsHs NH;
/N H 5 dptu  Ce¢Hs NHCgHs
R1 6 taa H CHs
7 tbz H CeHs
\ v,

Figura 32: Ortopaladado da acetofenona-oxima com co-ligantes derivados da tiouréia.
Fonte: Adaptado de de Souza et al., 2019.

O aumento na lipofilicidade do co-ligante L nos complexos 4, 5 e 7,
ocasionado pelo substituinte -CsHs, refletiu positivamente na citotoxicidade (quadro
4).
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Quadro 4: Citotoxicidade dos complexos [Pd(C? N-afox)(Cl)(L)]
com algumas das linhagens testadas: mama (4T1), melanoma
(B16F10-nex2) e figado (HepG2).

Composto Linhagem celular

ICs0 (uM) 4T1 B16F10-nex2 HepG2

1 B4.62 = 2.14 68.42 + 5.77 41.48 + 4.02
2 56.76 + 3.54 54.47 = 4.30 41.42 = 229
3 47.17 + 261 43.97 = 7.23 31.59 = 081
4 38.68 + 3.57 33.07 = 3.77 27.72 = 100
5 45.87 = 0.74 50.35 * 5.02 15.92 + 3.84
6 53.41 = 2.97 43.69 * 6.07 44.56 + 6.03
7 34.70 + 2.54 25.92 + 3.52 33.32 + 5.88
Cisplatina ~ 108.54 * 1578 23.14 * 1.27 60.30 + 15.10

A semelhanca do exemplo anterior, a utilizacdo de co-ligantes fosfinicos, tal
como a trifenilfosfina, pode, além de outros beneficios, auxiliar na lipofilicidade dos
complexos. Ortopaladados derivados da tetralona-oxima de férmula geral [Pd(C?,N-
tetrox)(Cl)(L)] foram testados quanto a atividade citotoxica, a fim de avaliar a
influéncia dos co-ligantes fosfinicos L na atividade biol6gica dos complexos (figura

33)7,
?H
N

B

., .\‘\\c I R
Pd’

N\,
/ R
R

R = PPhs, P(PhCHzs)s, P(PhFs)s e P(PhOCHs3)s.
Figura 33: Ortopaladados de tetralona-oxima
com co-ligantes fosfinicos e Cl. Fonte:
Velasques et al., 2022.

Para todos os complexos [Pd(C2,N-tetrox)(CI)(L)], observa-se uma atividade
citotoxica superior a da cisplatina, independente do substituinte R no co-ligante
fosfinico. Além disso, com excecdo do complexo 4, os demais complexos se
mostram menos toxicos do que cisplatina, quando testados frente a linhagem celular
de fibroblastos normal (MRC-5) (quadro 5).
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Quadro 5: Citotoxicidade dos complexos
[Pd(C?N-tetrox)(Cl)(L)] com algumas das
linhagens testadas: mama (MCF-7) e fibroblastos
pulmonar normal (MRC-5).

ICso (M) £ SD
Composto MCF-7 MRC-5

1 (R =PPhj) 19,22 £ 2,75 22,35+1,74

2 (R = P(PhCHj3)3) 26,33 +£0,27 28,92 + 0,17

3 (R =P(PhF)3) 22,39+0,38 25,78 + 0,58

4 (R = P(PhOCHs3)3) 2291+1,90 8,12 + 0,49

Cisplatina >50 19,86 + 1,22

Todos esses exemplos demonstram o grande potencial dos ortopaladados de
atuarem como agentes quimioterapicos. Diante desse historico bem-sucedido do
nosso grupo de pesquisa acerca do estudo da atividade anticancer de
ortopaladados, o presente trabalho de tese de doutorado propde uma série de
ortopaladados com caracteristicas distintas das que foram abordadas (e publicadas)
pelo grupo até o presente momento. A primeira modificacdo é o aumento do
tamanho do anel ciclometalado, o qual sera de 6 membros. Isso permitira avaliar se
a estabilidade dos complexos de Pd(ll) estarAd condicionada a tendéncia
termodinamica que afirma ser os anéis de 5 membros mais estaveis do que os de 6
membros. Além disso, a utilizacdo da amina primaria L-fenilalanina-metil-éster na
ortopaladacdo agrega aos complexos um carater bioldégico por se tratar de um
derivado do aminoé&cido L-fenilalanina, o que podera influenciar positivamente nos
testes bioldgicos. As fosfinas estudadas pelo grupo até o presente momento
visavam contribuir no aumento da lipofilicidade dos complexos. Dessa forma, sera
entdo introduzida a fosfina hidrofilica 1,3,5-triazo-7-fosfoadamantano (PTA) a fim de
auxiliar num possivel aumento da solubilidade dos complexos em meio aquoso. A
influéncia da polarizabilidade dos halogénios nas propriedades dos novos complexos
também sera explorada com a utilizacdo da série de halogénios: Br, Cl, | e N3 (figura
34).
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Reportado por Velasques et al., 2022 Proposta atual

Figura 34: Esquema de derivacdo dos complexos ortopaladados investigados na presente tese
de doutorado.

OBJETIVOS

Sintetizar seis novos ortopaladados, sendo: um dimero precursor inédito de formula
[PA(C2,N,-LFME)(N3)]2, € os demais como produtos da clivagem de seus respectivos
dimeros com a fosfina 1,3,5-triazo-7-fosfoadamantano (PTA) e que possuem formula
geral [Pd(C2N,-LFME)(PTA)(X)], onde X = Br, Cl, I, N3, sendo o ortopaladado
[PA(C2,N,-LFME)(PTA)(N3)] convertido em um produto de cicloadicdo com o alcino
dietil-acetileno-dicarboxilato (DEAD).

Caracterizar os complexos por meio das técnicas de andlise elementar (C,H,N,S),
espectrometria de massas (ESI-MS), espectroscopia de RMN e difracdo de raios X

em monocristal.

Realizar ensaios de viabilidade celular utilizando as linhagens tumorais A2780,
MDA-MB-231 e A549, além da linhagem pulmonar normal MRC-5.

Investigar a interacdo com as biomoléculas HSA (Human Serum Albumin), DNA e
ensaio de competicdo com Hoechst.
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PARTE EXPERIMENTAL

Os reagentes e solventes foram utilizados como recebidos e sem purificacédo
prévia.

Quadro 6. Siglas utilizadas na nomeagé&o simplificada dos compostos.

Composto Formula Sigla
L-fenilalanina-metil-éster C10H13NO2 LFME
Anion triflato CF3SOs3 OTf
1,3,5-triazo-7-fosfoadamantano CeH12N3P PTA
Dietil-acetileno-dicarboxilato CsH1004 DEAD
triazolatoCOOCH,CH, COOCH,CH, CsH10N304 Tria
[Pd(C2,N-LFME)(Bn)(PTA)] C16H24BrN4O2PPd Pd-Br-PTA
[Pd(C2,N-LFME)(CI)(PTA)] C16H24CIN4O2PPd Pd-CI-PTA
[Pd(C2,N-LFME)()(PTA)] C16H24IN4O2PPd Pd-I-PTA
[Pd(C2,N-LFME)(u-N3)]2 C20H24NsO4Pd2 Pd-N3
[Pd(C2,N-LFME)(N3)(PTA)] C16H27N7O2PPd Pd-N3-PTA
[Pd(C2,N-LFME)(Tria)(PTA)] C24H34N706PPd Pd-Tria-PTA

1.1- Metodologia

Os reagentes solidos foram pesados em balanca analitica com precisdo de
1,0 mg e de 0,1 mg. Enquanto os reagentes liquidos foram medidos utilizando pipeta

automatica com capacidade de 100 ou 1000 pL.
1.1.1- Sinteses

A obtencao dos dimeros precursores de formula geral [Pd(n?-C2,N-LFME)(u-X)]2
(X = Br, CI, I, N3) foi feita seguindo o procedimento experimental descrito na
literatura®®. O dimero de azida [Pd(n2-C2,N-LFME)(u-N3)]2 inédito foi sintetizado de
forma analoga ao de iodo.

As sinteses dos compostos inéditos de formula geral [Pd(C2,N-LFME)(X)(PTA)],
onde X = Br, Cl, I, N3, foram realizadas a partir da clivagem dos respectivos dimeros
com a fosfina 1,3,5-triazo-7-fosfoadamantano (PTA). As reacdes foram feitas em
condi¢Bes ambientes e sem a necessidade de atmosfera inerte.

O composto de formula [Pd(C2N-LFME)(Tria)(PTA)], resultante da reacdo de
cicloadicdo 1,3-dipolar, foi sintetizado a partir do complexo [Pd(C?N-
LFME)(Ns)(PTA)] e do alcino DEAD. A reacéo foi feita em condi¢cdes ambientes e

sem a necessidade de atmosfera inerte.
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1.1.2- Obtencédo dos monocristais do complexo Pd-Br-PTA

Os cristais do complexo Pd-Br-PTA foram obtidos diretamente do contetdo da
reacdo, através da evaporacao lenta do solvente acetona e a temperatura ambiente.

Os demais complexos nao tiveram estabilidade em solucao suficiente para que a
evaporacdo do solvente se desse de forma lenta, possibilitando a formacdo de
monocristais, mesmo utilizando um refrigerador. Em todos os casos, era formado um

solido de cor preta a medida que o solvente evaporava.

1.2- Metodologia dos estudos biolégicos

1.2.1- Ensaio de viabilidade celular

O valor de ICsp foi determinado frente as linhagens celulares de pulmdo MRC-5
(n&o tumoral) e A549, linhagem de mama MDA-MB-231 e linhagem de ovéario
A2780. Os ensaios foram realizados pelo método colorimétrico MTT (brometo de 3-
(4,5- dimetil-tiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio)’®.

Para a realizacdo dos ensaios de viabilidade celular, as células foram semeadas
em placas de 96 pocos, com uma densidade celular de 1,5x10* células/poco, em 150
pL de meio suplementado. Apds 24 h de incubacao (5% de CO2a 37 °C), as células
foram tratadas com 0,75 pL das solucdes estoque do composto em DMSO, sendo
empregadas oito concentra¢des (100; 50; 25; 12,5; 6,3; 3,1; 1,6 e 0,8) uM. As placas
foram novamente mantidas na incubadora (5% de CO:2 a 37 °C) por 48 h.
Posteriormente, adicionaram-se 50 pL de uma solucdo de MTT (1 mg/mL) em cada
poco. Em seguida, a placa foi incubada por mais 4 h. Apos este periodo, a solucéo
em cada poco foi cuidadosamente descartada, e no poco, foram adicionados 100 pL
de isopropanol, a fim de solubilizar os cristais de formazan formados. A absorbancia
foi determinada no comprimento de onda de 540 nm com o auxilio do leitor de
microplacas Epoch. Os valores de ICso foram determinados utilizando-se o software
GraphPad Prism.

Os experimentos foram conduzidos pelo grupo do Prof. Dr. Fillipe Vieira Rocha
da Universidade Federal de Sao Carlos.
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1.2.2- Leitor de microplacas e detector

Os espectros de absorgdo na regido do Ultravioleta — Visivel e a intensidade
da fluorescéncia foram registrados no leitor BioTek Synergy HTX Multimode Reader
- Agilent, pertencente ao laboratério de Organometalicos I, no Departamento de
Quimica Analitica, Fisico-Quimica e Inorganica — IQAr/UNESP. O sistema otico de
deteccdo da absorvéncia utiliza uma lampada instantanea e um monocromador de
xénon com comprimento de onda de 200 a 999 nm em incrementos de 1 nm. As
determinacdes da fluorescéncia séo feitas usando uma lampada de halogénio de
tungsténio com filtros de interferéncia conjuntamente com um detector de PMT para
a sensibilidade maxima. O filtro para determinacdo da intensidade fluorescéncia
utilizado no experimento de interagcdo com HSA, apresentava excitacdo em 280 nm
e emissdo em 320 nm, jA no experimento de competicdo entre o DNA, Hoechst-
33258 e o complexo, utilizou-se o filtro com excitacdo em 350 nm e emissdo em
460/40 nm.

1.2.3- Preparo da solucdo Tampéao Tris-HCI 5 mM + 50 mM de NaCl

Foi dissolvido 0,3029 g Tris(hidroximetil)Jaminometano (121,14 g/mol) em 500
mL de &gua destilada. Adicionou-se a solucdo anterior 1,462 g de NaCl (58,44
g/mol) e ajustou-se o pH entre 7,2 e 7,4 utiizando HCI 1M. O tampéo foi

armazenado em geladeira com a temperatura entre 2 e 8 °C.

1.2.4- Preparo da solucado de ctDNA (Calf thymus)

A solucédo de ctDNA foi preparada pela adicao aproximada de 10,00 mg da
biomolécula em 5,00 mL de uma solucdo de tampéo salina Tris-HCI, pH = 7,4. A
razao entre as absorbancias das bandas de absor¢cdo molecular em 260 e 280 nm
resultou no valor de 1,85, indicando que a solucdo estava isenta de proteinas.
Assim, a concentracdo de ctDNA foi determinada espectrofotometricamente através
da lei de Lambert-Beer utilizando o coeficiente de absortividade molar (¢) de 6600

L.molt.cm para a banda de 260 nm, de acordo com a equacéo:
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Sendo:
C = concentracao de ctDNA
A260 = banda de absorcdo em 260 nm

b = caminho éptico

1.2.5- Preparo da solucédo do corante Hoechst 33258 (1 mM)

Foram dissolvidos 6,239 mg do corante Hoeschst 33258 (623,96 g/mol) em
10,00 mL de &gua destilada. Devido a fotossensibilidade do Hoeschst, o recipiente

de armazenamento foi protegido para evitar o contato com a iluminagéo.

1.3- Ensaio com HSA da supresséo da fluorescéncia

Uma solucédo 1,00 mM de HSA (Human Serum Albumin) em Tris-HCI (pH 7,2)
foi diluida para obter uma concentracdo final de 40 uM em cada poco. Além disso,
foram preparadas solucfes estoque do complexo de paladio, em DMSO, na concen-
tracdo de 3,00 mM. Em uma microplaca de leitura com 96 pocos, onde o volume de
cada poco é de 200 uL, adicionaram-se aliquotas da solucédo do complexo, de modo
a obter uma faixa de concentracéo de 0 a 75 uM. A porcentagem de DMSO né&o ul-
trapassou 2,5%, sendo mantida a integridade da proteina. Os espectros de absor-
bancia e os valores de emisséo da intensidade de fluorescéncia foram registrados
pelo BioTek Synergy HTX Multimode Reader. Para aquisicdo dos espectros de
emissao, foram utilizados filtros de fluorescéncias com um comprimento de onda de
excitacdo de 280 nm, as leituras registradas em 320 nm e os espectros de absor-
bancia foram obtidos entre 200 e 600 nm. Os experimentos foram realizados nas
temperaturas 25, 31 e 37 °C e em triplicada.

Os valores da intensidade de fluorescéncia foram corrigidos de acordo com a

equacgao:
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Sendo:
Fobs = intensidade da fluorescéncia medida experimentalmente.
Aem = absorbéancia no comprimento de onda do maximo da fluorescéncia.

Aex = absorbéancia para o comprimento de onda de excitacao.
1.4- Ensaios com a biomolécula ctDNA

1.4.1- Titulac&o espectrofotométrica do DNA por UV-Vis

Os espectros de UV-Vis do complexo foram obtidos na presenca de
guantidades crescentes de ctDNA, na regidao de 260 a 320 nm, em tampé&o salino
Tris-HCI pH 7,4. As titulacbes foram realizadas em triplicadas, nas seguintes
temperaturas: 25, 31 e 37 °C. A concentracao do complexo foi fixada em 300 uM,
enquanto houve a variagao da concentracao do ctDNA entre 0 até 75 pM.

Partindo de uma solucdo do complexo de 6 mM preparada em DMSO, foram
adicionados 10,00 puL do composto em 185 pL de tampédo, em cada poco de uma
microplaca com 96 pog¢os. Em seguida, foi adicionado 5 uL de solu¢des contendo
tampéao e ctDNA, de modo que a concentracdo de ctDNA variasse de 0 a 75 uM e a
concentragdo do complexo fosse fixada em 300,00 UM em cada po¢o com um
volume final de 200 uL. As leituras foram realizadas em triplicadas, com temperatura
inicial de 25 °C. Na segunda leitura a temperatura foi aumentada para 31 °C e
posteriormente para 37 °C, realizando assim as medidas de absorbancia em trés
temperaturas diferentes.

A constante de ligacdo (Kp) foi obtida através da equacdo de Benesi-
Hildebrand:

o __ % . % 1
ho 8 Enoe—8s K,[DNA]

Onde Ao e A sédo as absorbéancias do complexo livre e do complexo com DNA,
respectivamente. Os coeficientes €c e €x.c Sdo 0s coeficientes de absortividade

molar do complexo de Pd(ll) livre e do aduto complexo-DNA, respectivamente.
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Assim, Kp foi determinado através da razao entre o coeficiente linear e o

angular, obtidos a partir da curva de Ao/ A-Ao em fungéo de 1/[DNA].
1.4.2- Ensaio de competicdo com Hoechst 33258 pelo DNA

O estudo de competicdo com Hoechst 33258 pelo ctDNA foi realizado por meio
da intensidade da fluorescéncia. As leituras foram registradas no BioTek Synergy HTX
Multimode Reader - Agilent com excitacdo em 350 nm e emissao de 440 a 460 nm,
na temperatura de 25 ° C. Incialmente em tampé&o salino Tris-HCI, foram preparados
7,00 mL de uma solugédo de 100,00 uM de ctDNA com 3,00 uM de Hoechst 33258,
obtendo a razdo molar do aduto Hoechst—ctDNA igual a 1:33. A solucéo foi igualmente
distribuida nos pocos da microplaca de leitura com adicBes crescentes do complexo,
partindo de solugcbes recém-preparadas em DMSO (6,00 mM). Dessa forma, foram
obtidas concentracdes na faixa entre 0 e 75,00 uM de modo que o percentual de DMSO
ndo excedesse 5% (v/v). Apés 5 min de repouso, realizou-se leituras das intensidades
da fluorescéncia e absorbancias na temperatura de 25 °C. Em seguida, os resultados
foram tratados com a seguinte formula — mostrada na se¢édo 2.3 — a fim de minimizar o

efeito de filtro:

+A,)/2

em

F E.’{A

Corr

- F

obs

Sendo:
Fobs = intensidade da fluorescéncia medida experimentalmente.
Aem = absorbancia no comprimento de onda do maximo da fluorescéncia.

Aex = absorbéancia para o comprimento de onda de excitacao.

2- Caracterizagcao dos compostos

2.1- Analise elementar (C,H,N,S)

A composicao elementar dos compostos foi determinada com um analisador
Elementar Vario MICRO cube CHN. A adicdo de V20s foi eventualmente necessaria

a fim de obter resultados adequados.
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As medidas foram feitas no laboratério de analise elementar da Uni-Wirzburg

na Alemanha.
2.2- Espectrometria de massas (ESI)

Os espectros de massa (ESI) foram obtidos em um espectrébmetro Thermo
Scientific Exactive Plus, em solvente metanol em uma taxa de fluxo do solvente de
20 pL/min.

As medidas foram feitas pelo Prof. Dr. Ulrich Schatzschneider da Uni-Wirzburg

na Alemanha.
2.3- Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

As analises de RMN foram feitas nos espectrémetros Bruker Avance 200, 400
e 500 (*H a 200,13, 400,47 e 500,13 MHz, respectivamente; 13C a 100,70 e 125,76
MHz; 31P a 400 MHz). As andlises com variacdo de temperatura foram realizadas na
faixa de -40 — 50 °C. Quando ndo especificado, a medida foi feita a 25 °C. Os
experimentos para avaliar o comportamento dos complexos em solucdo foram feitos
em solvente DMSO-ds e CDCls, a cada 0, 24 e 48 h. Os deslocamentos quimicos (5)

em ppm foram referenciados segundo o sinal do solvente.
2.4- Difracao de raios X em monocristal

Os dados de difracdo para ambos os compostos foram coletados a 100 (2) K
em um difratbmetro Rigaku Synergy-S equipado com um sistema detector HyPix-
6000HE, usando radiacdo MoKa (0,71073A) da fonte de microfoco de jato de fétons.
A determinacado dos parametros celulares foi obtida em todas as reflexdes usando o
software CrysAlisPro’’. A integracdo e dimensionamento de dados foram realizados
usando o software CrysAlisPro’’. As estruturas foram resolvidas e refinadas com
SHELXT"® e refinadas com Softwares SHELXL"®, respectivamente, inclusive dentro
do sistema Olex28°. Em todos os casos, os atomos ndo hidrogénio foram claramente
resolvidos e o refinamento de minimos quadrados de matriz completa com Crystals

2023, parametros térmicos anisotropicos foi realizado. Além disso, os atomos de
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hidrogénio foram posicionados estereoquimicamente e refinados usando o modelo
de equitacdo®l. Diagramas de elipsoides térmicos e representacdo de poliedros
foram preparados com Diamond®. O programa Mercury foi usado para a preparacdo
da arte®3,

As medidas foram feitas no Instituto de Fisica da USP-S&o Carlos pelo Prof.

Dr. Javier Alcides Ellena.

3. Sinteses
3.1- Sintese do derivado de L-fenilalanina metil-éster com triflato

O derivado de aminoacido L-fenilalanina-metil-éster, obtido comercialmente na
forma de cloridrato, é transformado em um sal de triflato (esquema 1), aqui
designado como LFME-OTf, a fim de possibilitar a formacéo de intermediarios que
facilitam a reacdo de ciclometalacdo, como também para que maiores rendimentos

reacionais sejam alcancados.

O
H
. /CHS
(Parte 1 LZ_E_EQ.. © + Hel
arte 1) 3c| HO 1t NH,
CHa 1.2 CF,S04H
CH,Cl,,0°C NH3SOsCF3

Esquema 1: Esquema da reacéo de obtencéo do derivado de L-fenilalanina metil-éster com
triflato.

A primeira parte da reacdo é realizada em meio aquoso, onde 2,0000 g (9,27

(Parte 2)

mmol) do cloridrato de L-fenilalanina-metil-éster foi solubilizada em 30 mL de H20
destilada e adicionado 1,1800 g (11,13 mmol) de Na2COs a fim de neutralizar o clori-
drato, resultando em uma solucéo incolor que foi agitada por 15 minutos. Em segui-
da, foi feita a extracdo da parte organica com CH2Clz (3 x 30 mL), e as fases organi-
cas combinadas e secas com Na2S0a4. A suspensao foi filtrada, concentrada a um
volume préximo a 15 mL. A solugéo foi entdo mantida em agitagéo e resfriada a 0 °C
num banho de gelo. Ao atingir a temperatura indicada, 1,04 mL (11,51 mmol) de
uma solucdo 11,07 mmol/mL de &cido triflico foi lentamente gotejada a esta solucgéo,

formando um precipitado branco que foi agitado vigorosamente por 10 minutos. A
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suspensao foi filtrada, o solido lavado com éter etilico e seco em contato com o ar.

Rendimento em massa = 78%.

3.2- Sintese dos dimeros precursores de formula geral [Pd(C2N-LFME)(u-
X)]2, onde X =Br, Cl, I e N3

Os dimeros ciclopaladados foram obtidos através de duas das principais
técnicas de sintese para essa classe de compostos, a saber, a ciclometalacdo e a

troca de haletos por reacdo de metatese®.

3.2.1- Sintese dos dimeros de bromo e de cloro

Os dimeros com brometo e cloreto foram obtidos por ciclometalacéo, a partir de

uma metodologia da literatura, como mostrado no esquema 2 a seguir>2e,

H
H -~ 24COOCH;
:,CO0CH; CH;CN |
+[Pd(OAc))] ————— = ~C_ NH,
NH;OTf Br:65°C, 2h e 78 °C, 4h pd

Cl:60°C, 2he 80 °C, 4h HSCCN/ \NCCH3

KBr
Acetona, 18 h | o,

NaCl

X =Br, Cl

Esquema 2: Esquema reacional da reacdo de ciclometalagao para obtencao dos dimeros de
bromo e de cloro.

A ciclometalagdo do derivado aminoacido L-fenilalanina-metil-éster pelo
Pd(OAc)2 acontece em duas etapas principais, como mostrado no esquema 2, e que
sdo comuns para ambos os halogénios. A ligeira diferenca na faixa de temperatura
utilizada para cada halogénio apenas por razdo experimental.

O principal desafio de ortometalar derivados de amina primaria € — como ja

mencionado — a diminui¢cdo do carater eletrofilico do paladio como consequéncia da
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formacdo da ligacdo Pd—N(Hz2) na primeira etapa do mecanismo, como também a
formacéo de subprodutos devido a substituicdo das moléculas de solvente (CH3CN)
por anions como o cloreto — caso seja utilizado o cloridrato de L-fenilalanina-metil-
éster como precursor — ou 0 proprio acetato do meio reacional. Essas limitacdes
podem ser superadas ao utilizar um ligante doador fraco como o anion triflato que
atua como contraion do precursor LFME-OTf (esquema 1) e aumenta a
eletrofilicidade do Pd(ll).

Para a obtenc&o do dimero [Pd(C2N-LFME)(u-Br)]2, 0,5900 g (1,78 mmol) de
LFME-OTT foi parcialmente solubilizado em CH3CN (20 mL) e a esta suspenséo foi
adicionado 0,4000 g (1,78 mmol) de Pd(OAc)2, que, ao ser aquecida, gerou uma
solucao de cor laranja péalido que foi refluxada a 65 °C por 2 horas e entdo a 78 °C
por 4 horas.

ApoOs o tempo reacional, notou-se a formacdo de paladio metalico que se
depositou no fundo do baldo como uma pelicula espelhada. Assim, o conteudo
reacional foi filtrado por um glass frit com celite e Na2COs a fim de neutralizar o acido
acético que é formado durante a ciclometalacdo, como também os residuos de
triflato. O solvente CH3CN foi removido, e o conteudo foi solubilizado em acetona (20
mL) e passado por um glass frit com celite. A solucdo remanescente foi adicionado
2,0000 g de KBr (16,8 mmol), formando uma suspenséao que foi agitada por 12 horas
a temperatura ambiente. Em seguida, o solvente foi removido e 20 mL de CH2Cl: foi
adicionado, a suspenséo foi filtrada. O CH2Cl. teve seu volume reduzido até préximo
de 5 mL, e realizada a precipitacdo do produto com n-pentano. O sélido de cor
laranja foi isolado por filtracdo, lavado com n-pentano e seco a vacuo. Rendimento
em massa = 30%.

A sintese do dimero de cloro [Pd(C2N-LFME)(u-Cl)]2 foi feita de forma anéloga
ao de bromo, como mostrado no esquema 2. Para esta reacdo, 0,4500 g (1,37
mmol) de LFME-OTf foi parcialmente solubilizado em CH3CN (20 mL) e a esta
suspensao foi adicionado 0,3100 g (1,37 mmol) de Pd(OAc)2, que, ao ser aquecida,
gerou uma solucdo de cor laranja palido que foi refluxada a 60 °C por 2 horas e
entdo a 80 °C por 4 horas.

Apds o tempo reacional, notou-se a formagdo de paladio metalico que se
depositou no fundo do baldo como uma pelicula espelhada. Assim, o conteudo
reacional foi filtrado por um glass frit com celite e Na2COs. O solvente CH3CN foi
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removido, e ao conteudo resultante foi adicionado acetona (20 mL) e 1,0400 g de
NaCl (17,8 mmol), formando uma suspensdo que foi agitada por 12 horas a
temperatura ambiente. Em seguida, o solvente foi removido e 20 mL de CH2Cl> foi
adicionado, formando uma suspensao que foi filtrada. A dgua-mée teve seu volume
reduzido até proximo de 5 mL, e o produto foi precipitado com n-hexano, obtendo
um sélido de cor amarelo que foi isolado por filtracdo, lavado com n-hexano e seco a

vacuo. Rendimento em massa = 30%.

3.2.2- Sintese dos dimeros de iodo e de azida

Os dimeros de iodeto e de azida foram obtidos por reacdo de metatese entre
o dimero de cloro e os respectivos sais de iodeto e de azida, como mostrado no

esquema 3 a sequir.

H H
mCOOCH3 mcoocm
/C\ /NH2 NaX /C\ /NH2 + NaCI

Y

Pd Acetona, 18 h Pd
4 N VAEERN
Ccl Cl X X
N/ \
Pd Pd
AN
HN ¢7 HN ¢7
| |
H,COOC”: :
) : HsCO0C™

X=1,N,

Esquema 3: Esquema reacional da reacdo metatese para obtencdo dos dimeros de iodo e de
azida.

A estratégia de sintese dos dimeros através da reacdo de metatese é
semelhante aquela observada entre sais inorganicos. Neste tipo de reacao, a forca

motriz que induz a formacé&o do produto é a precipitacdo de um dos sais formados:
A-B + C-D solvente A-D + C-B Jv

Na sintese do produto dimérico, a precipitacdo do cloreto de sddio no meio

reacional promove a formagéo do dimero:

Pdy(CN),Cl, + 2Nax —2C1OMa _ py cN)X, + 2NaCly

_ COOCH;

X=1,Ns
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Para que a reacao seja bem-sucedida € necessario que o dimero precursor
possua um haleto que seja facilmente substituido. Esta facilidade de saida do haleto
esta relacionada com o efeito trans exercido pelo atomo que esta trans ao haleto,
neste caso particular, o carbono do anel ciclometalado. Como mostrado no esquema
3, o dimero de cloro é o precursor mais conveniente para este tipo de reacao, pois
dentre os trés anions (CI-, I7, N37), o CI~ € 0 que possui menor efeito trans e por isso
o mais labil. Os demais anions, quando coordenados, sofrerdo menos o efeito trans
do carbono, gerando complexos mais estaveis. Entre o cloreto e o brometo néo
existe uma diferenca muito significativa no efeito trans desses anions. Por essa
razao, é mais adequado que o dimero de bromo seja sintetizado por ciclometalacéo,
a fim de evitar a formacao de mistura de produtos.

Para a sintese do dimero de iodo [Pd(C2 N-LFME)(p-I)]2, 0,1000 g (0,16 mmol)
do dimero de cloro foi solubilizado em cerca de 20 mL de acetona, gerando uma
solucédo de cor amarelo alaranjado. A esta solucdo foi adicionado 0,2300 g de Nal
(1,60 mmol), onde imediatamente houve uma mudanga na cor da reacdo que se
tornou marrom escuro. A suspensao foi mantida em agitacdo magnética a
temperatura ambiente por aproximadamente 18 horas. Ao final do tempo reacional, a
suspensdo foi rotaevaporada, e o sélido marrom do baldo foi solubilizado em CH2Cl-.
Em seguida a solucédo foi passada por um glass frit com celite, seu volume foi
reduzido e adicionado n-pentano para precipitacdo de um sélido de cor marrom que
foi filtrado e seco a vacuo. Rendimento em massa = 77%.

Para a reacdo de obtencdo do dimero de azida [Pd(C2N-LFME)(u-N3)]2,
0,2500 g (0,39 mmol) do dimero de cloro foi solubilizado em cerca de 20 mL de
acetona, gerando uma solucdo de cor amarelo alaranjado. A esta solugcao foi
adicionado 0,1000 g (1,56 mmol) de NaNs, formando uma suspensao que foi agitada
a temperatura ambiente por aproximadamente 18 horas. Apds o tempo reacional, a
suspensao foi passada por um glass frit com celite e o solvente da solucao foi
removido no rotaevaporador. Em seguida, o solido amarelo do baldo foi solubilizado
em CH:Cl2 e a solucdo foi passada novamente por um glass frit com celite. O
processo de passar pelo glass frit com celite € importante pois remove possiveis
residuos de Pd(0) que pode ter sido gerado por eliminacdo redutiva durante a
reacdo®’, como também para remover algum composto inorganico remanescente da

reacdo, tal como o NaCl ou NaNs. Finalmente, o conteuddo em CH2Cl> teve seu
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volume reduzido, e foi realizada a precipitacdo do produto com n-pentano que foi
isolado por filtracdo, lavado com n-pentano e seco a vacuo. Rendimento em massa
= 36%.

3.3- Sintese dos complexos mononucleares resultantes da clivagem dos
dimeros com a fosfina 1,3,5-triazo-7-fosfoadamandano

Os dimeros [Pd(C?N-LFME)(p-X)]2 (X = Br, Cl, I, N3) sintetizados, sendo o
dimero de N3 nunca antes reportado na literatura, foram clivados com a fosfina 1,3,5-
triazo-7-fosfoadamantano (PTA), obtendo os compostos inéditos de férmula geral
[PA(C2,N-LFME)(X)(PTA)] (X = Br, CI, I, N3). O esquema geral da reacdo de

obtencao dos novos complexos é mostrado a seguir.

N H COOCH, e
| _C_ NH, X : C\O,CHs
N P I
Pd 7 ~C_ NH;
X: Ny +2 LN _N solvente 2 /Pd\
/
Pd N N/‘F’> X
N
H,N CF | Q[ \
; N NJ
H,COOC”=
H
X =Br, Cl, I, N,

Esquema 4: Esquema geral da reacdo de obtencdo dos complexos resultantes da clivagem dos
dimeros com a fosfina PTA.

3.3.1- Sintese do complexo [PdBr(n>-C2,N-LFME)(k'-PTA)] (Pd-Br-PTA)

H

WCOOCH3 H ('Jc'; o
AN z N 3
/C\Pd/NHZ PW 1. CH,COCHS4 | Lone
/N o Nr N 2 CHCly , TN
B( /Br LN t 2h /Pd\
Pd N - /~R" Br

Esquema 5: Reagdo de obtengdo do complexo [PdBr(n?-C2N-LFME)(k'-PTA)].

Para sintese do complexo de bromo Pd-Br-PTA, partiu-se de 0,1000 g (0,14
mmol) do dimero [Pd(C2N-LFME)(u-Br)]2 que foi solubilizado em cerca de 20 mL de
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acetona, gerando uma solucdo de cor amarelo avermelhado. Em seguida, uma
suspensao de 0,0400 g (0,28 mmol) de PTA em cerca de 10 mL acetona foi
lentamente gotejada a solugdo com o dimero. A medida que o volume da suspensao
era adicionado, esperava-se até que todo o solido de PTA fosse consumido do meio
reacional antes de adicionar o proximo volume. A adicdo lenta é de suma
importancia pois foi observado que uma adicao rapida do PTA promove a formacéao
de um precipitado branco e insolivel na maioria dos solventes.

ApoOs a adicdo de todo o PTA, o meio reacional tornou-se homogéneo e
adquiriu cor amarelo dourado. O volume final da reacédo era de cerca de 40 mL. A
reacao foi mantida em agitacdo magnética a temperatura ambiente por 2 horas. Ao
término do tempo reacional, o solvente da reacéo foi removido por rotaevaporacao, e
o0 solido amarelo dourado resultante foi solubilizado em CHCls. O volume de CHCIs
foi reduzido e adicionado éter gelado, precipitando assim o produto como um sélido
de cor amarelo alaranjado, que foi filtrado, lavado com éter gelado e seco a vacuo.

Rendimento em massa = 60%.

3.3.2- Sintese do complexo [PdCI(n%-C2N-LFME)(k'-PTA)] (Pd-CI-PTA)

o~ 2sCOOCH, L O
[ RN : C\ /CH3
~C,  NH P 1. CH;COCH, J O
P 7 2. CH,CI #& NR:
ci ¢l #2 NLN 220222 2 Pd.
AN
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| N
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Esquema 6: Reacéo de obtencédo do complexo [PdCl(n?-C2N-LFME)(k'-PTA)].

Para a sintese do complexo de cloro Pd-CI-PTA, 0,0600 g (0,210 mmol) do
dimero [Pd(C2N-LFME)(u-Cl)]2 foi solubilizado em cerca de 20 mL de acetona,
formando uma solucéo de cor laranja. A esta solugdo, uma suspensio de 0,0300 g
(0,20 mmol) de PTA em cerca de 10 mL de acetona foi lentamente adicionada a
solucdo do dimero, de modo semelhante ao feito para o complexo de bromo. A
medida que o PTA era adicionado, a cor da reacdo adquiria uma tonalidade

esverdeada. A reacdo foi mantida em agitacdo magnética a temperatura ambiente
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por 2 horas. Apés o tempo reacional, o conteaddo homogéneo da reacao foi passado
por um glass frit com celite e o solvente removido no rotaevaporador. Em seguida, o
conteudo restante do baldo foi solubilizado em cerca de 20 mL de CH2Clz, passado
novamente por um por um glass frit com celite e o solvente teve seu volume
reduzido até préximo de 2 mL. O produto da reacao foi precipitado com éter gelado,
obtendo um sdélido amarelo esverdeado que foi seco a vacuo. Rendimento em

massa = 47%.

3.3.3- Sintese do complexo [PdI(n?-C2,N-LFME)(k'-PTA)] (Pd-I-PTA)

~ H COOCH, O
H CH
| _C_ NH, = 2C. s
\ s P. |
Pd (7 ) ~C_ NH,
17N +2 N|_N CHCOCH; _ 7 Pd
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Esquema 7: Reacéo de obtencédo do complexo [PdI(n3-C2,N-LFME)(k'-PTA)].

O complexo de iodo Pd-I-PTA foi sintetizado a partir de 0,0500 g (0,06 mmol)
do dimero [Pd(C%N-LFME)(u-1)]2 que foi solubilizado em cerca de 25 mL de acetona,
formando uma solugcdo de cor marrom escuro. A esta solugdo foi gotejada
lentamente uma suspensédo de 0,0100g (0,125 mmol) da fosfina PTA. Notou-se uma
gradual mudanca da cor da reacédo, tornando-se amarelo alaranjado. A reacao foi
mantida em agitacdo magnética a temperatura ambiente por 1 hora. Apds o tempo
reacional, a reacdo foi passada por um glass frit com celite e o solvente teve seu
volume reduzido até préximo de 2 mL. O produto da reacgéo foi precipitado com éter
gelado, obtendo um sdélido amarelo palido que foi seco a vacuo. Rendimento em

massa = 61%.
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3.3.4- Sintese do complexo [PdNs3(n*-C%N-LFME)(k'-PTA)] (Pd-Ns-PTA)

H
NS v ~_ s 3
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Esquema 8: Reagao de obteng¢do do complexo [PdNz(n3-C? N-LFME)(k'-PTA)].

Para a sintese do complexo de cloro Pd-Ns3-PTA, 0,0500 g (0,10 mmol) do
dimero [Pd(C3N-LFME)(u-N3)]2 foi solubilizado em cerca de 5 mL de acetona,
formando uma solucdo de cor amarelo. A esta solugdo, uma suspenséo de 0,0240 g
(0,20 mmol) de PTA em cerca de 10 mL de acetona foi lentamente adicionada a
solucdo do dimero, de modo semelhante ao feito para os complexos anteriores. A
medida que o PTA era adicionado, a cor da reacdo se tornava um verde palido. A
reacdo foi mantida em agitacdo magnética a temperatura ambiente por 1 hora. Apés
o tempo reacional, o conteddo homogéneo da reacéo foi passado por um glass frit
com celite. Foi notado o surgimento de um sélido de cor rosa que ficou aderido na
celite. E muito provavel que esse solido se trate de um outro produto. Por fim, o
solvente foi removido no rotaevaporador. Em seguida, o contetdo restante do baldo
foi solubilizado em cerca de 20 mL de CH2Cl2, passado novamente por um por um
glass frit com celite, ficando este se qualquer residuo. O solvente teve seu volume
reduzido até préximo de 2 mL. O produto da reacédo foi precipitado com n-pentano,
obtendo um sélido verde palido quase branco que foi seco a vacuo. Rendimento em
massa = 64%.

Dentre todos os complexos sintetizados, a obtencdo de Pd-Ns-PTA foi a mais
laboriosa, sendo essa metodologia descrita acima a mais bem sucedida. O sélido
cor de rosa formado € um subproduto de algum tipo de reacdo paralela que
acontece. Caso a adicdo do PTA nao seja feita de forma lenta, uma maior
guantidade desse sélido rosa é formada. Assemelha-se ao sélido de cor branca
formado pela adi¢éo rapida do PTA na reagéo de sintese do Pd-Br-PTA. No entanto,
enquanto o soélido branco é insolivel na maioria dos solventes, o solido rosa obtido
na reacao de sintese do Pd-Ns3-PTA é parcialmente solavel em agua, formando uma
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suspensao de cor vermelha com microcristais. Infelizmente nem a analise elementar
nem as medidas de RMN deram qualquer evidéncia da natureza do produto

formado, sendo que o RMN de 3!P indicou a presenca de 5 picos.

3.4- Sintese do produto de cicloadi¢cédo [Pd(C2N-LFME)(Tria)(PTA)] (Pd-
Tria-PTA)

Ciclometalados contendo pseudohaletos como ligantes do tipo X podem ser
utilizados como precursores bastante adequados para a obtencdo de novos
compostos com grupos funcionais interessantes. Particularmente, o anion Ns” possui
uma reatividade caracteristica podendo, por exemplo, eliminar N2 ou tomar parte em
reacdes de cicloadicdo 1,3-dipolar quando na presenca de espécies insaturadas,
denominadas de dipolardéfilos. Esses dipolaréfilos podem ser nitrilas, isonitrilas,
alcenos, alcinos, heteroalenos, dentre outros. Tendo como referéncia um trabalho do
grupo onde um ortopaladado de dmba de férmula [Pd(C2,N-dmba)(Ns)]2 reagiu com
o dipolaréfilo heteroaleno CS2 gerando um produto de cicloadicdo®; a obtencdo do
ortopaladado [Pd(C2N-LFME)(N3)(PTA)], mostrada no tépico anterior, permitiu
explorar a quimica das rea¢des de 1,3-cicloadicdo envolvendo o pseudohaleto N3 e
o alcino DEAD (figura 9).

H CH
: X A3
| D oo Q 0 CH,CI | C NH
_C_ NH, + 26 — _—ax2 2
P H,CH,CO OCH,CH, "t.22h AN 0
PN /=R N~ ’f
/~P Ny N > Nt
<N\-/> VAY O-CH,CHs,
N " -0
CH,CH,4

Esquema 9: Reacéo de obtenc&o do complexo [PdN3(n?-C2,N-LFME)(k*-PTA)].

Para a sintese do complexo Pd-Tria-PTA, 0,0400 g (0,08 mmol) do complexo
[Pd(C2,N-LFME)(Ns)(PTA)] foi solubilizado em cerca de 20 mL de CH2Clz, formando
uma solugéo de cor verde pélido. A esta solucdo, um volume de 36,8 puL (0,22 mmol)
de DEAB foi lentamente adicionado. Nao foi observada uma mudanca aparente na
cor da solucdo, apenas uma intensificacdo da cor. A solucdo foi mantida em
agitacdo magnética a temperatura ambiente por 22h hora. Apds o tempo reacional, 0
contetdo homogéneo da reacao foi passado por um glass frit com celite e 0 volume

reduzido no rotaevaporador até cerca de 3 mL. O produto da reacéo foi precipitado
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com n-pentano, lavado com o mesmo solvente, sendo obtido um soélido verde palido

guase branco que foi seco a vacuo. Rendimento em massa = 58%.
4. Resultados e discussao: caracterizagdo dos compostos
Os complexos ciclometalados de paladio(ll) de formula geral [Pd(C?%N-

LFME)(X)(PTA)], obtidos no presente trabalho, tiveram como precursores espécies
diméricas [Pd(C2N-LFME)(u-X)]2 que podem existir nas formas isoméricas cisdide e

transoide:
H,COOC,  H,
pd:x:Pd
cisdide transdide

No entanto, ao utilizar a fosfina PTA para a clivagem desses dimeros, espera-
se que essa reacdo aconteca de forma regioseletiva, ou seja, com formacao
unicamente do produto no qual o atomo de fésforo esteja cis ao carbono do anel
ciclometalado, como esperado para complexos de paladio(ll) que possuem dois
ligantes de forte efeito trans. Assim, considerando a tendéncia que dois ligantes de
forte efeito trans apresentam de evitar ficarem trans entre si, o produto da clivagem

dos dimeros tera a seguinte estrutura:

69



4.1- Anélise elementar (C,H,N,S)

Foram realizadas medidas de analise elementar (C,H,N,S) para todos os
compostos sintetizados. Os resultados dos complexos inéditos estdo resumidos no

guadro 7 a seguir.

Quadro 7: Resultados da analise elementar (C,H,N,S) dos complexos inéditos sintetizados.

Tedrico / Experimental (%)

Composto C H N
[Pd(C?,N-LFME)(Br)(PTA)]

C16H24BrN4O-PPd 36,84/36,91 | 4,64/4,52 | 10,74/10,61
[Pd(C2,N-LFME)(CI)(PTA)]

Ci16H24CIN4O2PPd 40,27/40,23 | 5,07/506 | 11,74/11,37

[Pd(C2,N-LFME)(N(PTA)]
C16H24IN4O2PPd
[Pd(C2,N-LFME)(u-N3)]2

33,79/33,50 | 4,25/4,25 9,85/9,78

36,77/36,68 | 3,70/3,77 17,15/16,83

C20H24Ng04Pd>
[Pd(C2,N-LFME)(N3)(PTA)]

C1eHaaN202PPd 39,72 /39,09 5,00/5,12 20,27 /19,58
[PA(C2,N-LFME)(Tria)(PTA)]

CasHasN7OsPPd 44,08/ 43,64 5,24 /5,27 14,99/ 13,85

Os valores tedricos foram calculados de acordo com a equacao:

% E = o
°F T MM,

x 100

Onde MMk é a massa molar do elemento a ser determinado e MMt é a massa
molar do complexo.

Os dados da analise elementar (C,H,N) confirmam as formulas propostas para
cada complexo sintetizado.

Para os complexos [Pd(C? N-LFME)(N3)(PTA)], [Pd(C?N-LFME)(Tria)(PTA)] e 0
dimero precursor [Pd(C2N-LFME)(u-Ns)]2, os valores experimentais ficaram fora do
limite comumente aceito para publicacdo (£0,4%), embora atualmente esse
parametro esteja sendo questionado®. No entanto, as medidas de espectrometria de
massas feitas com a mesma amostra da que foi utilizada na analise elementar,

confirmam a obtencao dos respectivos compostos na forma pura.
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4.2- Espectrometria de massas (ESI)

A espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray (ESI-MS) € uma
importante e poderosa técnica para a determinacdo da composicdo atdmica e
molecular de novos compostos. Em geral, a espectrometria de massas permite que
a massa molecular do composto estudado seja determinada através de um processo
de ionizacdo da amostra com posterior deteccdo da razdo massa/carga (m/z), tanto
da molécula inteira — também chamado de ion molecular — como de seus
fragmentos. O método de ionizag&o por electrospray, se comparado com os demais
métodos de ionizacdo existentes, traz a enorme vantagem de ionizar tanto pequenas
como grandes moléculas, tais como biomoléculas e polimeros. Sendo essas
grandes moléculas, no processo de ionizacdo, propensas a se fragmentarem antes
gue seus respectivos ions moleculares sejam detectados, a ionizacdo por
electrospray impede que isso aconteca, pois a geragcédo de um fino spray com gotas
contendo o analito garante que a ionizacdo aconteca de forma mais branda,
mantendo a integridade da molécula, refletida no seu ion molecular (figura 35)%-°1,
Embora possa acontecer também, em alguns casos, de ndo ser possivel detectar o

fon molecular.

(©)

Figura 35: Mecanismo simplificado da ionizac&o por electrospray. (a): uma alta voltagem
desintegra o liguido com o analito, gerando um fino spray com gotas carregadas. (b):
evaporacdo do solvente com producao de goticulas cada vez menores. (c): ionizagcdo das
moléculas polares M*. Fonte: Ho et al., 2003.

Foram feitas medidas de espectrometria de massas (ESI) para os compostos:
LFME-OTf, Pd-CI-PTA, Pd-I-PTA, Pd-Nz, Pd-N3-PTA e Pd-Tria-PTA. Para cada valor
de m/z mencionado no decorrer do texto, sera mostrado também o correspondente
valor simulado, na cor vermelha. Infelizmente ndo foi possivel fazer a medida para o

complexo Pd-Br-PTA, pois 0 mesmo ndo apresentou solubilidade suficiente nas
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seguintes condicbes: 0,5 mg de amostra em 1,5 mL de CH3OH. Mas, como
manifestacdo da generosidade da natureza, o complexo Pd-Br-PTA foi o uUnico
capaz de produzir cristais adequados para a elucidagdo estrutural por DRX em
monocristal, confirmando assim, dentre outras coisas, sua composi¢cdo atdbmica e
molecular.

5.2.1 — ESI-MS do ligante precursor LFME-OTf

O espectro de massas do sal de triflato do ligante precursor L-fenilalanina-

metil-éster € mostrado na figura 36 a seguir.

180.1014

] O
954 |:|
90% ; O’CHS
| @ ]
5] NH; SO5CF;

MM = 328,29 g/mol

7 120.0808

Abundancia relativa

uuuuuuuuuu

5? 509.1554 838.2082
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

m/z

Figura 36: Espectro de massas do LFME-OTf. O espectro de massas de cor vermelha,
minimizado no canto superior direito, é o espectro teérico ou simulado.

Como pode ser visto do espectro de massas, existe um pico de alta
intensidade relativo ao ion molecular em m/z 180,1014 (m/z 180,1019). Embora o sal
de triflato tenha massa molar de 329,29 g/mol, apenas a parte catibnica sera
detectada no espectro de massas, ou seja, o cation do ligante protonado LFME (m/z
180,1014). O segundo pico de maior intensidade em m/z 120,0808 é resultado da
fragmentacdo da porcdo éster da molécula com formacdo do ion [M-59]*,

fragmentacdo comum a ésteres metilicos (figura 37).
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Figura 37: Esquema da fragmentacéo do ligante LFME com formacao da espécie

correspondente ao pico m/z 120,0808.

Os picos do massas com um alto valor de m/z — quando comparados ao ion

molecular —, sdo adutos formados entre os cations ou anions e as moléculas

neutras. Esse € um comportamento muito comum para essa técnica de MS-ESI e

gue podera ser observado também nos massas dos demais compostos.

5.2.2 - ESI-MS do complexo Pd-CI-PTA

O espectro de massas do Pd-CI-PTA é mostrado na figura 38 a seguir.
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Figura 38: Espectro de massas do Pd-CI-PTA.

De acordo com o espectro simulado, € na por¢céo do espectro entre m/z 400 e

m/z 500 que se dado as principais fragmentacées do Pd-CI-PTA. Assim, convém

analisar mais detalhadamente essa porcao do espectro (figura 39).

73



A(m/z) =-0.7 mDe
1004 441.0661
95—?
1 443.0663
904
85,2 440,067
80;
75
70—?

657

] ! e
60 e

3 s: 4730850

] T3 ‘ AAAAAAA
55 HHEHHL

] P S A AR S S R S Kt

s W0 abs 0 | || 40 a7 a0 s | 40 | 495 S0

504 479.0424
453 477.0425

3 445.0675
403 439.0667

Abundancia relativa

35 476.0444
30
25,: 481.0427

204
] 475.0432

482.0924
446.0712

59 437.0685 473.0023 486.0940

1 4513523 aros29 | | ' 499.0245

o] , . I i 1 ]
T — — — e {4 S - -

T T T T T T LA e e
400 405 410 415 420 425 430 435 440 445 450 455 460 465 470 475 480 485 490 495 500

m/z

Figura 39: Porcéo do espectro de massas do Pd-CI-PTA entre m/z 400 e m/z 500 mostrando o
pico referente ao ion molecular [M+H]* e 0 seu simulado em vermelho no canto superior
direito.

O pico do ion molecular [M+H]* aparece em m/z 479,0424 (m/z 479,0431) e
m/z 477,0425 (m/z 477,0436), constatando a presenca do halogénio Cl que possui
abundancia natural M e M+2. A perda do cloro [M-CI]* é verificada em m/z 441,0661
(m/z 441,0673) e m/z 443,0663 (m/z 443,0672) (figura 40).
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Figura 40: Porcéo do espectro de massas do Pd-CI-PTA entre m/z 400 e m/z 500 mostrando o
pico referente a perda [M-CI]* e o seu simulado em vermelho no canto superior direito.

Os outros picos intensos com alto valor de m/z, mostrados no espectro total

(figura 38), sdo decorrentes da formacdo de adutos. Em m/z 919,1014 (m/z

919,1039) € mostrado o aduto [2M-CIJ* (figura 41).

75



A(m/z) =-2.5 mDa
71000
1004 _ 9101014
] +
95
904
El 9181023
857 921.1017
El 15104
80
759
709
] 916.1027
© 65 14,1051
2 ]
® 60 -
[ |
S si3005
(1] 1
5 ] atst027| | | [ LT e vmﬂ
C 50 5
5 ] ok oo g o
- El 923.1019
c 457
=] ]
e} ]
< 409
359
309
255
] 914.1035
209
Bl 9241045
159
10 913.1029
51 926.1039
E| 912.1049 l 927.1026
0"“““““‘1“‘ i s e e o A b b A o Liaans tans e s s e o
900 905 910 915 920 925 930 935 940 945 950
m/z

Figura 41: Formagao do aduto [2M-CI]* e o seu simulado em vermelho no canto superior

direito.

Um segundo aduto [3M-CI]* (figura 42) é formado em m/z 1395,1397 (m/z
1395,1408) (figura 43).

P
~P

N
b

Cl

Figura 42: Proposta de estrutura para o aduto [3M-CI]*.

E sabido que a espectrometria de massas ESI pode facilmente gerar adutos

entre moléculas neutras e céations (EE*) ou entre moléculas neutras e anions (EE).

Assim, a formacdo do aduto [3M-CI]* é uma associacao do tipo EE* (figura 43)°2.
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Figura 43: Formacao do aduto [3M-CI]* e o seu simulado em vermelho no canto superior
direito.

5.2.3 - ESI-MS do complexo Pd-I-PTA

O espectro de massas do Pd-I-PTA é mostrado na figura 44 a seguir.
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Figura 44: Espectro de massas do Pd-I-PTA.



O pico do ion molecular [M+H]* aparece em m/z 568,9784 (m/z 568,9796),

nao existindo outras fragmentacdes (figura 45).
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Figura 45: Porcéo do espectro de massas do Pd-I-PTA entre m/z 500 e m/z 600 mostrando o
pico referente ao ion molecular [M+H]* e 0 seu simulado em vermelho no canto superior
direito.

A técnica de espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray,
sendo um método de ioniza¢do banda, ndo é capaz de causar muitas fragmentacdes
na molécula, a menos que o espectrdmetro estivesse acoplado a uma outra fonte de
ionizacdo para induzir subsequentes fragmentacGes®2. Por esse motivo, ndo se
observa fragmentacdes no espectro de massas do Pd-I-PTA. A semelhanca do

complexo Pd-CI-PTA, é observado também a formacao do aduto [2M-I]* (figura 46).
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Figura 46: Formagao do aduto [2M-I]* em m/z 1011,0373 (m/z 1011,0401) e o seu simulado em
vermelho no canto superior esquerdo.

5.2.4 — ESI-MS do dimero Pd-Ns

Uma caracteristica experimental da técnica de espectrometria de massas com
ionizacao por electrospray é a formacao de adutos entre o analito e moléculas de
solvente, sendo essas moléculas de solvente tanto provenientes do préprio solvente
no qual a amostra foi solubilizada, como também de contaminantes. Esses adutos
formam um ion molecular do tipo [M+solvente+H]*, resultando na massa do
composto quando subtraido o valor de m/z do solvente do [M+solvente+H]*.

A natureza dimérica do complexo Pd-Ns possibilita que a interacdo com o
solvente aconteca de modo que haja a substituicdo das moléculas de Ns,
especialmente se o solvente tiver uma natureza coordenante. Esse comportamento
€ observado nos espectros de massas do dimero Pd-Ns.

O espectro de massas do dimero Pd-Ns & mostrado na figura 47 a seguir.
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Figura 47: Espectro de massas do dimero Pd-Ns.

Os picos do dimero Pd-N3 sao resultado da formacdo de adutos entre uma

molécula de CH3CN e uma molécula do complexo menos um ligante azida. Assim,

ndo € observado a formacdo de um ion molecular [M+CHsCN+H]*, mas sim

[Pd2(LFME)2(u2-N3)(CH3CN)]*, pois este Ultimo ja possui uma natureza catibnica sem

gue seja necessaria uma protonacao prévia. Na figura 48 a seguir € mostrado o pico
do cation [Pd2(LFME)2(u2-N3)(CH3CN)]* com m/z 653,0165 (m/z 653,0173).
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Figura 48: Porgao do espectro de massas do Pd-Ns entre m/z 575 e m/z 675 mostrando o pico do cétion
[Pd2(LFME)2([J2-N3)(CHsCN)]* em m/z 653,0165. O massas simulado € mostrado em vermelho no canto superior

direito.
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A perda da molécula de CH3CN forma um outro céation detectavel de formula
[Pd2(LFME)2(u2-N3)]* em m/z 611,9897 (m/z 611,9907). Pela intensidade desse pico

seria razoavel supor que o0 mesmo seja o ion molecular, com uma férmula do tipo

[M-Ns]* (figura 49).
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Figura 49: Porcéo do espectro de massas do Pd-N3z entre m/z 575 e m/z 675 mostrando o pico

do cation [Pd2(LFME)2(p2-Ns)]* em m/z 611,9897. O massas simulado é mostrado em vermelho
no canto superior direito.

A separacdo ou fragmentacdo do dimero é constatada com o pico em m/z
325,0153 (m/z 325,0168) atribuido a formacao do cation [Pd(LFME)(CHsCN)]* (figura

50).
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Figura 50: Porcéo do espectro de massas do Pd-N3z entre m/z 300 e m/z 350 mostrando o pico
do cation [Pd(LFME)(CHsCN)]* em m/z 325,0153. O massas simulado é mostrado em vermelho

no canto superior direito.

5.2.5 - ESI-MS do complexo Pd-Ns3-PTA

O espectro de massas do complexo Pd-N3-PTA € mostrado na figura 51 a

seqguir.
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Figura 51: Espectro de massas do Pd-N3-PTA.
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Como pode ser visto a partir do massas, para o complexo Pd-N3-PTA é

possivel observar um pico do ion molecular de formula [M-N3]* em m/z 441,0661

(m/z 441,0673), além de um pico de menor intensidade atribuido a formacdo de um
aduto do tipo [M-N3+CHsCN]* em m/z 482,0925 (m/z 482,0939) (figura 52).
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Figura 52: Porcéo do espectro de massas do Pd-Nsz-PTA entre m/z 425 e m/z 525 mostrando os
picos dos cations [M-N3]* em m/z 441,0661 e [M-N3+CH3CN]* em m/z 482,0925. Os respectivos
massas simulados sdo mostrados em vermelho no canto superior direito.

Na figura 53 a seguir € mostrada a formacdo de um aduto [2M-Nz]* em m/z

926,1424 (m/z 926,1448), sendo esse pico 0 segundo de maior intensidade do

espectro de massas.
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Formacgdo do aduto [2M-N3]* e 0 seu simulado em vermelho no canto superior

direito.

5.2.6 — ESI-MS do complexo Pd-Tria-PTA

O espectro de massas do complexo Pd-Tria-PTA, produto da reacdo de

cicloadicdo 1,3-dipolar entre o complexo Pd-Ns-PTA e o alcino DEAD, € mostrado na

figura 54 a seguir.
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Figura 54: Espectro de massas do Pd-Tria-PTA.
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No espectro de massas do Pd-Tria-PTA, além da formacédo do ion
molecular [M+H]*, observa-se também a formacé&o de alguns adutos. O pico do ion
molecular em m/z 654 é mostrado na figura 55 a seguir. E importante destacar que,
no espectro de massas do precursor Pd-N3-PTA, o ion molecular esta ausente. Isso
pode indicar uma maior estabilidade da ligacdo quimica Pd — Tria se comparado

com a ligacdo Pd — Ns.
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Figura 55: Porcédo do espectro de massas do Pd-Tria-PTA mostrando o pico do ion molecular
[M+H]* e 0 seu simulado em vermelho no canto superior esquerdo.

Mas a perda do ligante triazolato também é observada no massas do Pd-Tria-
PTA (figura 56).
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Figura 56: Porcéo do espectro de massas do Pd-Tria-PTA entre m/z 400 e m/z 475 mostrando o
pico do cation [M-triazolato]* em m/z 441. O respectivo massas simulado é mostrado em
vermelho no canto superior direito.

A intensidade desse pico m/z 441 é muito pequena se comparada a do ion
molecular em m/z 654 ou mesmo ao pico em m/z 1096 referente a formacdo do

aduto catidnico [2M-triazolato]* (figura 57).
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Figura 57: Porgcédo do espectro de massas do Pd-Tria-PTA entre m/z 1075 e m/z 1125 mostrando
0 pico do aduto catidnico [2M-triazolato]* em m/z 1096. O respectivo massas simulado é
mostrado em vermelho no canto superior direito.
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A formacdo de um aduto com sédio do tipo [2M+Na]* é observada em m/z

1331 (figura 58). Este pico tem, aproximadamente, a mesma intensidade daquele

referente a perda do grupo triazolato.
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Figura 58: Porcéo do espectro de massas do Pd-Tria-PTA entre m/z 1300 e m/z 1350 mostrando
0 pico do aduto catiénico [2M+Na]* em m/z 1331. O respectivo massas simulado é mostrado
em vermelho no canto superior esquerdo.

Um aduto do tipo [3M-triazolato]* aparece em m/z 1749 (figura 59).
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Figura 59: Porgédo do espectro de massas do Pd-Tria-PTA entre m/z 1725 e m/z 1775 mostrando o pico do aduto
catiénico [3M-triazolato]* em m/z 1749. O respectivo massas simulado é mostrado em vermelho no canto superior
direito.
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De modo semelhante ao 2M, o 3M

1964 (figura 60).

também forma aduto [3M+Na]* em

m/z
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Figura 60: Porcéo do espectro de massas do Pd-Tria-PTA entre m/z 1970 e m/z 2020 mostrando
0 pico do aduto catiénico [3M+Na]* em m/z 1964. O respectivo massas simulado é mostrado
em vermelho no canto superior direito.

A partir dos espectros de massa de todos os complexos sintetizados, mais o

do ligante precursor LFME-OTf, € possivel afirmar que os compostos foram obtidos

com sucesso e com um grau de pureza consideravel.

88



4.3- Elucidagéo da estrutura cristalina/molecular por difragdo de raios X
em monocristal do [PdBr(C?N-LFME)(PTA)] (Pd-Br-PTA)

Os monocristais do complexo Pd-Br-PTA foram obtidos em CHsCOCHs,

diretamente do meio reacional, por lenta evaporacédo do solvente. Embora a

cor da solucdo da reacdo fosse amarelo dourado, 0s cristais eram

praticamente incolores. A unidade assimétrica do Pd-Br-PTA € mostrada na

figura 62 a seguir.
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Figura 61: Unidade assimétrica do complexo Pd-Br-PTA composta por duas moléculas de
complexo e uma de solvato CH3COCHs. As elipsoides térmicas estao representadas com
probabilidade de 50%.

A unidade assimétrica do Pd-Br-PTA é composta por duas moléculas de
complexo cristalograficamente independentes, além de uma molécula de solvato
CH3COCHs. Na primeira molécula de complexo, o &tomo de paladio encontra-se em
um ambiente quadrado planar ligeiramente distorcido. Os angulos que mais se
distanciam de 90° sdo aqueles formados pelos atomos P1/Pd1/Cl = 94,51° e
N1/Pd1/C1 = 84,58°, sendo este Ultimo referente ao anel ciclometalado. E provavel
gue a coordenacdo do nitrogénio, ligado a dois atomos de hidrogénio néo
volumosos, promova uma menor abertura do angulo do anel ciclometalado; ao
contrario do que se observa no angulo formado por P1/Pd1/C1, no qual a fosfina
volumosa induz a abertura do angulo. Os angulos das diagonais do quadrado sao:
P1/Pd1/N1 =177,97° e C1/Pd1/Brl = 172,85°. A esfera de coordenacéo da segunda
molécula é praticamente idéntica a primeira. Os angulos que mais se distanciam de
90° sdo aqueles formados pelos atomos P1A/Pd1A/C1A = 93,07° e N1A/Pd1A/C1A
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= 87,33°% sendo este ultimo referente ao anel ciclometalado. Os angulos das
diagonais do quadrado s&o: P1/Pd1/N1 = 179,11° e C1/Pd1/Brl = 177,36°. A
formacao do anel ciclometalado de 6 membros gera uma distorgéo significativa na
molécula da LFME. Essa distorcdo € refletida na conformacdo em barco assumida

pelo anel ciclometalado (figura 62), tendéncia essa ja observada na literatura®8.

Figura 62: Conformac&o em barco do anel ciclometalado para ambas as moléculas de
complexo. O restante da molécula esta representado no modo wireframe para maior clareza na
visualizacéo.

O ligante PTA se coordena ao Pd(ll) através do atomo de fosforo,
confirmando o carater de acido mole do metal®3%. Em ambas as moléculas de
complexo, ao observar na perspectiva da ligagdo Pd — P, nota-se arranjos
geométricos equivalentes do ligantes PTA, que mantém a estrutura do tipo gaiola,
tipica dessa classe de composto (figura 63, a)®®. Para fins de comparacéo, foi
escolhido um complexo da literatura de férmula trans-[Pd(Br)2(PTA)2]. Neste
complexo é observado o mesmo arranjo geométrico dos ligantes PTA, semelhante
ao complexo Pd-Br-PTA, quando observado através da ligacdo Pd — P (figura 73,
b)%e.
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(@) (b)

Figura 63: Arranjos geométricos dos ligantes PTA na unidade assimétrica do complexo Pd-Br-
PTA em (a) e do complexo da literatura trans-[Pd(Br)2(PTA)2] em (b). O restante das moléculas
foi apagado para maior clareza.

Na unidade do Pd-Br-PTA duas interacdes de hidrogénio intermoleculares
conectam as duas moléculas de complexo (figura 64), sendo uma néo classica e
outra classica:

C10 — H10D ++= C4A = 2,651 A (n3o classica)
N1 — H1B «e» N2A = 2,186 A (classica)

Figura 64: Interacfes de hidrogénio entre as duas moléculas de complexo na unidade
assimétrica.
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No cristal, essas duas moléculas da unidade assimétrica formam como que
uma unidade que se propaga como um polimero de ligacdes de hidrogénio do tipo

n&o classica C14 — H14C s+ Br1A = 2,905 A (figura 65).

Figura 65: Secédo da estrutura cristalina do complexo Pd-Br-PTA mostrando o polimero de
interagdes C —H e Br, C—H +e» C e N — H **¢ N, vistas pela perspectiva do eixo cristalografico
b.

Essas cadeias poliméricas sdo conectadas pelas moléculas de solvato
CH3COCHs3 por interagdes de hidrogénio néo classicas (figura 66), sendo:

C8A —HB8A «»« 03 =2471 A
C19 — H19A +« 01 = 2,455 A
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Figura 66: Representacao das interagdes (em verde) das moléculas de solvato CH3;COCHs5 (ball
and stick) interagindo com diferentes cadeias poliméricas do complexo Pd-Br-PTA (wireframe),
vistas pela perspectiva do eixo cristalografico a.
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Os valores de comprimento de ligacdo encontrados para o Pd-Br-PTA estao
de acordo com a literatura.

Os dados cristalogréficos basicos para sdo mostrados no quadro 9 a seguir.

Quadro 9: Dados cristalograficos basicos do complexo Pd-Br-PTA.

2(C16H24BrN4O2PPd),C3Hs0 Z2=2,2=
r=1101,42 F(000) = 1104,0

Monoclinic, P2; Dy=1,712gcm
a=11,3540 (3) A Mo Ka radiation, » = 0,71073 A
b = 10,2488 (2) A u=2836mmt
c =18,7851 (5) A T =100 (2) K
B =102,165 (3)° 0,26 x 0,13 x 0,04 mm?3

V =2136,84 (10) A3 R1=331%

Os demais dados cristalogréaficos do Pd-Br-PTA estdo em anexo.

4.4. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Para o estudo do comportamento em solucdo dos novos compostos
sintetizados foram utilizadas técnicas de RMN unidimensionais: H, 3C e 3P; e
bidimensionais heteronucleares: 3#¥C-'H-HSQC, 3C-'H-HMBC e 1°N-'H-HMBC
(alguns compostos). Para todos os compostos ndo serd mostrado o RMN de 3C,
sendo os carbonos, portanto, identificados através do 3C-'H-HSQC. Os espectros
de RMN de 'H e de '°F do ligante precursor LFME-OTf e de 'H e de 3P do PTA
estao em anexo.

O comportamento dos complexos em solucdo foi estudado através de
experimentos de RMN de *H e de *'P nos solventes DMSO-ds e CDCls, nos tempos
0, 24 e 48 h. Experimentos de RMN de 'H e de 3P com variacdo de temperatura
foram realizados a fim de auxiliar na elucidacdo estrutural e para se obter mais
informacdes acerca da estabilidade dos compostos.

Os compostos [Pd(C?,N-LFME)(PTA)(X)], X = Br, CI, I, N3, apresentaram um
comportamento magnético bastante semelhante. Para ndo tornar a descricdo do
RMN dos compostos repetitiva, a interpretacdo sera feita em duas partes:

e Na secdo 4.4.1 serd feita uma descricio do complexo Pd-Br-PTA. Os
espectros do complexos Pd-CI-PTA e Pd-I-PTA, com suas atribui¢des, serao

colocados em anexo;
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e Na secdo 4.4.2 sera feito um estudo comparativo com o0s complexos
derivados da azida: Pd-Ns, Pd-N3-PTA e Pd-Tria-PTA.

4.4.1- RMN do complexo Pd-Br-PTA

Foram obtidos espectros de RMN de 'H, 3P{1H}, 3C-'H-HSQC e 3C-lH-
HMBC. A discussdo dos espectros sera feita considerando a padronizacdo dos

nudcleos como mostrado na figura 67 a seguir. Essa padronizacéo sera seguida para

os demais complexos. o

d e Hfll 9

c’ \k z (j:\ ,CH3

b /C\I /NHz
a pd h
/-P/ “Br

N

(\/ >an

Hon N}N

Figura 67: Padronizagdo dos nucleos da molécula de complexo Pd-Br-PTA. A letra
corresponde tanto ao carbono como ao seu respectivo hidrogénio.

O espectro de RMN de 'H do Pd-Br-PTA, feito em CDCI3, com a regido

aromatica ampliada, € mostrado na figura 68 a seguir.
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Figura 68: Espectro de RMN de 'H do Pd-Br-PTA feito em CDCls.
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Como pode ser visto a partir do espectro de !H, todos os nucleos de
hidrogénio, com excecdo daqueles ligados ao nitrogénio, foram identificados. Devido
a natureza diastereotdpica dos hidrogénios metilénicos do ligante LFME (He,He), €
observado uma separacdo dos seus sinais em 3,21 e 3,39 ppm. No espectro do
ligante livre (figura Al), o sinal referente aos hidrogénios metilénicos aparece com
uma multiplicidade préxima de um septeto, ou seja, mesmo esses protons (He,He)
sendo diastereotdpicos ndo se observa uma clara separa¢gdo dos seus sinais. Isso €
compreensivel se se considerar o fato de que o carbono Ce, sendo hibridizado sp?,
proporciona uma liberdade de movimentacdo aos seus hidrogénios (He,He), de
modo que ndo seja possivel, na faixa de tempo de deteccdo do experimento de
RMN, observar uma distingdo entre He e He. No entanto, com a coordenagdo do
ligante LFME ao Pd(ll) e formacédo do anel ciclometalado, as ligagbes quimicas de
todo o anel ciclometalado adquirem uma certa rigidez que permite aos hidrogénios
He e He experimentarem diferentes ambientes magnéticos, detectaveis no
experimento e manifestado na separacao dos sinais.

Os hidrogénios Hg do grupo metila aparecem como um singleto em 3,70 ppm.
O sinal do hidrogénio Hs, ligado ao carbono quiral, aparece como um singleto de
baixa intensidade, ao contrario do que se observa no ligante livre onde o mesmo
hidrogénio aparece como um tripleto bem definido, resultante do acoplamento com
os hidrogénios metilénicos. Infelizmente, uma boa resolu¢do dos sinais ndo é uma
caracteristica forte do sistema [Pd(C?,N-LFME)(PTA)(X)], mesmo em experimentos
feitos com variacdo de temperatura, como serd mostrado posteriormente. Assim, na
regido aromatica do espectro de *H, ampliada na parte superior da figura 68, nédo é
possivel fazer uma atribuicdo quanto a multiplicidade dos sinais e nem calcular
constantes de acoplamento. A partir do valor de cada integral conclui-se que os 4
hidrogénios do anel aromatico estdo presentes, e que possuem um padréo tipico de
um sistema aromatico 1,2-dissubstituido, confirmando assim a ciclometalagéo.

Os hidrogénios Hnp do ligante PTA aparecem em 4,27 ppm, enquanto aqueles
ligados a dois nitrogénios Hnn em 4,49 ppm. Essa distingdo leva em consideragéo o
maior efeito de desblindagem experimentado pelos prétons quando ligados aos dois
atomos de nitrogénio (Hnn) do que quando ligados a um nitrogénio e a um fésforo
(Hnp). Quando nédo coordenado, os respectivos hidrogénios do ligante PTA
aparecem em 4,07 (Hnp) e 4,61 (Hnn) ppm. Nao é observada uma mudanca
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significativa no valor dos deslocamentos quimicos dos prétons do PTA apds sua

coordenacdo ao centro metalico, diferentemente do que acontece com o nucleo de

fosforo apos sua coordenacgédo ao Pd(ll) (figura 69).

PTAiivre =-102,29 ppm (figura A4)
PTAcoordenado = -47,5 ppm

-A7.46

T T T
120 110 100

| ! ' : | ! | | ! ' : : ' ' | | !
9 80 70 60 50 40 30 20 10 0 0 -20 -30 -4 .50 60 J0 B0
ppm

T T T T
80 00 -10 120 -130

Figura 69: Espectro de RMN de 3'P{'H} do Pd-Br-PTA feito em CDCls.

Essa grande variacdo no valor do deslocamento quimico do nicleo de 3P,

além da existéncia de um unico sinal, confirmam a coordenagdo do ligante PTA

unicamente através do atomo de fésforo com formacéo de um dnico produto. O valor

de -102,3 ppm para o PTA néo coordenado e de -47,5 ppm para o complexo Pd-Br-

PTA estdo de acordo com a literatura®-é.

A partir do 3C-'H-HSQC mostrado na figura 70 a seguir é possivel

correlacionar cada hidrogénio ao seu respectivo carbono.
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Figura 70: Mapa de contorno de 3C-'H-HSQC do Pd-Br-PTA.
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Na figura 71 a seguir é mostrada uma ampliacdo da regido alifatica da

molécula de complexo de Pd-Br-PTA.
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Figura 71: Mapa de contorno de '3C-*H-HSQC do Pd-Br-PTA mostrando a ampliacéo da regido

alifatica.

E interessante destacar a diferenca consideravel que existe entre os carbonos

Cnn (73 ppm) e Cnp (52,3 ppm). Isso confirma o maior efeito de desblindagem que o

ndcleo de nitrogénio causa nos demais nucleos quando comparado ao fésforo.

Como mostrado na regido aromatica do espectro (figura 72), todos os nucleos de

carbono e hidrogénio da regido aromatica da molécula puderam ser identificados. No

7z

entanto, para auxiliar na correta atribuicdo dos nucleos aromaticos, é necessario

utilizar a técnica de 13C-'H-HMBC.
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Figura 72: Regido aromética do 3C-'H-HSQC do Pd-Br-PTA.
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O 13C-'H-HMBC do complexo Pd-Br-PTA com suas atribuicdes é mostrado na figura

73 a sequir.
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Figura 73: Mapa de contorno *3C-*H-HMBC do Pd-Br-PTA.

A partir do C-'H-HMBC do Pd-Br-PTA nota-se que néo foi possivel
atribuir com precisdo todos os nudcleos de hidrogénio da por¢do aromatica. O
hidrogénio do par de sinais (7.0,127.8) ppm poderia ser atribuido tanto como Hc ou
como Hd, pois ambos tém o mesmo valor de 7,0 ppm e estdo dentro da distancia
adequada para correlacdo (2, 3 ou 4 ligacdes). Para atribuir com precisdo seria
necessario utilizar outro tipo de experimento de RMN.

O primeiro par de sinais da por¢cdo aromatica a ser fixado com precisédo foi
(Ha,Ca) como sendo (7.2,136.4) ppm, diretamente ligado ao carbanion Ci, sendo,
portanto, o mais desblindado. Considerando a correlacdo a 4 ligacdes de He com
algum dos carbonos Ca ou Cc, € mais provavel que esta seja com Ca pois esse é 0
mais desblindado devido a vizinhangca com o carbanion Ci. Ho e Ha estédo
equidistantes do carbanion Ci, mas Hd esta diretamente ligado a um carbono que
tem por vizinho um carbono quaternério (Ck) que por sua vez esté ligado a um grupo
alquila doador de densidade eletrénica por inducéo, logo é mais provavel que Had (7,0
ppm) corresponda ao carbono 126,3 ppm e Hp (6,9 ppm) ao carbono 127,9 ppm. O
par restante (Hc,Cc) €, portanto, atribuido como (7.0,124.9) ppm.

Cj foi o Unico carbono quaternario da molécula identificado por razdo das

correlagbes com o hidrogénio metilénico He e metilicos Hg. Na porgéo alifatica da
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molécula o par de sinais (3.5,52.9) ppm nédo apresenta nenhuma correlacéo possivel
entre 0s nucleos ja identificados. No entanto, considerando que o carbono quiral Ct
possui um deslocamento quimico de 53,5 ppm no ligante ndo coordenado, é
provavel que a correlacdo (3.5,52.9) ppm seja entre o carbono quiral Cf e 0
hidrogénio Hn, diretamente ligado ao nitrogénio.

Na molécula do ligante PTA observa-se uma correlagdo mutua entre 0s
carbonos Cnp e 0s hidrogénios Hnn € dos carbonos Cnn com os hidrogénios Hn,p.

O quadro 10 resume todos os sinais importantes do Pd-Br-PTA.

Quadro 10: Dados de RMN de tH, 3C e 3P{*H} obtidos em CDCls.

Nucleo & e multiplicidade Integracao
Ha 7,2 --- 1
Ho 6,9 --- 1
Hc 7,0 --- 1
Hd 7,0 --- 1
He 3,4d 1
He 3,2d 1
Hs 3,9s 1
Hg 3,7s 3
Hh 3,56 -
Hnp 4,3s 6
Hnn 45s 6
Ca 136,4
Coh 127,9
Cc 124,9
Cq 126,3
Ce 46,0
Ci 49,8
Cq 52,8
Ci
Ci 172,2
Ck
Cnp 52,3
Chn 73,0

P -475s
s = singleto, d = dubleto, --- = ndo determinado

A seguir serdo mostrados espectros de RMN de 'H e de 3!P resultantes de
experimentos feitos com variacdo temperatura e de estabilidade. A fosfina PTA,
utilizada na maior parte das sinteses, apresentou um pequeno pico em -12,8 ppm
(figura A4) no RMN de 3P ja no primeiro espectro feito logo apds a abertura do lacre
da embalagem. De acordo com a literatura, esse pico -12,8 ppm € referente ao 6xido

da fosfina®. Assim, esse pico poderda ser observado na maior parte dos
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experimentos de 3P com variacdo de temperatura. No entanto, como o Pd-Br-PTA
foi o complexo escolhido para dar prosseguimento com os estudos biologicos, entdo
uma nova embalagem da fosfina PTA foi adquirida a fim de obter uma nova
guantidade de complexo para os testes biologicos. Essa nova embalagem de PTA
estava sem a presenca do 6xido, sendo possivel obter o complexo Pd-Br-PTA sem
oxido de fosfina, como mostrado no experimento de RMN de 3P (figura 69) e nos
experimentos do comportamento do Pd-Br-PTA em solugcédo, mostrados a seguir
(figura 74). Infelizmente ndo foi possivel repetir os experimentos com variacdo de
temperatura com a mesma amostra utilizada no estudo do comportamento em

solucéo.

47.55

Oh

24 h

-47.55

47.55

48 h

| | ! | ! | ! | | ! | ! | ! | ! | ! | ! | I | ' i
120 110 100 9 80 70 60 50 40 30 20 10 O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 -100 120
ppm

Figura 74: Experimentos de RMN de 3'P{'H} feitos em DMSO-ds do Pd-Br-PTA nos tempos 0, 24
e 48 h afim de avaliar a estabilidade do complexo em solucéo.

Os experimentos de RMN de 3P do complexo Pd-Br-PTA (figura 74)
confirmaram que a estrutura do complexo se manteve integra em solucao,

permitindo assim dar sequéncia aos testes bioldgicos.
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Os estudos em solucdo do complexo Pd-Br-PTA com variacdo de temperatura
revelaram certas caracteristicas interessantes. Os experimentos de RMN de 3'P nas
temperaturas -30, -10 e 0 °C indicam o surgimento de um segundo pico de 3!P (-49,2

ppm), de baixa intensidade, ao lado do pico principal (figura 75).
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Figura 75: Experimentos de RMN de 3!P{'H} nas temperaturas -30, -10 e 0 °C feitos em
CDCls.

Além do pico -49,2 ppm existe também um segundo pico em torno de -57,0
ppm. Esses dois novos picos existem apenas nos experimentos feitos abaixo da
temperatura ambiente, diminuindo de intensidade ou mesmo desaparecendo nos
experimentos feitos acima da temperatura ambiente. Muito provavelmente trata-se
de fortes interagBes de hidrogénio com os nitrogénios da fosfina, pois geralmente a

formacao de interacdes desse tipo influenciam no deslocamento quimico do nucleo
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de fésforo®. Os experimentos nas temperaturas 10, 25, 40 e 50 °C sdo mostrados

na figura 76 a segquir.
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Figura 76: Experimentos de RMN de 3!P{'H} nas temperaturas 10, 25, 40 e 50 °C feitos em
CDCls.

7

Como ja mencionado, o pico em torno de -12 e -13 ppm € atribuido a
presenca do oxido da fosfina e que podera ser encontrado também nos espectros de

31p dos demais complexos. A seguir serdo mostrados experimentos de RMN de 'H
do complexo Pd-Br-PTA nas temperaturas -30, -20, 40 e 50 °C.
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Figura 77: Experimentos de RMN de H nas temperaturas -30, -20, 40 e 50 °C feitos em
CDCls.
A partir dos espectros de RMN de 'H mostrados na figura 77, nota-se um

aumento na perda da resolucdo dos sinais a medida que se aumenta a temperatura.
Infelizmente, mesmo em temperaturas negativas, ndo € possivel verificar uma
melhora na qualidade da resolucéo dos sinais, especialmente naqueles referentes
aos nucleos aromaticos. De modo semelhante aos espectros de fésforo, os
espectros de hidrogénio mostram o surgimento de um pico em torno de 5,0 ppm e
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gue desaparece a medida que a temperatura aumenta. Isso também pode ser um
indicativo da formacdo de interacbes de hidrogénio a baixas temperaturas e que
tendem a se desfazerem com o aumento da temperatura.

4.4.2- RMN dos complexos Pd-Ns, Pd-N3-PTA e Pd-Tria-PTA

O RMN de *H do dimero Pd-N3 é mostrado na figura 78 a seguir.
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Figura 78: Espectro de RMN de 'H do dimero Pd-N;feito em acetona com suas principais
atribuicBes. A porcdo aromética do espectro foi ampliada na parte superior da figura.

Duas caracteristicas diferem o espectro do Pd-Ns dos demais compostos
apresentados até entdo: a presenca dos sinais relativos aos hidrogénios do
nitrogénio em 4,76 e 4,30 ppm e a existéncia de apenas dois sinais na regiao
aromatica, embora o valor da integracdo esteja de acordo com a proposta de
estrutura. A diferenciacdo magnética entre os hidrogénios do grupo -NH2 possa

estar relacionada com a coexisténcia dos isémeros cisoide e transoide (figura 79).

104



ciséide transoéide

Figura 79: Isbmeros cisdéide e transdide do dimero Pd-Ns.

No dimero cis6ide ambos 0s grupos azida possuem 0S mesmos atomos trans
a si, influenciando os hidrogénios do grupo -NH2 de forma distinta do que quando
possuem diferentes &tomos em trans, como acontece no transdide, ou seja, a
influéncia magnética que um grupo -NH: sofre de um grupo azida que tem trans a si
o carbanion do anel ciclometalado é diferente da influéncia magnética de um grupo
azida que tem trans a si outro grupo -NHz. Essas diferentes influéncias magnéticas
podem entdo causar a separacao dos sinais dos hidrogénios dos grupos -NHz como
observado no espectro de *H.

Apesar de todos os hidrogénios terem sido identificados no espectro de H,
nem todos os respectivos carbonos puderam ser identificados no 3C-'H-HSQC
(figura 80).
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Figura 80: Mapa de contorno de 3C-'H-HSQC do dimero Pd-Ns.
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Como pode ser visto através do 3C-'H-HSQC do Pd-N3, todos os nlcleos de

carbono e seu respectivo hidrogénio, com excecdo de um pertencente ao sistema

aromatico, foram identificados. A atribuicdo de cada par de sinal da regido alifatica

da molécula do dimero é mostrada na figura 81 a seguir.
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Figura 81: Ampliacdo da regido alifatica do **C-'H-HSQC do dimero Pd-Ns.
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Os valores de deslocamento quimico da regido alifatica do dimero sé&o

praticamente idénticos aos observados para os demais complexos mostrados

anteriormente. A auséncia de correlacdo entre os sinais na regido 4,76 e 4,30 ppm

confirma que 0s mesmos séo relativos a hidrogénios néo ligados a carbono, ou seja,

aos hidrogénios Hn. Na regido aromatica todos os pares de sinais foram

identificados, com excec¢éao do par (Hb,Cd) (figura 82).
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Figura 82: Ampliagdo da regido aromatica do *C-*H-HSQC do dimero Pd-Ns.

No entanto, com o experimento de 3C-'H-HMBC foi possivel identificar o
carbono Cq devido a sua relacdo com os hidrogénios (He,He'). Pela primeira vez
observa-se a existéncia de um carbono mais desblindado do que o comumente
atribuido como Ca. Essa atribuicdo tem como base a correlacédo a 3 ligagbes entre o
par (He,He’) € o carbono Cq, correlagcdo esta que seria menos provavel com o
carbono Ca (figura 83).
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Figura 83: Ampliacdo da regido alifatica do **C-'H-HMBC do dimero Pd-Ns.
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As correlacdes existentes na regido aromatica sdo mostradas na figura 84 a

seqgulr.
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Figura 84: Ampliacdo da regido aromatica do **C-'H-HMBC do dimero Pd-Ns.

O experimento de '*N-'H-HMBC permitiu identificar o nitrogénio Nn.

Infelizmente nao foi possivel identificar o nitrogénio do grupo azida (figura 85).
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Figura 85: ®*N-'H-HMBC do dimero Pd-Na.

E interessante ressaltar a ligeira diferenca entre os valores dos nitrogénios N,
indicando também uma possivel existéncia de isdmeros ciséide e transoide.

No quadro 11 a seguir estdo resumidas todas as atribuicbes para dimero Pd-
Ns.
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Quadro 11: Dados de RMN de 1H, *C e *N obtidos em CDCls.

Nicleo & e multiplicidade Integracao
Ha 7,2 --- 2
Hb 6,9 --- 2
Hc 6,9 --- 2
Hg 2
He 34d 2
He’ 3,3 d 2
H¢ 3,7s 2
Hg 3,7s 6
Hn 43s 4
Hy’ 4,8s
Ca 132,9
Cp 124,0
Cc 125,8
Cq 136,9
Ce 445
Ci 50,9
Cq 52,1
Ci
Ci 172,0
Cx
Nn -6,2e-6,7

s = singleto, d = dubleto, --- = n&o identificado
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O produto da clivagem do dimero Pd-N3 com a fosfina PTA gerou o composto
monomérico Pd-N3-PTA. O espectro de RMN de 'H é mostrado na figura 86 a

sequir.
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Figura 86: Espectro de RMN de 'H do Pd-N3-PTA com suas principais atribuigdes,
feito em CDCl3, com aregido aromética e dos hidrogénios da PTA ampliadas.

7

Para o complexo Pd-N3-PTA é possivel notar uma ligeira melhora na
resolucdo dos sinais da regido aromatica, se comparado com o0s complexos até
entdo mostrados, especialmente com seu dimero precursor. A presenca do ligante
PTA é evidenciada com os sinais caracteristicos em 4,24 e 4,50 ppm. O sinal em
4,50 ppm, atribuido ao hidrogénio Hnn, perde a multiplicidade de singleto,
normalmente observada nos demais compostos, e passa a exibir um desdobramento
com padrao de multipleto, como mostrado na ampliacdo dos sinais. Esse fendbmeno,
embora ndo seja possivel explicar apenas com o espectro em questao, possa estar
relacionado com a influéncia magnética do ligante azida nos atomos de nitrogénio da
PTA que estdo a apenas 4 ligacbes do nitrogénio coordenante do ligante azida. Os
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hidrogénios He em 3,20 e 3,39 ppm mostram uma maior separacdo dos sinais se
comparados com os mesmos hidrogénios do dimero precursor em 3,30 e 3,40 ppm,
respectivamente, indicando que a coordenacdo do ligante PTA promove um
fortalecimento do anel ciclometalado que, ao se tornar mais rigido, aumenta a
diferenciacdo entre os hidrogénios metilénicos He. De fato, ao considerar a maior
influéncia trans de um ligante fosfinico, comparado com um ligante azida
coordenado na forma p-Ns, espera-se um maior alongamento da ligacdo Pd-N e,
consequentemente, um maior compartiihamento da densidade eletrénica do
nitrogénio com o anel ciclometalado, fortalecendo-o.

Com a clivagem do dimero, os hidrogénios Hh ndo puderam ser identificados
no ¥C-1H-HSQC (figura 87).
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Figura 87: Mapa de contorno *C-*H-HSQC do Pd-N3z-PTA.

A auséncia do hidrogénio Hr, observada no espectro de 'H, é suprida pelo
13C-1H-HSQC que confirma a presenca de Hr como tendo o mesmo deslocamento
guimico de Hg (3,7 ppm), sendo possivel diferencia-los pelos valores distintos dos

seus nucleos de carbono (figura 88).
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Figura 88: Ampliagdo da regido alifatica do *3C-'H-HSQC do Pd-Ns-PTA.
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Todos os pares de sinais (H,C) da regido aromatica também foram

identificados (figura 89).
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Figura 89: Ampliacdo da regido aromatica do *C-'H-HSQC do Pd-Nz-PTA.
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E interessante destacar que o modo de coordenacdo do ligante azida no
complexo Pd-Ns3-PTA afeta no valor do deslocamento quimico do carbono Ca,
diretamente ligado ao carbanion. No dimero, o carbono Ca sofre uma diminui¢cdo no
seu valor de ppm (Ca = 133 ppm), quando comparado ao mesmo carbono nos
complexos monomeéricos (Ca = 137 ppm). A coordenacao do ligante azida na forma
u-Ns, ou seja, com apenas um de seus elétrons, tem uma menor influéncia trans na
ligacdo Pd-C, o que por sua vez aumenta a densidade eletronica dessa ligagéo
guimica, causando assim uma maior desblindagem do nucleo Ca como
consequéncia da polarizacdo da densidade eletronica do carbono Ci em direcédo ao
centro metélico.

O Udnico carbono quaternario a ser identificado foi o Cj, através de sua
correlacdo com os hidrogénios metilicos Hg, como mostrado na ampliacdo da regido
alifatica do *C-tH-HMBC (figura 90).
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Figura 90: Ampliacdo da regido alifatica do *C-'H-HMBC do Pd-Ns-PTA.
A regido aromatica do !C-'H-HSQC do Pd-N3-PTA ndo apresentou

correlacdo. Sendo, portanto, os nacleos arométicos fixados em comparacdo com 0s

demais complexos. O espectro completo € mostrado na figura A21.
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No espectro de RMN de 3P{!H} do complexo Pd-Ns3-PTA observa-se a
presenca de um sinal adicional de 3'P associado, provavelmente, a outra espécie em

solucéo (figura 91).
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Figura 91: Espectro de RMN de 3P do complexo Pd-N3-PTA, feito em CDCls, mostrando a
ampliacéo do sinal do fosforo.

N&o é possivel afirmar com precisdo a origem do surgimento deste sinal. Ele
tem as mesmas caracteristicas daquele mostrado no espectro de 3P do complexo
Pd-Br-PTA, isto é, observa-se uma progressiva diminuicdo até a extincdo completa

do sinal em temperaturas positivas (figura 92).
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Figura 92: Experimentos de RMN de 3'P{'H} nas temperaturas -40, 25, 40 °C feitos em CDCls.
Ao contrario do se observa no complexo Pd-Br-PTA, no complexo Pd-Ns-PTA,

a diminuicdo da temperatura ocasiona a perda da resolucdo dos sinais referentes
aos aromaticos, como mostrado na figura 93.
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Figura 93: Experimentos de RMN de 'H nas temperaturas -40, 25, 40 °C mostrando a melhora
progressiva naresolucdo dos sinais da regido aromética.

De modo semelhante ao dimero precursor, o *®N-'H-HMBC do Pd-Ns3-PTA

também ndo deu indicio da presenca do ligante azida, confirmando apenas a
presenca do ligante PTA (figura 94). No quadro 12 mostrado a seguir estdo

resumidas todas as atribuigdes para o Pd-N3-PTA.
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Figura 94: ®*N-'H-HMBC do Pd-N3-PTA mostrando a correlagdo entre os nlcleos de hidrogénio

e nitrogénio da fosfina PTA.

Quadro 12: Dados de RMN de 1H, '3C, 31P{*H} e *N obtidos em CDCls.

Nucleo 8 e multiplicidade Integracao
Ha 7,1 --- 1
Hp 6,9 --- 1
Hc 7,0 --- 1
Hq 7,0 --- 1
He 3,4d 1
He 3,2d 1
Hs 3,7s 1
Hgy 3,7s 3
Hn
Hn,p 4,3 S 6
Hn.n 45s 6
Ca 136,7
Cob 127,7
Cc 125,0
Cd 126,2
Ce 46,1
Cs 50,1
Cq 53,0
Ci
Ci 172,2
Cx
Chp 50,9

NPTA 40,6
Chn 73,1
P -48,3 s

s = singleto, d = dubleto, --- = ndo determinado



A confirmacéo da presenca do ligante azida no complexo Pd-Ns3-PTA é feita a
partir da formacéo do Pd-Tria-PTA, produto da reacdo de cicloadicao entre o Pd-Ns-
PTA e o alcino DEAD. O espectro de RMN de 'H do Pd-Tria-PTA, mais o do alcino

DEAD, séo mostrados na figura 95 a seguir.
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Figura 95: Espectros de RMN de *H do Pd-Tria-PTA (base da figura) com a ampliacdo da regido
gue contém os hidrogénios metilénicos Hy da por¢cdo do DEAD. No topo da figura é mostrado o
espectro do alcino DEAD. Ambos os espectros foram feitos em CDCls.

Como pode ser visto através do espectro de 'H do Pd-Tria-PTA, os
hidrogénios metilicos Hr (1,40 ppm) e metilénicos Hp (4,41 ppm) séo identificados
dentro da faixa caracteristica do precursor DEAD, com um ligeiro deslocamento dos
respectivos valores para regiées mais desblindadas do espectro. O quarteto em 4,41
ppm € atribuido aos hidrogénios Hp resultante do acoplamento com os hidrogénios
metilicos Hr. O aglomerado de sinais na faixa do espectro ampliada se da
principalmente devido aos hidrogénios da fosfina PTA que também aparecem nessa
regido. Mas o valor da integracdo desses hidrogénios estd de acordo com o
esperado (16 H).
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Na figura 96 a seguir € mostrada uma ampliacdo da regido aromatica do
espectro de 'H do Pd-Tria-PTA. Novamente, ndo foi possivel obter uma boa
resolucédo dos sinais desses hidrogénios, porém, o surgimento do quarto sinal, até
entdo ausente nos demais complexos, torna mais evidente a existéncia do sistema

aromatico 1,2-dissubstituido, caracteristico desses compostos.
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Figura 96: Regido aromatica do espectro de RMN de 'H do Pd-Tria-PTA.

Os demais nucleos de hidrogénios e seus carbonos correspondentes sao
identificados no experimento de **C-'H-HSQC (figura 97).
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Figura 97: Mapa de contorno **C-'H-HSQC do Pd-Tria-PTA.
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Através do 13C-'H-HSQC do Pd-Tria-PTA foi possivel identificar todos os
pares de sinais (H,C) da molécula. A regido alifatica com suas atribuicbes pode ser

vista na figura 98 a seguir.
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Figura 98: Regido alifatica do *C-'H-HSQC do Pd-Tria-PTA.

Com o auxilio do 3C-'H-HMBC é possivel fixar os nlcleos da regido

aromatica (figura 99).
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Figura 99: Regido aromética do *C-*H-HSQC do Pd-Tria-PTA.
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E notavel, portanto, a imensa similaridade entre os valores dos nucleos
aromaticos do Pd-Tria-PTA com os dos demais complexos, dispensando assim
qualquer comentério adicional.

O 13C-'H-HMBC do Pd-Tria-PTA identificou, pela primeira vez, o nucleo Ck
(figura 100). O 13C-'H-HMBC completo esta em anexo (figura A22).
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Figura 100: Regido aromatica do **C-*H-HMBC do Pd-Tria-PTA.

Na porcdo do ligante DEAD foi possivel identificar a correlacdo entre os
nacleos (Hp,Cm). (figura 101).
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Figura 101: Regido alifatica do **C-'*H-HMBC do Pd-Tria-PTA.
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O experimento de ®N-'H-HMBC do Pd-Tria-PTA identificou os nitrogénios do PTA

mais o nitrogénio coordenante do ligante triazolato.

me oM

4.541.3 4.3,41.0
{ }\ 1,{ }

Hi.nNpTa Hup,Nera (50

100

.y
]
(o)
e}
T
w
ppm

a pd +150

{7.3,209.5} 200

— N HarNtriazoIalo

.

.
5
§ j
s

76 7.2 6.8 6.4 6.0 56 52 4.8 44 4.0
ppm

Figura 102: >N-'H-HMBC do Pd-Tria-PTA com suas principais atribuicdes.

A formacdo do anel de cinco membros triazolato (Tria) ocorre através da
reacao de cicloadicao 1,3-dipolar por um mecanismo no qual a azida ou dipolo “abc”

¢ adicionado ao alcino DEAD ou dipolaréfilo “de” (figura 103)99-19,
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e—d
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o

Figura 103: Mecanismo geral de uma reacéo de cicloadicdo 1,3-dipolar. Fonte: Adaptado de
Aggarwal et al. 2023.
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Essa reacdo acontece tanto com alcenos, como representado por e=d, como
também por um alcino. Quando o dipolardéfilo € um alcino, tal como o DEAD, obtém-
se um anel triazolato aromatico. A cinética da reacdo de cicloadi¢cdo é fortemente
influenciada pela natureza do dipolardéfilo, de modo que quanto maior a tendéncia
gue o substituinte ligado ao carbono da tripla ligacdo tiver de retirar densidade
eletrbnica, mais rapida sera a cinética da reacdo. Assim, dipolaréfilos como os

mostrados na figura 104 a seguir estdo entre os mais utilizados nessa classe de

reacéol.
(@] 0} (@] @] Q O
F,CO OCH,CH;  H5CO OCH;  H,;CH,CO OCH,CHj
derivado do DEAD DMAB DEAD

Figura 104: Alcinos comumente utilizados nas rea¢des de cicloadi¢cdo 1,3-dipolar. Fonte:
Autor.
O produto formado da reacao de cicloadicdo 1,3-dipolar, envolvendo azidas

coordenadas a um centro metalico, pode se apresentar tanto isomericamente puro
como também com dois ou trés isdmeros em solucao. Anéis triazbis derivados de
alcinos simétricos, como o DEAD, poderd gerar até dois isbmeros em solucao,
sendo um coordenado ao centro metalico pelo nitrogénio central N2 e o outro
coordenado pelo nitrogénio N1 ou N3 (figura 105). De modo semelhante, um produto
gue teve como alcino precursor aquele do derivado do DEAD (figura 104) poderéa se
apresentar com até trés isbmeros em solucao, pois o anel triazolato formado sera

assimétrico (substituintes diferentes).

HS HS
X C. CHj f x C\O/CH3
_C_ NH, ~C NH
Pd 3 o Pd U
N/\P/ an=N & N/‘-P>/ N2 C.o-CH2CHs
3 N”
L[N> 1N\/87 O-CH,CH, \L[N v ~NI o
N/ O/,C*o N A 6(': “CH,CH,
\
CH,CHj,
isomero N2 isdmero N3 (ou N1)

Figura 105: Isomerismo de liga¢c&o no complexo Pd-Tria-PTA que possui anel 1,2,3-triazolato-
4,5-dissubstituido com substituinte simétrico.
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O isomerismo de ligacdo observado no complexo Pd-Tria-PTA (figura 105), e
em muitos outros exemplos reportados na literatura, pode ser compreendido como
um processo dindmico em solu¢cdo em que ha uma permutacdo entre 0s nitrogénios
N2 e N3 (ou N1) (figura 106)°1,

o] o)
H n I
| X :,C. CHg | N :,C. CHj
~ \F’d/NHz /C\Pd/NHZ
/“F’/K \/S &\O,CHchs ~P7 “N=N CP
N ’ N \
Qe 5N> NNI o L[N> N\/gi 0-CH,CH,
1 \CH2CH3 N‘/ O//C\o\
CH,CH;
isdmero N3 (ou N1) isdmero N2

Figura 106: Interconversao entre os isémeros de ligacdo no complexo Pd-Tria-PTA.

E possivel constatar a presenca dessas duas espécies em solu¢do no
espectro de RMN de 3'P{*H} do Pd-Tria-PTA mostrado na figura 107 a seguir.

-49.0

-49.0

47.4

47.4

T T T
1200 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 -120

Figura 107: Espectro de 3P do Pd-Tria-PTA, feito em CDCls, mostrando a ampliagdo da regido
referente aos dois sinais dos isdmeros de ligagao. O sinal em -12,7 ppm & relativo ao 6xido da
fosfina.
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Observando atentamente ao mecanismo de formacédo do anel triazolato na
figura 98, é possivel notar que necessariamente, a0 menos nos primeiros instantes
de formacédo do anel triazolato, sera um dos nitrogénios (N1 ou N3) da extremidade
do dipolo que estard coordenado ao centro metdlico'®?. Isso é uma caracteristica
inerente as estruturas candnicas do ligante azida quando coordenado (figura 108)03,

E, apo6s a formacao do anel triazolato, o isomerismo de ligagdo podera acontecer.

o N
“N—N=N: <> N=N=N"
M Vid

Figura 108: Estruturas candnicas do ligante azida quando coordenado. M representa um
elemento metalico. Fonte: Dori et al. 1973.

Assim, é razoavel supor que no experimento de 3'P{*H} do Pd-Tria-PTA possa
ser observado mais que um sinal de fésforo. Além disso, os experimentos com
variacdo de temperatura, mostrados na figura 109 a seguir, indicaram que o sinal em
-47,4 ppm sofre apenas uma ligeira variacdo na intensidade com o aumento da
temperatura. Considerando que a barreira energética de permutacdo entre 0s
nitrogénios durante o isomerismo é relativamente pequena, um aumento da energia
do sistema, como o ocasionado pelo aumento da temperatura, podera induzir o
sistema a uma configuracdo na qual o isbmero mais estavel seja predominante, e
este é provavelmente aquele no qual o nitrogénio coordenado é o nitrogénio central
ou N2, ja que resulta em uma conformacdo de maior simetria.

Levando em consideracao o que foi exposto anteriormente, numa tentativa de
atribuicdo dos sinais no espectro de fosforo do Pd-Tria-PTA, € provavel que o sinal
de menor intensidade em -47,4 ppm seja atribuido ao isémero N3 (ou N1) enquanto
o sinal em -49,0 ppm seja atribuido ao isbmero N2 (figura 105).

Os espectros de 3P do Pd-Tria-PTA em temperaturas negativas sao

mostrados na figura 109 a seguir.
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Figura 109: Experimentos de RMN de 3'P{*H} do Pd-Tria-PTA nas temperaturas -40, -30, -10e 0
°C, feitos em CDCls.

De forma semelhante aos complexos mostrados até entdo, é observado o
surgimento de um sinal adicional em 49,2 ppm e que se extingue com o aumento da

temperatura, podendo ser atribuido a possiveis interacdes de hidrogénio.
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Figura 110: Experimentos de RMN de 3!P{*H} do Pd-Tria-PTA nas temperaturas 0, 10, 30 e 40
°C, feitos em CDCls.

O quadro 13 a seguir resume todas as atribuicdes do Pd-Tria-PTA.
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Quadro 13: Dados de RMN de 1H, 13C, 31P{'H} e *N obtidos em CDCls.

Nicleo 8 e multiplicidade Integracéo
Ha 7,2 - 1
Hp 6,9 --- 1
Hc 7,0 --- 1
Hqd 7,0 --- 1
He 35d 1
He’ 3,3 d 1
H¢ 3,9s 1
Hg 37s 3
Hp 4,4 q 4
H: 14t 6
Hhn
Hnp 43s 6
Hnn 45s 6
Ca 137,0
Cp 127,6
Cc 125,0
Cq 126,1
Ce 46,5
Ct 49,9
Cq 52,9
Co 60,9
Cm 162,6
C 14,1
Ci
Ci 172,4
Cx 145,9

Cnp 51,7
Con 73,1
P(N2) -49.0s
P(N1/N3) -47,5 s
Npra 41,3
Ntriazo. 209,5
s = singleto, d = dubleto, t = tripleto, q = quarteto, --- = ndo determinado
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5.0- Resultados e discusséo: estudos bioldgicos

A sintese e caracterizacdo de uma substancia candidata a metalofarmaco é
um dos primeiros passos no longo e laborioso itinerario que tem por meta o
lancamento nas prateleiras das farmacias de um novo metalofarmaco com
caracteristicas Unicas, ou que ao menos superem as limitacbes dos
farmacos/metalofarmacos ja existentes. Os préximos passos, e que na verdade sao
0s primeiros voos em dire¢cdo a meta desejada pois adentram na dimenséo bioldgica
dos estudos, consistem nos ensaios in vitro e no estudo de interacdo com
biomoléculas que compdem o arsenal dos principais alvos dos
farmacos/metalofarmacos quando em meio biolégico.

A partir da caracterizacdo dos complexos sintetizados na presente tese de
doutorado, foi escolhido para os testes biologicos aquele que apresentou 0s
melhores resultados experimentais: [Pd(C2,N-LFME)(Br)(PTA)].

5.1- Ensaio de viabilidade celular com MTT

A viabilidade celular € o nimero de células vivas e saudaveis presentes em
uma determinada amostra. Esse é o parametro utilizado para avaliar a quantidade
de células vivas remanescentes ap0s o0 contato com alguma substancia
potencialmente citotoxica, causando assim a morte celular. Existe uma grande
variedade de métodos para determinar o numero de células vidveis de uma amostra,
sendo o ensaio colorimétrico com o corante brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio, ou simplesmente MTT, um dos mais bem estabelecidos®4. No
ensaio de viabilidade celular com MTT, a substancia estudada € introduzida no meio
celular, devendo causar a morte das células. Ao adicionar o MTT (corante amarelo)
no meio celular com a substancia estudada, as células que permaneceram vivas
converterdo o MTT em sua forma reduzida, o formazan (corante roxo azulado)
(figura 111).
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Figura 111: Reducédo do MTT em formazan. Fonte: Autor.

O surgimento do formazan no meio celular é caracterizado pela formacao de
cristais insoliveis que podem ser visualizados e identificados através de um

microscopio (figura 112, B).

A B

Figura 112: Mudanca na morfologia celular apés a adicdo de MTT. Em A é mostrada uma regiédo
do cultivo celular fotografada logo apés a adicdo do MTT. Em B é mostrada a mesma regiéo
apos 4 horas de exposi¢do ao MTT, onde é evidente a mudanca na morfologia celular e 0
surgimento dos cristais de formazan. Fonte: Riss et al, 2004.

Assim, os cristais de formazan sdo solubilizados em um solvente adequado e
a densidade oOptica da solugdo, ou absorbancia, €é quantificada pelo
espectrofotometro, sendo o grau de absorcdo da luz dependente do grau da
concentracdo de formazan acumulado dentro e na superficie da célula.

A nivel celular, as células com o metabolismo respiratorio normal sdo capazes
de reduzir o MTT a formazan com o auxilio, por exemplo, da coenzima NAD. Isso
implica diretamente na aquisicdo dos dados experimentais e interpretacdo dos
resultados, pois a reducao do corante MTT esta condicionada a atividade metabdlica
da célula e esta, por sua vez, € dependente da atividade normal da coenzima NAD.

7z

Com isso, € necessério garantir que as condigbes experimentais ndo alterem a
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atividade metabdlica da célula e causem uma redugao “paralela” do MTT, a fim de
nao refletir numa viabilidade celular imprecisal®®.
Na figura 113 a seguir € mostrado uma proposta de mecanismo no qual o

MTT é reduzido a formazan através da coenzima NAD.

o

N-NH
N reducéo I N S CHs
O
N
CHs
HIH @ Q
(ID- ‘ (| NH2 CI)_ | X NHZ
0=P-0 —p- +
o N O=p-0 o N7
oxidacao
OH OH OH OH
° NH, Q NH,
N X N
¢ f)” ¢ f
0=P-0 N“>NZ 0=P-0 N N/)
o 0 0 o
OH OH OH OH
NADH NAD*

Figura 113: Proposta de mecanismo de reducédo do MTT a formazan com o auxilio da coenzima
NAD. Fonte: Autor.

Para os ensaios de viabilidade celular do presente trabalho, foram utilizadas

as seguintes linhagens celulares: MRC-5 (ndo tumoral), A549, MDA-MB-231 e

A2780. As linhagens tumorais testadas representam, respectivamente, alguns dos

canceres de maior incidéncia e morte atualmente: pulméo, mama e ovario (figura 4).

Os resultados na forma de ICso dos ensaios de viabilidade celular com MTT para o

complexo Pd-Br-PTA estdo resumidos no quadro 14 a seguir.
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Quadro 14: Valores de ICso para o0 complexo Pd-Br-PTA.

ICs0 (uM)
Composto MRC-5 A549 MDA-MB-231 A2780
Pd-Br-PTA >50 >50 30,26 £ 0,87 9,37 + 1,07
cisplatina 29,09 £ 0,78 14,40 £ 1,40 2,40 = 0,20 11,17 £ 0,15

Como pode ser visto a partir dos dados do quadro 14, a comparagéo entre 0s
valores de ICso obtidos para o complexo Pd-Br-PTA com aqueles obtidos para o
metalofarmaco cisplatina é um parametro que permite avaliar a eficacia da atividade
antitumoral do Pd-Br-PTA. Além disso, € possivel extrair a importante informacao
acerca da toxicidade do Pd-Br-PTA frente as células normais MRC-5, sendo,
portanto, menos téxico do que a cisplatina. A atividade antitumoral do Pd-Br-PTA se
mostrou promissora frente a linhagem tumoral de ovéario A2780.

No contexto da atividade antitumoral de complexos ortopaladados
sintetizados pelo grupo, o sistema resultante da ortopaladacdo de uma amina
primaria com formacdo de um anel ciclometalado de 6 membros tem, de fato,
apresentado resultados satisfatorios. E digno de nota a tendéncia que 0os compostos
desse sistema possuem de serem menos toxico do que aqueles do sistema derivado
da ortopaladacao de benzilaminas secundarias ou terciarias, com formacao de anéis
ciclometalados de 5 membros. No quadro 15 a seguir estdo resumidos valores de
ICs0 de compostos sintetizados pelo grupo para a constatagdo do que acima foi

observado.

Quadro 14: Valores de ICso para alguns complexos sintetizados pelo grupo.

ICs0 (M)
Composto MRC-5 A549 MDA-MB-231 A2780
Pd-Br-PTA >50 >50 30,26 £ 0,87 9,37 £ 1,07
Sistema 12 106 >50 >50 6,04 + 0,40
Sistema 2075 28,92 +0,17 49,35 +0,75
[PACI(DMPA)(lut)be 3,52 £ 0,27 9,86 + 0,33 2,91+0,15
[PACI(DMPA)(lut)be 4,54 +0,41 13,14+ 0,44 3,607 £0,25

a: Ortopaladado de amina priméria com anel ciclometalado de 6 membros.
b: Ortopaladado de amina terciaria com anel ciclometalado de 5 membros.
c: Compostos sintetizados pelo grupo.

--- : Nao determinado.
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A baixa toxicidade dos complexos de aminas primarias, se comparado com 0s
de aminas terciarias, pode ser uma consequéncia da utilizacdo do derivado L-
fenilalanina-metil-éster como ciclometalado. Embora os estudos do comportamento
do Pd-Br-PTA em DMSO demonstraram que ele se manteve integro até 48 horas
apos a diluicdo no solvente (figura 74), caso o Pd-Br-PTA fosse ionizado ou
dissociado no meio celular, € provavel que a presenca do derivado de bioligante L-
fenilalanina-metil-éster contribuiria para uma menor toxicidade.

Sabendo do potencial antitumoral do Pd-Br-PTA, os ensaios de interagdo com
as biomoléculas alvo HSA e DNA investigardo a capacidade do Pd-Br-PTA de ser
transportado em meio biolégico através da corrente sanguinea e se a atividade

tumoral observada podera ser do tipo genotoxica.

5.2- Ensaio da supressdo de florescéncia da HSA na presenca do
complexo Pd-Br-PTA

A albumina sérica humana ou HSA, acronimo de Human Serum Albumin, é a
proteina mais abundante encontrada no plasma sanguineo, podendo existir numa
concentracdo sanguinea que varia de 3,5 a 5 g/100 mL. As principais funcdes
fisiologicas da HSA consistem na modulacdo da pressao oncoética plasmética e no
auxilio da distribuicdo dos fluidos entre os compartimentos do corpo. Do ponto de
vista estrutural, a HSA €é uma proteina monomérica com 585 residuos de
aminoacidos e que possui trés dominios a-helicoidais homoélogos, denominados:

dominio I, dominio Il e dominio Il (figura 114)107-108,
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Figura 114: Estrutura da HSA obtida por DRX em monocristal mostrando os dominios com
seus respectivos subdominios em diferentes cores: subdominio la (amarelo), subdominio Ib
(verde), subdominio lla (vermelho), subdominio Ilb (magenta), subdominio llla (azul) e
subdominio lllb (ciano). Fonte: Sugio et al., 1999.

A excepcional capacidade da HSA de formar adutos com outras espécies
guimicas, confere a essa proteina a importante funcdo de transportar tanto
substancias endégenas como exdgenas, sendo as exodgenas comumente referidas
como farmacos. Essa propriedade tem sido profundamente explorada no contexto
da quimica medicinal e da farméacia pois é capaz, por exemplo, de afetar a
farmacocinética de muitos farmacos. Embora o mecanismo de acdo mais bem
estabelecido para o0 medicamento cisplatina considere a interacdo desse
metalofarmaco com a HSA como um dos meios de desativacdo do farmaco (figura
6), nas Ultimas décadas muitos estudos controversos tém demonstrado que a HSA
pode desempenhar algum papel importante na farmacocinética da cisplatina.
Certamente uma das observacfes mais impressionantes seja a de que pacientes
hipoalbuménicos respondem mal ao tratamento com a cisplatina. Uma clara
compreensao do real papel do aduto formado entre a HSA e a cisplatina (figura 115)
na atividade antitumoral ainda esta distante de ser completamente atingida. Assim,
na busca por novos metalofarmacos antitumorais, é crucial um estudo detalhado dos

possiveis modos de interacédo do potencial metalofarmaco com a HSA™9,
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Figura 115: Em A: estrutura do aduto HSA/cisplatina obtida por DRX em monocristal. Os
aminoacidos em destaque sdo 0s que se coordenam a platina. Em B € mostrada uma
ampliacéo das regides da HSA onde ocorre a coordenagdo com a platina. Fonte: Adaptado de
Ferraro et al., 2015.

Estudos espectroscopicos com HSA mostraram que, quando excitada a Amax =
280 nm, residuos de tirosina e de triptofano serdo 0s responsaveis pela
fluorescéncia intrinseca observadal!®. Além disso, estudos da interacdo entre
complexos de Pd(ll) e de Ru(ll) com HSA sugerem que a interacdo desses
complexos acontece preferencialmente na regido da proteina onde esta situado o
residuo de triptofano (Trp214)1-112, Com isso, € possivel avaliar uma possivel
supressao da fluorescéncia da HSA em decorréncia da interacdo com o complexo
Pd-Br-PTA. Para esse estudo, solu¢Bes de concentraces variadas na faixa de 0 a
75 uM foram excitadas a Aex = 280 nm nas temperaturas 27, 31 e 37 °C. Os graficos
intensidade da fluorescéncia vs [Pd-Br-PTA], para cada temperatura, sdo mostrados

na figura 116 a segquir.
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Figura 116: Graficos da supressédo daluminescéncia da HSA (tampé&o Tris-HCIl, pH=7,2 e
[HSA] = 40 pM) a medida que aumenta a concentracdo de Pd-Br-PTA, nas temperaturas 27,31 e
37 °C. A\ é avariacao do valor da supressédo da luminescéncia final (quantidade maxima do
supressor) e inicial (sem o supressor), expresso em porcentagem.
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Como pode ser visto através dos graficos da supressédo da fluorescéncia da
HSA pelo Pd-Br-PTA, foi constatada uma supressao inferior a 15% em todos 0s
experimentos realizados. E possivel, através da andlise das constantes de exting&o
Ksv, obtidas em cada temperatura, avaliar se existe uma correlacdo entre a
supressao e a temperatura, permitindo inferir acerca do mecanismo de supressao.
No quadro 15 a seguir sdo mostrados os valores de Ksy obtidos utilizando a equacgéao

de Stern-Volmer (1).

D=1+ Ky[0Q] ()

F

Onde [Q] é a concentracdo do supressor Pd-Br-PTA. Os valores de Fo
(fluorescéncia da HSA na auséncia de Pd-Br-PTA) e F (fluorescéncia resultante da
adicdo de Pd-Br-PTA) podem ser acessados a partir dos dados experimentais (figura
111). Os gréficos Stern-Volmer FO/F vs [Pd-Br-PTA] nas temperaturas 27, 31 e 37
°C sdo mostrados na figura 117 a seguir. As respectivas constantes Ksv estdo
resumidas no quadro 14.

118 = 27°C

116] * 31°C 5
L 37°C

114
1,12 ]
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Figura 117: Gréficos Stern-Volmer FO/F vs [Pd-Br-PTA] nas temperaturas 27, 31 e 37 °C.

Quadro 14: Valores das constantes de extingdo Ksy nas diferentes temperaturas.

T (°C) Kev X 103 (L/mol) R?
27 1,88 0,8990
31 2,11 0,8995
37 1,93 0,8993

2Coeficiente de correlagdo
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Os valores de Ksv sdo da ordem de 103, indicando uma real possibilidade do
Pd-Br-PTA de estar interagindo com algum sitio da HSA, pois esta € uma ordem de
grandeza comumente observada quando hé interacéo de substancias exdégenas com
a HSA3, Entretanto, os valores de Ksy Se mantiveram praticamente constantes, ndo
indicando qualquer relagéo dos valores de Ksy com a temperatura que permita inferir
acerca da natureza do mecanismo de interacdo da HSA com o Pd-Br-PTA1%4,

Os valores de Ksv sugerem que o Pd-Br-PTA possa estar interagindo com
algum sitio da HSA. Essa constatacdo pode ser feita a partir dos parametros n e Kb,

obtidos utilizando uma versdo modificada da equacao de Stern-Volmer (2).
= logKy, + nlog[Q] (2)

Onde n é o numero de sitios de ligacdo na HSA e Ky é a constante de ligacdo. A

Fo—F

log

regressdo linear utilizando a equacédo (2) foi feita com os dados experimentais
obtidos nas temperaturas 27, 31 e 37 °C (figuras A23, A24 e A25), porém foi
observado um melhor valor do coeficiente de correlagdo para os experimentos na
temperatura de 31 e 37 °C. Dessa forma, serdo utilizados os dados relativos as
temperaturas 31 e 37 °C para a determinacéo dos valores termodinamicos de AH°,
AG° e AS°. As equacdes termodinamicas que permitem calcular os parametros

acima mencionados e seus respectivos valores calculados sdo mostrados a seguir.

AG® = —RTInK,  (2)

AG° = AH° — TAS® (3)
Onde K1 e K2 sdo os valores de Kb nas temperaturas T1 e T2; R = 8,314 J mol?
K.

Quadro 15: Valores das constantes de ligagéo Ky, dos nimeros de sitios de ligagédo n e dos
parametros termodindmicos resultantes da interacdo do Pd-Br-PTA com a HSA.

Kb AG® AH° AS°
T (K) n Ra
(mol/L) (KJd/mol) (KJd/mol) (J/mol K)
304 1,02 x 10* 1,16 0,9973 -23,3
-93,6 -213,3
310 2,09 x 10* 1,24 0,9947 -25,6

aCoeficiente de correlagao
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De acordo com a literatura, valores de AH° < 0 e AS° < 0 indicam a
predominéncia de interagdes do tipo ligagdes de hidrogénio, podendo ou néo existir
também interacdes do tipo van der Waals%:113.115,

Os valores de AG° < 0 em ambas as temperaturas confirmam que o processo,
além de ser espontaneo, é também favoravel (AH° < 0).

Tendo em vista os resultados espectroscépicos obtidos com 0s ensaios de
interacdo da HSA com o complexo Pd-Br-PTA, é possivel deduzir que a HSA pode
ser considerada como uma potencial biomolécula carreadora do Pd-Br-PTA no meio
bioldgico. No entanto, esses resultados obtidos sdo de carater preliminar pois
necessitam ser repetidos fazendo alguns ajustes na metodologia experimental e

utilizando um espectrofluorimetro.

5.3- Ensaios de interagdo com o DNA

5.3.1- Titulacdo espectrofotométrica do Pd-Br-PTA com ctDNA

Apés a elucidacdo do mecanismo de acdo responsavel pela atividade
antitumoral da cisplatina e sua intima dependéncia com o DNA (figura 6), essa
biomolécula tem sido um dos principais alvos nas investigacfes preliminares da
atividade antitumoral de potenciais metalofarmacos. A fim de avaliar a interacdo do
Pd-Br-PTA com o DNA, foi realizada uma titulacdo espectrofotométrica do Pd-Br-
PTA com quantidades crescentes do ctDNA. O espectro eletrénico € mostrado na

figura 118 a sequir.
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Figura 118: Espectro de absorc¢do naregido do UV-Vis resultante da titulacdo do Pd-Br-PTA na

presenca de quantidades crescentes de ctDNA a 25 °C. A seta indica o aumento na absorcgéo

com a adicdo do ctDNA. Na parte superior direita: grafico de Ao/A-Ao vs [DNA] L. Ag absorbancia do
complexo na auséncia de DNA. A = absorbancia na presenca de quantidades crescentes de ctDNA.

Segundo a literatura, o perfil espectral obtido quando se observa interacdes
de natureza forte, tais como as intercalacbes, € de um hipocromismo (>35%)
seguido de batocromismo (>15 nm)16. No entanto, ao analisar o comportamento do
Pd-Br-PTA na presenca do ctDNA, ndo se pode afirmar que possa estar ocorrendo
interacdes de natureza forte. Para avaliar a existéncia de ligacdes de natureza fraca,
também denominadas de interacdes por sulco, o experimento de competicdo com o
Hoechst se mostra bastante adequado, tendo em vista que compostos com
afinidade pelo sulco menor do DNA sdo capazes de deslocar o Hoechst que, em

baixas concentracdes, se liga preferencialmente no sulco menor do DNAY,

5.3.2- Ensaio de competicdo com Hoechst 33258 pelo DNA

Nos ensaios de competicdo pelo DNA, complexos com tendéncia de se
ligarem ao DNA poderéo causar o deslocamento ou substituicdo de outras
moléculas que previamente tenham formado um aduto com o DNA. Geralmente
essas moléculas sdo corantes de comportamento espectral conhecido, de modo que
variacdes no perfil espectral do sistema DNA-corante, decorrentes da adicdo do
complexo, sdo capazes de indicar qual a natureza da interagcdo DNA-complexo!*é,

O Hoechst 33258 é um corante pertencente a familia dos corantes bis-

benzamidas (figura 119)19,
140



“7/@ )
BN \
Q-NH N)\Q\o/\

(i:j Hoechst 33342

/N

Figura 119: Familia dos corantes das bis-benzamidas a qual pertence o Hoechst 33258. Fonte:
Adaptado de Bucevicius et al., 2018.

Sendo um corante, o Hoechst 33258 também é um fluoréforo extrinseco.
Embora seja um fluoréforo fraco, sua interagcdo com o DNA promove um aumento
significativo na emisséo observada. Na presenca de alguma molécula que também
se ligue na mesma regido do DNA que o Hoechst 33258, serd observada uma
supressdo da fluorescéncia do sistema DNA-Hoechst, indicando, portanto, a
existéncia de interagcbes do composto em estudo com o DNA. Assim, o complexo
Pd-Br-PTA foi progressivamente adicionado a uma solugcéo de ctDNA-Hoechst e a
supressédo da fluorescéncia do sistema DNA-Hoechst apresentou o perfil mostrado

na figura 120 a segquir.
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Figura 120: Grafico da variacdo da intensidade de fluorescéncia do sistema DNA-Hoechst com
0 aumento da concentracdo do complexo Pd-Br-PTA, em tampé&o Tris-HCI (pH 7,4) e Aex = 350
nm.
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Como pode ser visto a partir do perfil espectroscopico mostrado, o complexo
Pd-Br-PTA suprimiu cerca de 8% na fluorescéncia do sistema DNA-Hoechst, ndo
sendo capaz causar um total deslocamento do Hoechst 33258, sugerindo que o
aduto DNA-Hoechst é mais estavel que o aduto DNA-Pd-Br-PTA. Dessa forma, €
provavel que um mecanismo antitumoral para o complexo Pd-Br-PTA néo teria o
DNA como alvo principal, o que contribui para o desenvolvimento de novos
metalofarmacos antitumorais que nao sejam genotoxicos.

De modo anélogo aos experimentos com HSA, esses resultados obtidos da
interacdo do Pd-Br-PTA com o sistema DNA-Hochst sdo de carater preliminar e
necessitam ser repetidos, fazendo alguns ajustes na metodologia experimental e

utilizando um espectrofluorimetro.

6. Consideracdes finais

A busca por novas substancias candidatas a metalofarmaco é um dos
campos de pesquisa mais importantes e mais complexos dentro da quimica
sintética, pois envolve a conexdo com diversas areas do conhecimento,
caracterizando assim a multidisciplinaridade tdo necessaria atualmente para a
superacao tanto de questdes probleméticas emergentes como também de questbes
qgue tém perdurado por séculos. Tendo em vista as limitagcbes decorrentes do uso
dos metalofarmacos antitumorais derivados da cisplatina, o presente trabalho de
doutorado teve por finalidade contribuir com a sintese, caracterizacdo e estudos
biolégicos de substancias com potencial de se tornarem metalofarmacos
antitumorais.

A familia dos compostos obtidos, derivados da ortopaladacdo do metil-éster
do aminoacido L-fenilalanina — e que gera ortopaladados com anel ciclometalado de
6 membros —, engloba o dimero de azida inédito de formula [Pd(C?,N-LFME)(u-N3)]2,
os produtos da clivagem dos respectivos dimeros com a fosfina PTA, de formula
geral [Pd(C?,N-LFME)(X)(PTA)], onde X = Br, ClI, |, N3, mais o produto da reacao de
cicloadicdo 1,3-dipolar [Pd(C?,N-LFME)(Tria)(PTA)]. Foram caracterizados no estado
sélido através da técnica de analise elementar e DRX em monocristal (complexo Pd-
Br-PTA); e em solucdo com diversas técnicas de RMN, demonstrando um

comportamento regular em solucdo. Além disso, a técnica de Espectrometria de
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Massas (ESI) confirmou a pureza de todos os compostos obtidos, excetuando
apenas o Pd-Br-PTA que ndo teve solubilidade suficiente no solvente utilizado nessa
técnica, porém foi perfeitamente caracterizado no estado sélido pela técnica de DRX
em monocristal.

O composto Pd-Br-PTA selecionado para os estudos biolégicos apresentou
atividade antitumoral frente as células de cancer de ovario A2780, sendo mais ativo
do que o medicamento cisplatina, além de uma baixa toxicidade frente a linhagem
ndo tumoral MRC-5. A ortopaladacdo do derivado amina priméria L-fenilalanina-
metil-éster com formacéo de anel ciclometalado de 6 membros, sugere uma menor
toxicidade para esse sistema quando comparado aos demais compostos ja
sintetizados pelo grupo e que pertencem ao sistema oriundo da ortopaladacdo de
um derivado de amina terciaria com formacéo de anel ciclometalado de 5 membros.
Os ensaios de interacdo com a biomolécula HSA indicaram que o Pd-Br-PTA tem a
potencialidade de ser transportado na corrente sanguinea pela HSA, embora nao
tenha sido possivel elucidar ou propor qualguer mecanismo de interacdo do Pd-Br-
PTA com a HSA. Por outro lado, o Pd-Br-PTA mostrou pouca afinidade pela
biomolécula DNA, sugerindo que seu mecanismo de acdo antitumoral ndo tenha o
DNA como o principal alvo. Contudo, esse resultado pode permitir classificar o Pd-
Br-PTA como uma substancia antitumoral ndo genotoxica.

Como perspectiva futura, estudos biolégicos mais aprofundados e envolvendo
outros alvos de interesse poderdo ser realizados e estendidos aos demais

compostos obtidos.
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—3.32

—3.68

.50 Dimethy| Sulfoxide-d&

= —a36
=—q32
; 307

2
1.00-=
3.00=

w | 2.08

:
100 95 90 85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 A0 35
ppm

Figura Al: Espectro de RMN de *H do ligante LFME-OTf feito em DMSO-ds.
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Figura A2: Espectro de RMN de *°F do ligante LFME-OTf feito em DMSO-ds.
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Figura A3: Espectro de RMN de *H do ligante PTA feito em CDCls.
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Figura A4: Espectro de RMN de 3!P{*H} do ligante PTA feito em CDCls. O pico em 12.76
ppm é atribuido a presenca do 6xido da fosfina.
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Figura A6: Espectro de RMN de *H do Pd-I-PTA feito em CDCls.
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Figura A7: Mapa de contorno **C-'H-HSQC do Pd-I-PTA feito em CDCls.

_J\ 1 i

{3.5.45.5, {3.2,45.4}‘ . Ls
H..Ce H\C.
3.8,49.9
PPN e Lo
37529
43,538 ¢ a HC
Hnp,.Cnp
' Lss
£
' g leo
de 2 lie cH
C NS z j N 3
Ci NH Lgs
b= ) NH;
a Pd\
7
/=P | |
N 70
45731 />Hn,p ,
- H”w"!CH,n Han\RIL_N
/ L5

T T T T T T T T T T T T T T T T T
47 46 A5 44 A3 42 41 40 39 38 3T 36 35 34 33 32 31
ppm

Figura A8: Mapa de contorno *C-'H-HSQC do Pd-I-PTA feito em CDCl; mostrando a
regido alifatica ampliada.
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Figura A12: Mapa de contorno *C-*H-HMBC do Pd-I-PTA feito em CDCl; com suas principais
atribuicdes.
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A13: Experimentos de RMN de 3!P{'H} nas temperaturas -40 e 40 °C feitos em CDCls.
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Al4: Experimentos de RMN de 3!P{*H} feitos em DMSO-ds do Pd-I-PTA nos tempos 0, 24 e 48 h
a fim de avaliar a estabilidade do complexo em solucéo.
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Quadro Al: Dados de RMN de 1H, 13C e *'P do Pd-I-PTA obtidos em CDCls.

Nucleo 0 e multiplicidade Integracao
Ha 7,2 - 1
Hp 6,9 --- 1
Hc 7,0 - 1
Hqd 7,0 --- 1
He 3,5d 1
He 3,2d 1
Hs 38s 1
Hg 3,7s 3
Hhn
Hnp 4,3s 6
Hn.n 45s 6
Ca 135,7
Cob 128,1
Cc 125,1
Cq 126,3
Ce 45,5
Cs 49,9
Cq 52,9
Ci
Ci
Cx
Cnp 52,8
Chn 73,1

P -46,4 s
s = singleto, d = dubleto, --- = ndo determinado
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Figura A15: Espectro de RMN de 'H do Pd-CI-PTA feito em CD,Cl..
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Figura A16: Espectro de RMN de 3'P{'H} do Pd-CI-PTA feito em CDCl..
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Figura A17: Mapa de contorno 3C-'H-HSQC do Pd-CI-PTA feito em CD,Cl..

-

Lag
(34.46.2) {32462
}’- h a6
H.C. H.'.C. Lag
37498
] Hf,C' 50
43518
ao Hnp,Chp {3.7,527 [52
— i HQ!CE
— " . [
56
58
O g
d e H;ll g -60
C \k z (J;\ /CHS 62
i 64
b /"(:I hJFiz
N/ Les
a Pd\
/=R “CI o8
N / >H L1
n.p
{45,73.1 H Q\- -N 72
-#- HonCayn AN,
L74

T T T T T T T T T T T T T T T T T T

4.8 4.7 4.6 4.5 44 4.3 4.2 41 40 39 38 37 36 35 34 33 3.2 31

Figura A18: Ampliacdo da regido alifatica do **C-*H-HSQC do Pd-CI-PTA.
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Figura A19: Ampliacdo da regido aromatica do **C-'H-HSQC do Pd-CI-PTA.
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Quadro A2: Dados de RMN de H, *3C e *'P{'H} do Pd-CI-PTA obtidos em CDCl,.

Nucleo 0 e multiplicidade Integracao
Ha 7,2 --- 1
Hp 7,0 --- 1
He 7,0 --- 1
Haq 7,0 --- 1
He 3,4d 1
He 3,2d 1
Hs 3,7s 1
Hg 3,7s 3
Hhn
Hn,p 43s 6
Hn.n 45s 6
Ca 136,5
Cob 127,6
Cc 124,6
Cq 125,9
Ce 46,2
Ci 49,8
Cq 52,7
Ci
Ci
Cx
Cnp 51,8
Chn 73,1

P -475s
s = singleto, d = dubleto, --- = ndo determinado
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A20: Experimentos de RMN de 3!P{'H} feitos em DMSO-ds do Pd-CI-PTA nos tempos 0, 24 e 48
h a fim de avaliar a estabilidade do complexo em solu¢éo. O pico da fosfina em -47,4 ppm se
apresenta com um perfil proximo de um dubleto, como mostrado na ampliagdo. Por alguma

razdo desconhecida, € observado o aumento da intensidade do sinal referente ao 6xido da
fosfinaem -11,9 ppm.
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A21: Mapa de contorno *C-'H-HMBC do Pd-Ns-PTA feito em CDCls.
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A22: Mapa de contorno *C-'H-HMBC do Pd-Tria-PTA feito em CDCls.
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R/

% Dados cristalograficos do Pd-Br-PTA

Compound Pd-Br-PTA

Formula C35Hs54BraNsOsP2Pd2
Dcaic/ g cm-3 1.712

m/mm-1 2.836

Formula Weight 1101.42

Colour None None None
Shape ?

Size/mm?3 0.26x0.13x0.04

TIK 100(2)

Crystal System monoclinic
Flack Parameter -0.012(7)
Hooft Parameter 0.016(3)
Space Group P21

alA 11.3540(3)
b/A 10.2488(2)
c/A 18.7851(5)
al 90

b/’ 102.165(3)
gl 90

VIA3 2136.84(10)
Z 2

z 1

Wavelength/A  0.71073
Radiation type MoK,
Qminlo 2.564
Qmax/’ 28.698
Measured Refl. 31540
Independent 10937

Refl.

Reflections with | 9922
> 2(I)

Rint 0.0365
Parameters 491
Restraints 1

Largest Peak 0.845
Deepest Hole -0.410

GooF 1.003

WR (all data) 0.0737
WR> 0.0716
R; (all data) 0.0397
R 0.0331
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Table Al: Fractional Atomic Coordinates (x104) and Equivalent Isotropic Displacement Parameters
(A2x1083) for Pd-Br-PTA. Ueq is defined as 1/3 of the trace of the orthogonalised Uj;.

Atom X y z Ueq
Pd1A -3942.8(3) -5364.2(3) -10400.8(2) 15.58(9)
Pd1 -4100.3(3) -5132.8(3) -5503.9(2) 13.96(9)
BriA -5905.9(5) -4705.9(5) -11245.7(3) 23.99(13)
Brl -6137.7(5) -4383.9(5) -6219.0(3) 21.17(12)
P1A -4819.5(11) -5159.6(13) -9455.4(6) 15.2(2)
P1 -4749.5(11) -4957.9(11) -4472.1(6) 14.0(2)
C1 -2401(4) -5561(4) -5011(3) 17.9(10)
N1 -3465(4) -5371(4) -6483(2) 17.1(8)
02A 75(4) -5574(4) -11318(3) 38.6(10)
N3A -6165(4) -3483(4) -8796(2) 18.0(9)
N1A -3119(4) -5585(4) -11316(2) 21.5(9)
N4A -6830(4) -5771(4) -8921(3) 24.4(10)
C4 64(5) -6012(5) -4473(3) 25.8(11)
01 -1458(4) -6212(4) -6975(3) 35.1(10)
Ci1A -2361(5) -5888(5) -9775(3) 20.7(10)
C6 -1529(4) -4831(4) -5266(3) 18.4(10)
C12A -5438(5) -3528(4) -9362(3) 18.3(10)
C5 -303(4) -5066(5) -4991(3) 22.7(10)
N2 -4639(4) -5096(4) -2996(2) 19.5(8)
N2A -5005(4) -5166(5) -8014(2) 23.2(9)
02 -888(4) -4159(4) -7144(2) 29.5(9)
C6A -1338(5) -5275(5) -9926(3) 24.6(10)
Ci11 -3896(5) -5331(6) -3543(3) 21.8(10)
O1A -1333(4) -7117(4) -11627(3) 43.0(12)
C16A -7174(5) -4394(5) -8962(3) 21.7(11)
C8A -1920(5) -4991(5) -11277(3) 26.5(11)
Cc7 -1914(5) -3811(5) -58438(3) 20.2(10)
C16 -6937(5) -4281(5) -3773(3) 21.7(11)
Cc2 -2011(5) -6527(5) -4498(3) 18.9(10)
C13A -6210(5) -6132(5) -9502(3) 23.6(11)
C5A -193(5) -5635(6) -9547(3) 35.7(15)
C3A -1044(5) -7227(6) -8882(3) 31.4(13)
C2A -2190(5) -6875(5) -9254(3) 22.6(11)
C9 -1577(5) -5078(5) -6919(3) 23.7(11)
N4 -6585(4) -5659(4) -3794(2) 20.2(9)
C9A -1055(5) -6025(6) -11431(3) 28.9(12)
C11A -4142(5) -5452(6) -8484(3) 26.7(12)
cs8 -2534(4) -4417(5) -6579(3) 19.8(10)
N3 -5926(4) -3365(4) -3661(2) 19.4(9)
C3 -801(5) -6758(5) -4232(3) 24.8(11)
Ci12 -5341(5) -3343(4) -4294(3) 18.7(10)
C10A 984(6) -6508(8) -11439(5) 54(2)
C13 -6106(5) -5938(5) -4447(3) 18.6(10)
C7A -1460(5) -4310(5) -10543(3) 30.0(13)
Ci14 -5052(5) -3736(5) -3004(3) 21.2(11)
C10 116(6) -4632(7) -7439(4) 46.4(18)
C14A -5425(5) -3810(5) -8081(3) 22.7(11)
Ci15 -5702(5) -5966(5) -3132(3) 22.2(11)
C15A -6082(5) -6032(5) -8210(3) 26.5(12)
C4A -43(6) -6588(7) -9018(4) 39.9(16)
03 -1907(4) -2782(4) -2670(3) 43.7(11)
C18 -1296(6) -2956(5) -3125(3) 31.6(13)
C17 -1605(7) -2300(7) -3852(3) 40.6(16)
C19 -244(7) -3846(6) -2989(4) 42.6(16)
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Table A2: Anisotropic Displacement Parameters (x104) Pd-Br-PTA. The anisotropic displacement

factor exponent takes the form: -2p?[h%a*? x Ui+ ... +2hka* x b* x Uy,

Atom U U2z Uss U2s Uiz U1
Pd1A 18.37(19) 17.3(2) 12.24(17) -0.18(14) 5.91(14) -0.18(14)
Pd1 16.04(17) 15.7(2) 10.72(16) -0.18(13) 4.07(13) -0.14(14)
BriA 24.6(3) 36.1(3) 11.7(2) 1.7(2) 4.5(2) 6.0(2)
Brl 20.7(3) 29.4(3) 13.6(2) 2.5(2) 3.73(19) 3.7(2)
P1A 18.2(6) 17.7(6) 10.1(5) 0.8(5) 4.2(4) 0.6(5)
P1 17.0(6) 14.5(6) 11.2(5) -0.1(4) 4.2(4) -1.0(4)
C1 17(2) 21(2) 15(2) -7.5(18) 4.9(19) 0.3(18)
N1 20(2) 19(2) 12.4(18) -3.1(17) 3.2(15) -0.3(17)
0O2A 26(2) 45(3) 49(3) -7(2) 17(2) -6.5(18)
N3A 20(2) 19.5(19) 15(2) -1.8(16) 7.0(18) 2.5(16)
N1A 24(2) 23(2) 19(2) 0.3(17) 9.4(18) 1.1(17)
N4A 28(3) 25(2) 23(2) -0.1(18) 13(2) -5.2(19)
C4 19(3) 28(3) 29(3) -2(2) 2(2) 4(2)
o1 41(3) 27(2) 44(3) -3.9(18) 25(2) 2.2(18)
C1A 21(3) 20(2) 21(3) -9(2) 4(2) -4(2)
C6 21(2) 17(2) 17(2) -3.5(18) 3.8(19) 0.6(18)
C12A 24(3) 15(2) 18(2) 0.8(17) 7(2) 0.6(19)
C5 20(2) 24(2) 25(2) -1(2) 8(2) 0(2)
N2 21(2) 24(2) 13.6(18) -1.3(17) 4.6(16) -1.7(18)
N2A 26(2) 32(2) 11.8(18) 0.8(19) 4.7(16) 7(2)
02 32(2) 29.1(19) 33(2) 0.0(17) 20.5(19) -0.1(17)
C6A 21(2) 28(3) 27(3) -8(2) 8(2) -4(2)
C11 26(3) 27(2) 13(2) -2(2) 4.1(19) 0(2)
O1A 30(3) 39(2) 67(3) -13(2) 25(2) -3.9(19)
C16A 16(3) 30(3) 20(3) -2(2) 4(2) 0(2)
C8A 31(3) 27(3) 25(3) 1(2) 14(2) -5(2)
Cc7 24(3) 18(2) 19(3) -2.0(19) 7(2) -1.9(19)
C16 21(3) 26(3) 20(3) 1(2) 6(2) 3(2)
Cc2 21(3) 18(2) 18(3) -1.8(18) 3(2) 2.1(19)
C13A 32(3) 22(2) 20(3) -1(2) 10(2) -6(2)
C5A 21(3) 52(4) 34(3) -16(3) 6(3) -6(3)
C3A 32(3) 33(3) 25(3) -7(2) -3(3) 11(2)
C2A 29(3) 21(2) 18(3) -5.1(19) 4(2) 3(2)
C9 28(3) 29(3) 16(2) -1(2) 11(2) -2(2)
N4 22(2) 25(2) 16(2) -2.6(16) 9.3(18) -6.7(17)
C9A 22(3) 36(3) 32(3) -2(2) 14(2) -5(2)
C11A 26(3) 40(3) 14(2) 4(2) 3(2) 11(2)
Ccs8 21(3) 19(2) 21(2) -0.9(19) 8(2) 3(2)
N3 28(3) 16.4(19) 17(2) -1.3(16) 11.2(19) -1.2(17)
C3 28(3) 23(2) 24(3) 1(2) 6(2) 4(2)
C12 25(3) 15(2) 19(2) 4.3(18) 10(2) 3.0(19)
C10A 29(4) 60(4) 81(6) -9(4) 30(4) -4(3)
C13 23(3) 20(2) 15(2) -2.1(19) 8(2) -5(2)
C7A 31(3) 27(3) 37(3) -8(2) 18(3) -12(2)
Cil4 30(3) 20(2) 15(2) -4.7(19) 8(2) -4(2)
C10 52(4) 46(4) 55(4) -4(3) 41(4) 1(3)
C14A 26(3) 31(3) 12(2) -3(2) 6(2) 0(2)
Ci15 33(3) 21(2) 15(2) 6(2) 10(2) -3(2)
C15A 39(3) 22(2) 21(3) 6(2) 14(3) 1(2)
C4A 23(3) 55(4) 38(4) -19(3) -1(3) 9(3)
03 52(3) 49(3) 35(3) -3(2) 20(2) -8(2)
Cc18 40(4) 29(3) 28(3) -8(2) 11(3) -13(2)
Cc17 53(4) 45(4) 26(3) -3(3) 11(3) 1(3)
C19 58(5) 33(3) 37(4) -4(3) 10(3) -6(3)
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Table A3: Bond Lengths in A for Pd-Br-PTA.

Atom Atom Length!ﬁ
Pd1A C1A 2.001(8)
Pd1A N1A 2.135(4)
Pd1A P14 2.2212(11)
Pd1A BriA 2.56399(T)
Pd1 Cc1 2.005(5)
Pdi1 N1 2.127(4)
Pdi1 P1 2.2213(11)
Pd1 Bri 2.5367(B)
P14 C12A 1.837(5)
P14 C11A 1.849(5)
P14 C13A 1.854(5)
P1 Cc12 1.843(5)
P1 C13 1.848(5)
P1 c11 1.849(5)
C1 c2 1.387(7)
C1 Cé 1.403(7)
M1 Ca 1.479(6)
Q24 C9A 1.338(7)
Q24 C10A 1.460(8)
MN3A C16A 1.460(7)
MN3A C14A 1.465(7)
MN3A C12A 1.478(6)
N1A CB8A 1.479(7)
MN4A C15A 1.447(7)
MN4A C16A 1.462(7)
MN4A C13A 1.466(6)
C4 C5 1.375(7)
C4 C3 1.393(8)
(o) C9 1.178(7)
C1A C2A 1.393(7)
C1A CeA 1.400(7)

Atom Atom Lengthfﬁ
C& Ch 1.400(7)
C& C7 1.509(7)
M2 C14 1.470(7)
N2 C15 1.479(7)
N2 C11 1.479(6)
MN2A C14A 1.466(7)
MN2A C11A 1.480(5)
N2A C15A 1.493(7)
02 C9 1.347(6)
0z C10 1.452(8)
CBA ChA 1.394(8)
CBA CTA 1.508(8)
O1A CaA 1.200(7)
CBA C9A 1.514(8)
C3A CTA 1.536(8)
C7 C8 1.537(7)
C16 N3 1.462(7)
C16 N4 1.471(7)
c2 C3 1.381(8)
ChA C4A 1.378(10)
C3A C4A 1.381(9)
C3A C2A 1.389(8)
C9 C8 1.530(6)
M4 C15 1.457(7)
M4 C13 1.471(5)
M3 C14 1.462(7)
M3 C12 1.481(6)
03 Cc18 1.222(6)
C18 C19 1.482(9)
C18 ci7 1.497(9)
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Table A4: Bond Angles in ° for Pd-Br-PTA.

Atom Atom Atom Angle/’
C1A Pd1A N1A 87.29(19)
C1A Pd1A P1A 93.08(14)
N1A Pd1A P1A 179.11(13)
C1A Pd1A Br1A 177.35(14)
N1A Pd1A Br1iA 90.06(13)
P1A Pd1A Br1iA 89.57(4)
c1 Pd1 N1 84.60(17)
c1 Pd1 P1 94.49(13)
N1 Pd1l P1 177.97(12)
C1 Pd1 Brl 172.85(14)
N1 Pd1 Brl 90.83(11)
P1 Pd1 Brl 90.25(4)
C12A P1A Cl1A 98.1(2)
C12A P1A C13A 98.9(2)
Cl1A P1A C13A 97.6(3)
C12A P1A Pd1A 114.01(16)
Cl1A P1A Pd1A 127.61(17)
C13A P1A Pd1A 115.59(17)
c12 P1 C13 98.4(2)
c12 P1 c11 98.8(2)
C13 P1 c11 97.9(2)
c12 P1 Pd1 115.53(15)
C13 P1 Pd1 114.19(16)
cl1 P1 Pd1 127.07(16)
Cc2 C1l C6 118.2(5)
C2 c1 Pd1 127.7(4)
C6 c1 Pd1 113.9(4)
cs N1 Pd1 114.3(3)
C9A 0O2A C10A 115.7(5)
C16A N3A C1l4A 108.8(4)
C16A N3A C12A 111.0(4)
C1l4A N3A C12A 110.7(4)
C8A N1A Pd1A 118.2(3)
C15A N4A C16A 109.0(4)
C15A N4A C13A 111.1(4)
C16A N4A C13A 111.6(4)
c5 c4 c3 119.2(5)
C2A C1A C6A 117.9(5)
C2A Cl1A Pd1A 125.6(4)
C6A Cl1A Pd1A 116.2(4)
C5 C6 c1 120.0(5)
C5 C6 c7 120.0(4)
c1 C6 c7 119.9(5)
N3A C12A P1A 112.3(3)
C4 C5 C6 120.8(5)
c14 N2 C15 108.8(4)
Cl4 N2 cl1 112.0(4)
c15 N2 c11 110.2(4)
Cl4A N2A Cl1A 112.4(4)
C14A N2A C15A 107.9(4)
C1l1A N2A C15A 110.2(4)
c9 02 C10 116.2(4)
C5A C6A C1A 120.2(5)
C5A C6A C7A 119.4(5)
C1A C6A C7A 120.2(5)
N2 c11 P1 111.1(3)
N3A C16A N4A 114.7(4)
N1A C8A C9A 109.3(4)
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Atom Atom Atom Angle/’
N1A C8A C7A 111.5(4)
C9A C8A C7A 112.2(5)
C6 c7 cs 112.1(4)
N3 C16 N4 114.3(4)
C3 C2 c1 121.4(5)
N4A C13A P1A 111.5(4)
C4A C5A C6A 121.1(6)
C4A C3A C2A 120.3(6)
C3A C2A C1A 121.3(5)
o1 C9 02 125.2(5)
o1 c9 cs 125.4(5)
02 c9 cs 109.4(4)
C15 N4 C16 109.0(4)
C15 N4 C13 111.1(4)
C16 N4 C13 111.0(4)
O1A C9A O2A 123.5(5)
O1A C9A C8A 124.9(5)
O2A C9A C8A 111.6(5)
N2A C11A P1A 111.5(3)
N1 C8 C9 110.3(4)
N1 o c7 111.2(4)
co cs c7 108.7(4)
c14 N3 C16 109.2(4)
Cl4 N3 C12 110.0(4)
C16 N3 c12 111.4(4)
c2 c3 c4 120.3(5)
N3 c12 P1 112.0(3)
N4 C13 P1 111.9(3)
C6A C7A C8A 110.6(4)
N3 c14 N2 114.4(4)
N3A C14A N2A 114.1(4)
N4 C15 N2 114.0(4)
N4A C15A N2A 114.1(4)
C5A C4A C3A 119.2(6)
03 C18 C19 121.7(6)
03 C18 C17 121.0(6)
C19 C18 C17 117.3(5)
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Table A5: Hydrogen Fractional Atomic Coordinates (x104) and Equivalent Isotropic Displacement
Parameters (A2x103) for Pd-Br-PTA. Ueq is defined as 1/3 of the trace of the orthogonalised Uj.

Atom X y z Ueq
H1A -3156.41 -6189.44 -6490.23 21
H1B -4101.09 -5303.19 -6867.52 21
H1AA -3053.97 -6454.64 -11397.7 26
H1AB -3630.05 -5247.29 -11711.47 26
H4 897.16 -6155.13 -4281.08 31
H12A -4766.87 -2895.38 -9237.37 22
H12B -5946.86 -3261.54 -9834.79 22
H5 282.64 -4565.47 -5164.37 27
H11C -3635.33 -6254.35 -3518.67 26
H11D -3165.4 -4777.22 -3429.79 26
H16A -7640.33 -4209.56 -9459.44 26
H16B -7711.87 -4235.02 -8619.36 26
H8A -2002.07 -4315.56 -11668.81 32
H7A -1198.48 -3313.01 -5914.42 24
H7B -2475.66 -3193.47 -5686.65 24
H16C -7495.25 -4062.92 -4237.81 26
H16D -7379.65 -4163.19 -3377 26
H2 -2590.21 -7040.01 -4326.4 23
H13A -6758.56 -5990.9 -9980.69 28
H13B -6001 -7070.89 -9460.71 28
H5A 494.7 -5215.66 -9654.61 43
H3A -947.62 -7910.32 -8532.81 38
H2A -2870.9 -7315.21 -9150.28 27
H11A -3882.18 -6374.22 -8417.59 32
H11B -3420.15 -4894.38 -8336.53 32
H8 -2925.13 -3706 -6911.32 24
H3 -556.29 -7429.58 -3883.73 30
H12C -4671.62 -2704.23 -4203.09 22
H12D -5932.88 -3052.68 -4730.95 22
H10A 783.51 -6815.26 -11944.21 81
H10B 1002.52 -7251.82 -11108.67 81
H10C 1775.71 -6085.43 -11345.03 81
H13C -6734.25 -5747.78 -4886.86 22
H13D -5903.16 -6876.51 -4455.29 22
H7AA -667.88 -3903.92 -10539.24 36
H7AB -2029.11 -3611.3 -10476.76 36
H14C -5417.5 -3592.76 -2576.24 25
H14D -4343.09 -3153.31 -2952.18 25
H10D -175.34 -5273.56 -7822.04 70
H10E 712.77 -5041.83 -7049.81 70
H10F 489.72 -3898.83 -7643.47 70
H14A -5899.96 -3640.61 -7705.07 27
H14B -4715.92 -3224.33 -7981.74 27
H15C -5426.23 -6875.95 -3164.14 27
H15D -6099.37 -5912.42 -2711.99 27
H15A -5806.7 -6949.77 -8195.75 32
H15B -6577.01 -5930.5 -7838.48 32
H4A 739.19 -6802.99 -8749.91 48
H17A -1941.94 -2942.67 -4225.95 61
H17B -876.51 -1915.49 -3966.02 61
H17C -2200.3 -1611.52 -3840.51 61
H19A 489.59 -3348.05 -2999.13 64
H19B -354.81 -4520.11 -3367.35 64
H19C -169.73 -4258.54 -2511.05 64
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Table A6: Hydrogen Bond information for Pd-Br-PTA.

D H A d(D-H)/A d(H-A)/A d(D-A)/A D-H-A/deg
N1 H1B N2A 0.91 2.19 3.042(6) 156.3
N1 H1A N3! 0.91 2.50 3.169(6) 130.4
N1A H1AA N3A2 0.91 2.32 3.098(6) 143.5
N1A H1AB N23 0.91 2.45 3.302(6) 156.2

L1-X,-1/2+y,-1-7; 2-1-X,-1/2+y,-2-Z; 3+X,+y,-1+Z
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% Graficos obtidos a partir da equagcdo modificada de Stern-Volmer

log (F -FIF)
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Figura A23: Grafico obtido a partir da equacao de Stern-Volmer modificada, na temperatura de

log(F -FIF)

27°C (300 K).
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Figura A24: Grafico obtido a partir da equacao de Stern-Volmer modificada, na temperatura de

31°C (304 K).
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Figura A25: Grafico obtido a partir da equacao de Stern-Volmer modificada, na temperatura de
37°C (310 K).
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