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“We sail

Through endless skies
Stars shine like eyes
The black night sighs

The moon

In silver trees
Falls down in tears
Light of the night

The earth

A purple blaze
Of sapphire haze
In orbit always

While down

Below the trees

Bathed in a coll breeze

Silver starlight, breaks down the night

And so

We pass on by

The crimson eye
Of great God Mars

As we travel
The universe”

“Planet Caravan”
Black Sabbath, 1970

"E para que serve a utopia?
Eu dou um passo, o teatro da dois passos.
Eu dou dois passos, o teatro da quatro passos.
A utopia serve para isso: continuar caminhando

Antdnio Abujamra (in memoriam)



RESUMO

Nos ultimos anos, o interesse na obtencao de novos farmacos a base de metais visando
o0 tratamento de canceres vem aumentando consideravelmente. A descoberta da atividade
antitumoral da cisplatina e seu subsequente sucesso como farmaco no tratamento do cancer
inspirou o estudo de inimeros complexos anadlogos, que apresentaram, em geral, padrdes
similares de atividade antitumoral e susceptibilidade a resisténcia. Por apresentarem mesmas
configuracdo eletronica e geometria em relacdo a compostos de Pt(Il), compostos de
coordenacdo contendo o ion Pd(Il) foram amplamente estudados, sendo reconhecido para 0s
compostos de Pd(Il) contendo ligantes N,S-doadores, modos de a¢do distintos em relacdo ao
compostos de Pt(l1).

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados 4 novos complexos de paladio(ll) do
tipo [PdX(tedmPz’)(PPh3)] {tedmPz’ = N-etil-1-iminotiolato-3,5-dimetilpirazol; X = CI', Br,
I, SCN; PPhs = trifenilfosfina}. Os complexos foram caracterizados pelas técnicas de
espectroscopia vibracional na regido do IV e RMN de 'H e BC, andlise elementar,
espectrometria de massas ESI/MS e difracéo de raios X de monocristal, indicando um ambiente
quadrético plano ao redor do metal, com seus sitios de coordenacdo ocupados pela
trifenilfosfina, e pelo ligante tedmPz coordenado de maneira N,S-anibnica e ligante tiocianato
ligado de modo N-terminal. Também é descrita a sintese e caracterizacdo espectroscopica na
regido do IV e RMN de *H e *3C do ligante tedmPz.

A citotoxicidade in vitro do ligante e de todos os complexos foi avaliada pelo método
do MTT, frente as culturas celulares de tumores murinos MCF-7 (adenocarcinoma mamario
humano). Todos os compostos tiveram sua capacidade de interagdo com um nucleosideo
(guanosina) investigada com o objetivo de avaliar sua possivel interacdo covalente com o DNA.
Os resultados obtidos indicaram que a variagdo dos ligantes haletos n&o interferiu na
citotoxicidade dos complexos, bem como 0s compostos sintetizados ndo apresentaram
capacidade de interagir com a guanosina, sendo esta uma evidéncia preliminar de que a
interacdo covalente entre os compostos sintetizados e a guanina presente no DNA nédo é o
mecanismo de citotoxicidade destes. Vale destacar que todos os compostos foram mais
citotoxicos que a cisplatina, obtendo-se em média valores de ICso de até 2,4 vezes menor que 0
farmaco de comparagéo.

Palavras-chave: paladio(ll), atividade antitumoral, tiocarbamoilpirazois, trifenilfosfina.



ABSTRACT

In the last years, the interest of new drugs based on metals in order to treat cancers has
been increasing considerably. The discovery of cisplatin antitumor activity and its subsequent
success as a cancer treatment drug has inspired the study of several analogous compounds,
which presented, in general, similar patterns of antitumor activity and susceptibility to
resistance. By presenting the same electronic configuration and geometry of Pt(I1) complexes,
coordination complex containing Pd (Il) ion have been extensively studied, and recognized
different activity patterns for these compounds containing ligands N,S-donor in relation to
compounds of Pt (I1).

In this work, were synthesized and characterized four novel complexes of palladium(lT)
type [PdX(tedmPz")(PPhs)] {tedmPz' = N-ethyl-1-iminothiolate-3,5-dimethylpyrazole; X = CI’
, Br, I, SCN-; PPhs = triphenylphosphine}. The complexes were characterized by vibrational
spectroscopy techniques in the IV region and *H NMR and **C NMR, elemental analysis, mass
spectrometry ESI / MS and X-ray diffraction of single crystal, indicating a square planar
environment around the metal with its sites coordination occupied by triphenylphosphine, the
N,S-anionic coordination of tedmPz ligand, the N-terminal coordination mode of thiocyanate.
It is also described the synthesis and spectroscopic characterization in the IV region and 'H
NMR and 13C for the tedmPz compound.

The in vitro cytotoxicity of the ligand and all of the complexes were evaluated by the
MTT method, against the cell cultures of murine tumors MCF-7 (human breast
adenocarcinoma). All compounds had their ability to interact with a nucleoside (guanosine)
investigated with the objective of evaluating their possible covalent interaction with DNA. The
results indicated that the variation of halide ligands did not affect the cytotoxicity of the
complexes and the synthesized compounds showed no ability to interact with guanosine, which
is a preliminary evidence that covalent interaction between the synthesized compounds and the
DNA is not the main source of cytotoxicity of these. It is noteworthy that all the compounds
were more cytotoxic than cisplatin, obtaining an average of I1Cso values of up to 2.4 times lower
than the comparison drug.

Keywords: palladium(Il), antitumoral activity, thiocarbamoylpyrazoles, triphenylphosphine.
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1. INTRODUCAO
1.1 O cancer: a doenca e a quimioterapia

O céncer ¢ a principal causa de morte nos paises desenvolvidos. Com mais de 12% de
todas as causas de Gbito no mundo, estima-se que a doenga alcangara quase 20 milhdes de
pessoas em 2020, segundo a Unido Internacional Contra o Cancer!. Assim como a maioria dos
paises em desenvolvimento, o cancer no Brasil representa a segunda causa de 6bito na
populacédo adulta, segundo dados do INCA (Instituto Nacional do Céancer), totalizando 190 mil
Obitos por ano, atras apenas de doengas cardiovasculares®. A Gltima estimativa de cancer no
Brasil, lancada em novembro de 2015, prevé 596 mil novos casos da doencga no pais para o0 ano

de 20162. Destacam-se 0s tipos de mama, prostata e pulmé&o por suas altas taxas de incidéncia.

Figura 1 — Dados globais referente ao cancer, no ano de 2012. Verifica-se nele a taxa de indicéncia
(em azul) e mortalidade (em vermelho) referente a diversos tipos de cancer a cada 100.000
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Apesar da maior taxa incidéncia da doenca em regifes desenvolvidas, a taxa de
mortalidade é similar em todas as regides no mundo (Figura 3). Um relatério da Globocan 2012,
0 mais completo sobre 0 6nus global do cancer no mundo, divulgado pela Agéncia Internacional
para Pesquisa em Cancer (IARC), da Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) mostra que
aproximadamente 70% dos 12,7 milhdes de novos casos de cancer e 7,6 milhGes de mortes pela
doenca em todo 0 mundo ocorreu em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento®. Dessa
forma, a necessidade urgente de desenvolver terapias mais eficazes no combate ao cancer é
justificada pelos enormes esforcos e investimentos multibilionarios destinados a pesquisas

realizadas por multinacionais farmacéuticas e institutos de pesquisa.

Figura 2 — Dados globais referente ao cancer, no ano de 2012. Verifica-se nele a taxa de indicéncia
(em azul) e mortalidade (em vermelho) separado por regifes globais por 100.000 pessoas
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Caracterizada por uma populacdo de células que cresce e se divide sem respeitar 0s
limites normais dos 6rgéos, o cancer invade e destrdi tecidos adjacentes e pode se espalhar para
lugares distantes no corpo, sendo este Ultimo processo chamado metéstase*. A posteriori 0
processo pode ser concatenado com a formacdo de uma nova lesdo tumoral, mas sem
continuidade entre as duas, resultando com que as células neoplésicas desprendidas do tumor
inicial sejam levadas para um local distante, formando nesse local uma nova colbnia. Este
processo € inerente aos tumores malignos e ndao ocorre em tumores benignos, sendo o Gltimo
auto-limitado em seu crescimento e ndo invasivos a tecidos adjacentes. O cancer pode afetar
pessoas de todas as idades, sendo a incidéncia maior na populacio idosa®.

Existem cerca de 200 tipos de cancer, sendo estes gerados por anomalias no material
genético com a formacdo de células transformadas. Estas anomalias podem ser resultado dos
efeitos de carcin6genos — ou fatores externos — como o tabagismo, radiacdo, substancias
quimicas e agentes infecciosos®. Outros tipos de anormalidades genéticas podem ser adquiridos
através de erros na replicacdo do DNA, ou séo herdadas e por consequéncia estdo presentes em
todas as células do nascimento, estes sdo chamados de fatores internos.

A classificacdo do cancer também é dada de acordo com o tecido originado ou tipo de
célula em que se assemelham. Se o cancer tem seu inicio em tecidos epiteliais, como pele ou
mucosas, este € denominado carcinoma. S&o chamados de sarcoma 0s canceres que tém origem
em tecidos conjuntivos (0sso, musculo e cartilagem) e adenocarcinoma aqueles que iniciaram
de tecidos glandulares (mama, pancreas, tiredide entre outros). Além destas caracteristicas, sdo
usadas para classificar o tipo de cancer outras variaveis, como velocidade de multiplicacdo das
células e capacidade de invadir tecidos e 6rgdos distantes®.

O processo de formacéo do cancer (Figura 2) se da a partir de trés etapas principais: 1)
Estagio de iniciacdo, em que células normais sofrem uma acdo de agentes cancerigenos,
causando-lhes modificacdes em seu material genético; I1) Estagio de promocdo, onde as células
alteradas sdo transformadas lentamente em células malignas e 111) Estagio de progressao, etapa
em que células malignas se multiplicam e se acumulam nos tecidos, dando origem ao tumor®’.

Os principais tratamentos sdo: 1) Cirurgia, onde envolve a remocao total do tumor caso
este ndo esteja espalhado em Orgdos vitais; 1) Radioterapia, utilizando-se radiagcdes para
destruir um tumor ou impossibilitar que seu volume aumente e I11) quimioterapia, baseado no
uso de medicamentos que atuem no DNA ou outros alvos farmacoldgicos de células tumorais.
Também sdo realizados a hormonioterapia e imunoterapia em casos especificos. Cada uma
dessas modalidades apresenta vantagens e desvantagens, sendo que os resultados mais efetivos

sdo alcancados a partir da combinacdo desses tratamentos. Apesar dos recentes avangos em
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cirurgia e radioterapia, as mudangas mais revolucionarias que ocorreram nos ultimos 40 anos

no tratamento do cancer foram na area de quimioterapia.
Figura 3 — Estagios de formacdo de um cancer: transformacao de uma célula normal (acima) em
cancerosa e estagios de progressao (abaixo)
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A descoberta da atividade antitumoral da cisplatina, o complexo cis-[PtCl2(NHz3)2], nos
anos 60 por Rosemberg® e seu subsequente sucesso como farmaco no tratamento do cancer®
tornou a cisplatina um dos agentes quimioterapicos mais utilizados atualmente, sobretudo no
tratamento de céncer de pulméo, cabeca, es6fago, estbmago, mama, cérvix, bem como
linfomas, melanomas e osteossarcomas'®*2, atuando na maioria das vezes com bons percentuais
de cura. A utilizacdo deste farmaco foi protagonista de uma revolucao no tratamento de cancer
de testiculo, com sucesso também contra alguns tumores de ovarios e de col6n®. Este composto
de coordenacdo se tornou o quimioterdpico mais utilizado no tratamento do cancer, sendo
atualmente utilizado em conjunto com outros farmacos.

Ap0s a descoberta da cisplatina, um namero significativo de complexos de platina foi

sintetizado buscando investigar a atividade antitumoral dessas novas espécies, sendo alguns dos
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analogos estudados aprovados para comercializacdo. A carboplatina (Figura 4), ou cis-
[diamino(1,1-ciclobutanodicarboxilato)platina(ll)] possui importancia no tratamento de cancer
de ovario devido a sua menor nefrotoxicidade que a cisplatina34, A oxaloplatina (ou cis-[1,2-
diamino(cicloexanooxalato) platina(ll)], € utilizada no tratamento no cancer colorretal, em que
a cisplatina ndo apresenta-se ativa’>'’. Ainda ha no mercado a cis-diaminoglicolatoplatina(ll)
(nedaplatina), que recebeu aprovacio para uso clinico no Japdo®8, a lobaplatina, aprovada na
China para o tratamento de alguns tipos de cancer em estagio avancado, e 0 BBR 3463, um
complexo contendo trés unidades de platina, o qual obteve-se resultados promissores em testes

clinicos de fase I, porem foi inativo em testes de fase 11 1°.

Figura 4 — Algumas estruturas dos farmacos e possivel farmaco (BBR 3464) de platina(ll)
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Fonte: Adaptado de FONTES et al.8
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Os esforcos intensos direcionados em pesquisa na area da quimioterapia do cancer
mediada por compostos de platina permitiu evidenciar que a cisplatina e seus anélogos
apresentam, em geral, padrdes similares de atividade antitumoral e susceptibilidade a
resisténcia, 0 que sugere que a maioria desses COmpostos possuem 0 mesmo mecanismo de
acdo. Apesar de uma vasta literatura sobre interacfes entre complexos metalicos e 0 DNA, a
natureza destas ligagdes, bem como suas geometrias e mecanismos de ac¢ao associados a estes
compostos €é assunto de debate?®. Por apresentarem um centro metalico catidnico, estes foram
associados a capacidade de se ligar a biomoléculas negativamente carregadas, tornando
proteinas e &cidos nucléicos alvos evidentes para estes compostos?.

Dentre os diversos mecanismos discutidos referente a agdo da cisplatina?®?®, o mais
compreendido € o de sua interacdo com as bases nitrogenadas do DNA. A priori, a cisplatina
entra na célula por difusdo passiva ou transporte ativo?*, uma vez no interior da célula, o
complexo tem um ou dois cloretos substituidos por moléculas de agua (hidrdlise), dando origem
a moléculas positivamente carregadas, cis-diaminoaquocloroplatina(ll) e cis-diaminodiaquo
platina(ll) respectivamente. Este processo de hidrolise gera complexos mais reativos capazes
de interagir covalentemente com o DNA. A formacdo de adutos platina-DNA é reconhecida
por algumas proteinas, que poderdo atuar reparando o DNA distorcido ou provocando a morte
dessa célula em um processo chamado apoptose.

Dentre as bases nitrogenadas do DNA, a principal neste processo da formacdo do
complexo Pt-DNA sdo guanina e adenina, tanto por estarem mais disponiveis para a
coordenacao na estrutura do DNA quanto pela formacéao de ligacao hidrogénio entre os grupos
NH3 da cisplatina e os atomos de nitrogénio (amina primaria) e oxigénio (amida, Figura 5) da
adenina e guanosina, respectivamente?-2’. As pesquisas realizadas referente a formagéo destes
adutos permitem afirmar que o principal aduto formado entre cisplatina e DNA é do tipo 1,2-
intrafita, formado pela ligacdo do metal e duas guaninas adjacentes?®2°2% conforme é indicado

na Figura 6.
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Figura 5 — Coordenagdo da(s) guanina(s) a platina(ll) via N e formagéo de ligacéo hidrogénio entre
0s grupos NHs do cisplatina
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Fonte: Adaptado de GIESE B. et al.?’

Figura 6 — Formagdo de aduto entre a cisplatina e 0 DNA de modo 1,2-intrafita, indicando a posi¢éo
N’ da guanina mais desimpedida que outros nitrogénios
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Fonte: Adaptado de WANG, D. et al.®

Um dos problemas encontrados no tratamento com a cisplatina é a vulnerabilidade ao
ataque de substancias encontradas no plasma sanguineo, especialmente as que possuem grupos
tiois, como albumina e cisteina. Isto ocorre devido a preferéncia de coordenacéo a platina, um
acido polarizavel, ao enxofre, uma base polarizavel*°. Este processo faz com que apds um dia
de ser administrada, 65-98% do cisplatina se ligue a estes compostos, resultando na diminuigéo

da concentragdo do farmaco ativo in vivo3L.
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Além do surgimento de resisténcia celular e espectro de atividade insuficiente no
tratamento da doenga, ha também graves efeitos colaterais, como neurotoxidez, nefrotoxidez e
toxidez ao trato intestinal manifestada através de nauseas e vOmitos intensos. Estes efeitos
surgem também através da reatividade da cisplatina, tornando possivel a platina se coordenar
com diversas proteinas e peptideos, resultando em atividade citotoxica consideravel as células
sadias.

Assim, existe a possibilidade de que os futuros agentes antitumorais a base de metais de
transicdo possam apresentar estruturas bem diferentes daquelas observadas em complexos
tradicionais de platina. De acordo com a literatura, existe um numero cada vez maior de
evidéncias que o mecanismo de acdo dos complexos ndo-convencionais — que violam as
relacBes estrutura-atividade da cisplatina, como complexos catidnicos, quelatos entre outros —
seja diferente daquele observado para a cisplatina e seus derivados. Além disso, o padrédo de
atividade antitumoral desses complexos também costuma ser diferente relacionado ao
cisplatina. Assim, é possivel criar estratégias para a projecdo de complexos metéalicos com
diferentes espectros de citotoxicidade frente as linhagens tumorais sensiveis e resistentes ao

cisplatina®?22,

1.2 Compostos quelatos de Pd(I1): uma alternativa promissora no design de novos

agentes citotdxicos as células tumorais

O interesse crescente nas potencialidades farmacolégicas de derivados de Pd(Il) esta
associado ao fato desse ion ser isoeletrénico ao Pt(I1), seus complexos também apresentarem a
geometria de coordenacdo quadratica-planar e ambas as espécies possuem praticamente 0
mesmo raio idnico (Pt(11) = 0,74 A e Pd(I1) = 0,78 A)**.

Os primeiros ensaios citotoxicos ndo foram muito promissores, pois mostraram que 0s
compostos de Pd(I1) eram bem menos ativos em relagdo aos compostos de Pt(I1). Muitos autores
sugeriram que 0s avangos nesta area seriam limitados provavelmente em funcéo de parametros
cinéticos, uma vez que complexos de Pd(II) reagem = 10° vezes mais rapidamente que seus
analogos de Pt(Il). Assim, a baixa atividade antitumoral de parte dos complexos de Pd(Il) foi
atribuida aos rapidos processos de hidrdlise que conduziam a dissociacdo dos grupos
abandonadores em solucdo e, consequentemente, a formacdo de espécies muito reativas
incapazes de atingir seus alvos farmacolégicos®.

Utilizando-se argumentos da Quimica de Coordenacdo, uma alternativa para

minimizar esse efeitos cinéticos consiste no planejamento de compostos quelatos de paladio(ll).
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Para se obter compostos quelatos, € necessario a utilizagdo de ligantes que sejam capazes de se
coordenar ao centro metélico através de 2 ou mais atomos. O efeito quelato termodinamico
torna os complexos quelatos mais estaveis termodinamicamente que 0s Seus analogos
constituidos por ligantes monodentados devido, em parte, a fatores entropicos que acompanham
a liberacéo dos ligantes da esfera de coordenag&o®®.

O efeito quelato também influencia os pardmetros cinéticos de complexos metalicos.
A reacdo de substituicdo de um ligante quelato é geralmente mais lenta quando comparada a de
um ligante monodentado. As explicacdes para esse efeito baseiam-se em dois fatores: a energia
necessaria para retirar o primeiro 4tomo coordenado e a probabilidade da reversdo dessa
primeira etapa®’ (Figura 7). A variagdo de entalpia associada a remogdo do primeiro 4&tomo
coordenado é maior do que para um ligante monodentado relacionado. Se esse atomo realmente
se descoordenar, sua barreira cinética para religacdo subsequente € menor do que para um
ligante monodentado analogo, pois o0 atomo descoordenado do ligante bidentado permanece
muito préximo do centro metalico.

Por exemplo, a reacdo de aquacdo envolvendo o ligante bidentado etilenodiamina
(Figura 7) deve ter duas etapas de dissocia¢do, uma para cada &tomo coordenado (a adicdo de

agua nas etapas 2 e 4 deve ser provavelmente rapida, devido a sua alta concentragéo):
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Figura 7 — Etapas de dissociacdo de um ligante quelante em uma reacdo de aquacao
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Fonte: Adaptado de MIESSLER et al.%

A primeira etapa de dissociacdo (1) da etilenodiamina é esperada ser mais lenta que a
dissociagdo similar da aménia, pois o ligante deve se dobrar e girar para afastar do metal o
grupo amino livre. A segunda etapa de dissociacdo (3) também deve ser lenta uma vez que a
concentracdo desse intermediario é baixa e porque também a primeira etapa de dissociacdo (1)
pode ocorrer facilmente no sentido inverso. O nitrogénio descoordenado é mantido préximo ao
metal pelo resto do ligante, fazendo com que a sua religagdo seja muito provavel®’. No geral,
esse efeito quelato cinético reduz as velocidades de reacdes de aquacéo por fatores de 20 a 10°.

Uma estratégia empregada com sucesso no planejamento de compostos de Pd(11) com
atividade citotoxica promissora frente as células tumorais e microorganismos patogenos foi
inspirada no trabalho classico de Das e Livingstone® Apos investigarem a atividade
antitumoral de um grande nimero de quelatos metalicos contendo bases de Schiff derivados de
S-alquilcarbazatos (exemplo na Figura 8), os autores concluiram que dentre os quelatos em que
o0 ligante bidentado apresenta, no minimo, um atomo de enxofre, os de Pd(Il) s&o mais
citotoxicos que os de outros metais. Segundo os autores, os N,S-quelatos de Pd(Il) possuem
uma cineética de substituicdo ideal para manter a integridade estrutural do complexo metalico
tempo suficiente em solucgdo, até alcancar e, posteriormente, interagir com o DNA das células

cancerosas®®.
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Figura 8 — Estrutura de um dos complexos contendo ligantes N,S-doadores estudado por Das e

Livingstone
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Fonte: Adaptado de DAS e LIVINGSTONE®

Dentre os ligantes N,S-doadores mais usados para sintetizar complexos de Pd(Il)
bioativos, destacam-se as tiossemicarbazonas e os ditiocarbazatos por apresentarem atividade
frente a microorganismos patogénicos e células tumorais*®. Muitos autores tém demonstrado
que a citotoxicidade dos complexos de Pd(Il) contendo tiossemicarbazonas € resultado, pelo

menos em parte, da sua interacdo frente ao DNA.

1.3 Compostos quelatos contendo ligantes N,S-doadores

A literatura recente também tem mostrado que complexos de paladio(ll) de formula
geral [PdCI>(NS)] (NS = tiossemicarbazonas) séo ativos em células tumorais resistentes ao
cisplatina®>**, Um exemplo ilustrativo é observado no trabalho de Quiroga et al.3, no qual foi
descrito que complexos de fenilacetaldeido tiossemicarbazona do tipo [MCI2(NS)], M = Pd(l11),
Pt(11), foram citotdxicos frente a uma variedade de linhagens tumorais, com um bom indice
terapéutico, isto é, valores de concentragdes inibitorias (ICsp) muito menores para células

resistentes ao cisplatina (Pam-ras) do que para células normais (Pam 212) (Tabela 1).
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Tabela 1 — Concetragdo inibitoria (1Cso) obtida para os complexos [MCIx(NS)] {M = Pd(ll), Pt(l1),
NS = fenilacetaldeido tiossemicarbazona}, cisplatina, adriamicina e etopdsido®

1Cso0 (uM) £ sd

Y \ / Pam-ras | HL 60 | Pam 212
HN— ./

““l \ M=Pd 23+0,1 | 9+0,2 | 124+3

M = Pt 65+1 |28+0,7| 200+9

Cisplatina 157+6 | 7£0,2 | 164+6

Adriamicina | 156+5 150+ 3

Etoposideo | 136 + 10 180 £ 12
Fonte: Adaptado de QUIROGA, A. G. et al

Além de ser mais ativo que o seu analogo de Pt(l1), o complexo [PdCI2(NS)] apresentou
maior citotoxidade do que os farmacos etoposideo e adriamicina®%. Estudos de mecanismo de
acdo, através da andlise da interacdo dos complexos com o DNA, indicaram que 0s complexos
de Pd(I1) e Pt(1l) formam principalmente ligacGes interfitas, diferente do cisplatina, que realiza
preferencialmente ligacBes intrafitas?®?®. O complexo de paladio(ll) exibe maior atividade
citotoxica sobre as células resistentes e forma mais ligacdes interfitas do que o analogo de

platina(ll), provavelmente em raz&o da sua maior reatividade.

1.4 Ligantes tiocarbamoilpirazois

Nos ultimos anos, os 1-tiocarbamoilpirazois vém atraindo cada vez mais interesse
devido a sua analogia estrutural com relacdo as tiossemicarbazonas (Figura 9). Os 1-
tiocarbamoilpirazéis possuem variados modos de coordenagdo, como mostra a Figura 10, sendo
0 mais comum em complexos de paladio(ll), ou outros ions metalicos polarizaveis, pelo &tomo
de enxofre e pelo atomo de nitrogénio piridinico do anel pirazolico, formando um anel
metalociclo estavel de 5 membros. A capacidade dessa classe de ligantes em formar produtos
N,S-quelatos de Pd(Il) vem sendo explorada por muitos grupos de pesquisa objetivando

sintetizar novos complexos com potencial farmacoldgico.
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Figura 9 — Férmula estrutural geral das tiossemicarbazonas e tiocarbamoilpirazois
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Fonte: autor

Figura 10 — Modos de coordenagdo de ligantes 1-(N-substituido)tiocarbamoilpirazois
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Barik et al.*>*% mostraram a sintese e estrutura de dois compostos de Co(Ill) contendo

ligantes 3,5-dimetil-1-(N-metil/etil)tiocarbamoilpirazol de formula [CoLs]. A coordenagéo ao

metal se deu de maneira N,N-anidnica (Figura 11, lado esquerdo), via nitrogénio do grupo

tiocarbamoil e nitrogénio piridinico. Alem deste, foi relatada a sintese e estrutura de o modo de

coordenagdo N,S-anidnico (Figura 11, lado direito) de um complexo de Ni(ll) do tipo [NiLz],

evidenciando a capacidade de coordenacdo do grupo dependente da polarizabilidade do ion

metalico utilizado®.
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Figura 11 — Compostos [CoLs] e [NiL;], sendo L = 3,5-dimetil-1-(N-etil)tiocarbamoilpirazol

[NiLa]

Fonte: Adaptado de BARIK, A. K. et al. 4243

Além disso, a incorporacdo do nucleo pirazélico na estrutura molecular desses ligantes
N,S-doadores representa uma estratégia interessante no design de novos candidatos a farmacos,
uma vez que os pirazdis sdo conhecidos por apresentarem atividade antipirética*, anti-
inflamatoria*, antiviral*®*’ e antitumoral®’, enquanto que as pirazolinas (4,5-diidropirazois)
conhecidos por suas atividades antitumorais*, anti-inflamatéria®®, antimicrobiana® e
analgésicas*®.

Os pesquisadores Lv et al.>! relataram que o composto 3-(3,4-dimetilfenil)-5-(4-
metoxifenil)-4,5-diidro-1H-pirazol-1-carbotioamida apresentou uma atividade inibitoria
potente frente ao receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) em uma concentracao
de ICso = 0,07 uM, compardvel ao controle positivo erlotinibe. As EGFR quinases
desempenham uma funcgdo importante em canceres uma vez que receptores proteina tirosina
quinases tem um papel vital na sinalizagdo que regulam a divisio celular e a diferenciagdo®. O
composto pirazélico mencionado também foi citotoxico frente a células de tumor MCF-7 (ICso
= 0,08 uM).

Nesse contexto, Budakoti et al.>? relatam a sintese, caracterizagéo e a investigagio in
vitro da atividade anti-amoébica de complexos de paladio(ll) com ligantes 1-N-substituido-
tiocarbamoil-3,5-difenil-2-pirazolina (Figura 12). Os complexos apresentaram valores de
concentragfes inibitorias de 50 % bem promissores frente ao protozoario Entamoeba
histolytica, causador da amebiase, superando em muitos casos o valor encontrado para o

farmaco padrdo metronidazol (ICso = 1,82 uM).
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Figura 12 — Férmula estrutural geral dos compostos de Pd(Il) contendo o ligante 1-N-
substituido tiocarbamoil-3,5-difenil-2-pirazolina
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Fonte: Adaptado de BUDAKOTI et al.>?

Casas et al.>® descreveram a sintese, caracterizacio e a avaliacdo da atividade
antitumoral de novos complexos bis-quelatos de Pd(I1) e Pt(ll) com ligantes pirazélicos N,S-
quelantes (Figura 13). Estes compostos foram testados em linhagens de células cancerigenas
humana de ovario A2780, sensivel ao cisplatina e A2780cisR, resistente ao cisplatina. Os
complexos de paladio(ll) se mostraram mais citotoxicos frente a estas células do que seus
analogos de platina(ll). Em relacdo a citotoxicidade frente a linhagem A2780, o composto
[Pd(LY)2] demonstrou resultado similar & cisplatina. Ja em relagdo & linhagem resistente
A2780cisR, ambos 0s compostos demonstraram ser consideravelmente mais ativos que o

cisplatina, com valores de ICso < 1,3 uM.

Figura 13 — Férmulas estruturais dos complexos [Pd(L?),] (L= 5-fenil-3-oxo-2-tiocarbamoil-
pirazolonato); [Pd(L?);] (L? = 4-etil-5-metil-3-0x0-2-tiocarbamoilpirazolonato)
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Fonte: Adaptado de CASAS, J. S. etal. %
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Quatro complexos mononucleares do tipo [PdXz(tmdmPz)] {X = CI- (1a), Br (2a); |
(3a); SCN (4a); tmdmPz = N-metil-3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol} foram sintetizados e
caracterizados espectroscopicamente® por nosso grupo de pesquisa. O composto la foi
formado a partir da substituicdo da acetonitrila do complexo [PdCl2(MeCN);] pelo 3,5-dimetil-
1-tiocarbamoilpirazol. Os demais compostos foram obtidos através da substituicdo dos ions
cloro por brometo (2a), iodeto (3a) e tiocianato (4a), conforme € ilustrado na Figura 14.

Figura 14 — Sintese dos complexos [PdXz(tmdmPz)] {X = ClI (1a), Br (2a); | (3a); SCN (4a); tmdmPz
= N-metil-3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol}**
p
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Fonte: Adaptado de BARRA, C. V. et al. >

Os compostos 1a-4a e o ligante tmdmPz tiveram sua atividade antitumoral testada frente
a células de tumores de mama (LM3) e pulméo (LPQ7), ambas murinas. A cisplatina foi usada
nos testes como farmaco de referéncia. Os valores de 1Csg encontrados estdo representados na
Tabela 2.

Tabela 2 — Valores de ICso (umolL?) para compostos 1a-4a frente LM3 e LPO7

Composto LM3 LPO7
la 3,29+0,20 2,56 £ 0,14
2a 3,40+ 0,44 1,84 +0,14
3a 2,53 £ 0,06 1,65+ 0,44
4a 3,17+£0,48 1,66 + 0,10

tmdmPz >140 >140
CISPLATINA 30,26 +3,72 43+04

Fonte: Adaptado de BARRA, C. V. et al. >

De acordo com os testes realizados, o ligante tmdmPz apresentou ICso > 140 uM frente
as duas linhagens testadas, sendo considerado, portanto, inativo. No entanto, os complexos
apresentaram excelentes resultados de atividade citotdxica, indicando que nesse caso, a
coordenacao ao centro metalico potencializa o efeito bioldgico. Os resultados obtidos com os

ensaios frente as linhagem LM3 e LPO7 mostraram que todos os compostos foram mais ativos
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que a cisplatina. Considerando-se que o DNA mostrou-se ser o alvo celular de alguns
complexos de Pd(Il) contendo tiossemicarbazonas, estudos de interagdo com a guanosina e o
plasmideo pNFkB-luc foram realizados para verificar se a citotoxicidade observada pode estar
relacionada a interacdo dos complexos la-4a com o DNA.

Em funcéo da baixa solubilidade dos complexos em &gua e da dificuldade em se obter
0s aqua-complexos, as reacgbes foram realizadas em dmf. Os complexos la e 2a reagiram
diretamente com a guanosina, entretanto o mesmo nao foi observado para os complexos 3a e
4a, provavelmente em funcdo da menor labilidade dos ligantes iodeto e tiocianato. Por essa
razdo, os grupos | e SCN dos compostos 3a e 4a foram removidos com AgNOz em dmf para
produzir solvento/nitrato-complexos in situ 0s quais reagiram prontamente com a guanosina,
indicando que a ligacdo Pd-haleto/pseudo-haleto influencia na reatividade do complexo.

O DNA incubado com os complexos 1la-4a (nas concentragdoes 10 uM e 100 uM) é
representado nas linhas 4-11 (Figura 15). Verifica-se a influéncia da concentragdo dos
compostos na interacdo com o DNA, sendo 0s compostos 2a e 4a capazes de clivar o DNA a

10 uM, porém, quando considerada a concentragdo de 100 pM, todos eles apresentaram essa

capacidade.
Figura 15 — A¢édo dos complexos 1a-4a no DNA plasmideal pNFkB-Luc
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Fonte: Adaptado de BARRA, C. V. et al. >

A partir dos resultados obtidos, ainda néo foi possivel fazer uma relagéo direta entre os
dados obtidos nesse ensaio e no ensaio de citotoxicidade. O experimento de eletroforese indicou
que apenas 0S compostos 2a e 4a sdo capazes de interagir com o DNA a baixas concentragoes
(10 uM). Portanto, seria de se esperar que estes fossem os compostos mais ativos. No entanto,

os resultados de citotoxicidade de 1a-4a frente as linhagens LM3 e LP07 (ICso = 1,6-3,4 uM)
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indicaram que todos 0s compostos sdo ativos em baixas concentracfes. Neste ponto, cabe
lembrar que a célula é uma entidade muito mais complexa que o DNA plasmideal e, portanto,
fatores como mecanismos de influxo e efluxo ndo podem ser descartados. Além disso, outros
alvos bioldgicos, além do DNA, podem estar envolvidos nos mecanismos citotoxicos destes
complexos. Vale destacar que outros complexos de Pd(Il) contendo pirazdis/pirazolinas como
ligantes N,S-quelantes foram sintetizados e estudados por nosso grupo de pesquisa, sobretudo
variando-se o substituinte ligado ao nitrogénio (Figura 16). Dentre estes complexos sintetizados
nota-se um incremento da atividade citotdxica frente a linhagem LM3 em que ha a presenca de
grupos lipofilicos - compostos contendo ligantes tmdmPz e tfdmOH, substituidos por metil e
fenil, respectivamente - ao grupo tioamida destes ligantes se comparado aos compostos do tipo
[PdX2(tdmPz)]. Destaca-se os complexos [PdXz(tmdmPz)] (X = CI', Br, I, SCN", 1a-4a) por

possuir valores de 1Cso de até 10 vezes menor que a cisplatina para a linhagem LM3.

Figura 16 — indices de citotoxicidade (ICso) de complexos de formula [PdX(tdmPz)],
[PdX2(tmdmP2z)] e [PdX,(tfdmOH)], sintetizados pelo grupo, frente a linhagem de adenocarcinoma
mamario murino LM3%-°¢
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X=Br 101 X=Br 3.40 X=Br 6,79
X=1 24,5 X=1 2,53 X=1 6.81
X =SCN 41,7 X =SCN 3,17 X =SCN 3,64
cisplatina 30,3 cisplatina 30,3 cisplatina 30,3

Fonte: autor

1.5 Ligantes fosfinicos

As fosfinas sdo ligantes neutros e volumosos que se caracterizam por estabilizar
diferentes classes de complexos metalicos®, tanto metais de altos quanto baixos estados de
oxidagdo. A ligagdo das fosfinas com um metal envolve uma componente c-doadora de um par
de elétrons do atomo de fosforo para o metal e uma n-receptora via transferéncia de um par de

elétrons do orbital d preenchidos do metal para os orbitais d vazios do atomo de fésforo, como
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representado na Figura 17. No contexto do planejamento de novos candidatos a metalo-
farmacos de Pd(ll), a utilizagdo de ligantes fosfinicos volumosos em complexos de paladio
consiste em uma estratégia muito interessante para a obtengdo de complexos cineticamente mais
estaveis. Considerando que o mecanismo de substituicdo de ligantes que predomina em
complexos de Pd(11) é o associativo (Figura 18)°8, é bem estabelecido que a presenca de ligantes
volumosos no poliedro de coordenacgéo dificulta a formacao do intermediario pentacoordenado
e, consequentemente, retarda a substituicao de ligantes através deste mecanismo. A insercédo de
trifenilfosfina entre outras fosfinas terciarias na estrutura molecular do complexo também
promove um aumento da lipofilicidade, podendo auxiliar a sua permeabilidade através da

membrana celular®, além de possuir citotoxicidade frente a alguns tumores®°.

Figura 17 — Representacao da retrodoacdo do metal para o atomo de fosforo

Fonte: Autor

Figura 18 — Mecanismo associativo para substituicdo de ligantes em complexos d8.
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Fonte: Autor

Apesar de apresentarem uma atividade citotoxica promissora frente a duas linhagens de
tumores murinos, a baixa solubilidade dos complexos de Pd(ll) contendo
tiocarbamoilpirazéis/pirazolinas (Figura 16, pagina 33) em solventes hidrofilicos nos
impulsionou a realizar algumas mudancas nos seus respectivos arcabougos moleculares. Além
disso, a trifenilfosfina tem um volume molecular adequado para ocupar bolsdes hidrofébicos

nos sitios de varias enzimas, o que favorece a estabilizacdo do complexo composto de paladio-
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enzima. Dentre estes fatores, foram sintetizados e estudados complexos de Pd(I1) contendo N,S-
doadores e trifenilfosfina em sua esfera de coordenacgdo (Figura 19 e 20). Vale destacar que a
substituicdo do grupo X pela trifenilfosfina pode conduzir a formagdo de um complexo
catiénico, como foi verificado para o complexo 3b por difratometria de raios X de monocristal
(Figura 21)%0%!  acarretando possivelmente em uma maior solubilidade em solventes

hidrofilicos que se comparado a complexos neutros analogos.

Figura 19 — Design de uma nova familia de complexos [PdX(T)(PPhs)]X {X = CI (1b), Br (2b); I
(3b); SCN-" (4b); T = tiossemicarbazidas} a partir dos prot6tipos [PdXz(tmdmPz)]
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Fonte: Autor

Figura 20 — Sintese do complexo 1b, [PdCI(4-PhT)(PPhs)]CI {4-PhT = N-fenil-tiossemicarbazida}
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Figura 21 — Estrutura do complexo [PdI(PPhs)(4-PhT)]I (3b)

Fonte: ROCHA, F. \/.6061

A substituicdo de um ligante tiocarbamoilpirazol por uma tiossemicarbazida objetiva
manter a presenca de um ligante N,S-quelante. Além disso, a substituicdo do anel aromatico
pirazolico por grupos polares (-NH- e —-NH>) visa intensificar as ligaces de hidrogénio entre o
complexo e o receptor, maximizando assim a estabilizacdo da supramolécula receptor-
complexo de Pd(ll). Ensaios de citotoxicidade (método do MTT) envolvendo os complexos 1b-
4b e a cisplatina foram realizados in vitro frente as linhagens tumorais murinas,
adenocarcinoma mamario (LM3) e adenocarcinoma pulmonar (LP07)%%¢%, Os valores de ICso

estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de ICso dos compostos [PdX(4-PhT)(PPhs)]X {X = CI- (1b), Br- (2b); I (3b);
SCN- (4b)} e da cisplatina contra as células tumorais murinas LM3 e LP07 apds 24 h de exposicdo

Complexo Linhagens Celulares
LM3 LPO7
Cisplatina 30,3 (£3,7) 4,3 (x0,4)
1b 8,57 (x£1,21) 7,11 (+0,64)
2b 8,84 (x2,8) 3,58 (£0,16)
3b 2,79 (x0,58) 3,72 (x0,71)
4b 4,61 (x1,69) 3,56 (£0,31)

Fonte: ROCHA, F. \/.5061

Para a linhagem LPO7, todos os complexos apresentaram uma boa citotoxicidade,
especialmente 2b-4b, os quais possuem atividade similar ao cisplatina. Observando os
resultados para a linhagem LM3, a atividade de todos os complexos foi consideravelmente

maior do que a do cisplatina. Valendo a pena destacar os compostos 3b e 4b, com valores de
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citotoxicidades 11 e 6,5 vezes maior do que o medicamento de referéncia, respectivamente.
Estes resultados sugerem que a presenca de diferentes contra ions afetam significativamente a
citotoxicidade dos complexos, indicando que a forca da ligagdo Pd-X possui um papel
importante na atividade dos compostos. A substituicdo do cloro por bromo, iodo ou tiocianato,
atomos ou grupos, mais volumosos e macios, diminuiu o valor de ICso, mostrando que, neste
caso, uma ligacdo mais forte entre o metal e o haleto ou pseudo-haleto confere em uma maior
atividade.

Estudos de interacdo entre os complexos 1b-4b e a guanosina mostraram que 0S
compostos reagem com a nucleobase somente ap6s a remocdo do grupo X  mediante

precipitacdo com AgNOz em dmf (Figura 22).

Figura 22 — Reacdo entre os complexos 1b-4b e a guanosina
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Fonte: ROCHA, F. \.6061

Medidas de eletroforese em gel dos complexos 1b-4b (Figura 23) mostram que somente
os complexos 1b, 2b e 4b interagiram com o DNA em altas concentra¢fes (100 uM). J& o
complexo [PdI(PPhz)(4-PhT)]I (3b) se mostrou incapaz de reduzir a mobilidade eletroforética

do DNA, bem como em danificar a sua estrutura.
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Figura 23 - Incubacédo do plasmideo com os complexos 1b-4b e cisplatina por 24 h. Linha 1:
plasmideo em agua. Linha 2: plasmideo em &gua/dmf (2.5%). Linha 3: cisplatina (20 uM). Linha 4: 1b
(10 uM). Linha 5: 1b (100 uM). Linha 6: 2b (10 uM). Linha 7: 2b (100 uM). Linha 8: 3b (10 uM).
Linha 9: 3b (100 uM)/ Linha 10: 4b (10 uM). Linha 11: 4b (100 uM)
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Fonte: ROCHA, F. \.8061

Diante destes dados pode-se concluir que a maioria dos compostos interage diretamente
com o DNA, mas apenas em concentragdes altas, o que vai de encontro com os resultados
obtidos na avaliacdo da citotoxicidade destas moléculas, uma vez que o ICsg varia entre 2,79-
8,84 uM e 7,11-3,56 uM frente as células tumorais LM3 e LP07, respectivamente. Desta
maneira, a atividade citotdxica deve ser originada a partir da interacdo desses complexos de
Pd(l1) frente a outros alvos farmacoldgicos diferentes do DNA. E bem estabelecido na literatura
que células tumorais de uma maneira geral, principalmente de mama e pulméo, possuem uma
elevada expressdo das enzimas DNA-topoisomerases, sendo o alvo de alguns farmacos no
tratamento de diversos tipos de cancer®?. Uma vez que os complexos de Pd(I1) apresentaram
alta citotoxicidade frente a linhagens tumorais de mama e de pulmdo, decidimos investigar a
capacidade desses complexos em inibir enzimas DNA-topoisomerases.

Os complexos de 1b-4b tiveram sua habilidade de inibicdo contra a topo | humana
avaliada na concentrag@o de 50 uM. Os complexos foram incubados por 40 minutos juntamente
com o DNA superenovelado e a enzima. Controle positivo (DNA + topo 1), e controle negativo
(DNA), foram feitos para fins comparativos. Os resultados obtidos mostraram que 0s
complexos ndo foram capazes de inibir a acdo da topoisomerase | na concentracgao testada.

Por outro lado, os ensaios de inibi¢do da enzima topo Ilo. mostraram que, com eXCeGao
do composto 1, todos os outros complexos foram capazes de interromper a acdo da enzima
topoisomerase 11 sobre a estrutura superenovelada do DNA em concentracfes entre 5-25 uM
(Figura 24).
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Figura 24 — Incubacéo do plasmideo com os complexos 1b e 2b e a topo Il por 40 min em diferentes
concentracdes, C-, controle negativo e C+, controle positivo
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Fonte: ROCHA, F. \.6061

1.6 Principios norteadores usados no planejamento de novos compostos de coordenacéo

Motivado pelos resultados obtidos®°%6! foram discutidos nesta dissertacdo a sintese e
caracterizacdo de compostos de coordenacdo contendo um tiocarbamoilpirazol como ligante
N,S-doador, utilizando-se o etil como grupo lipofilico no atomo de nitrogénio da tioamida;
avaliacdo da atividade com introducédo de bases mais polarizaveis que o cloreto (ex. Br, I, SCN);

introducdo do ligante trifenilfosfina a fim de proporcionar maior estabilidade ao complexo.

Figura 25 — Estratégia relacionando-se estrutura-atividade para os tiocarbamoil piraz6is monoquelatos
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Fonte: Autor

Os compostos quelatos de Pd(ll) contendo ligantes 1-tiocarbamoilpirazélicos e
trifenilfosfina (Figura 26) representam portanto uma alternativa promissora no design de novos
agentes antitumorais, visto o numero significativo de relatos na literatura sobre suas

citotoxicidades frente as células tumorais e microorganismos patogenos. Neste contexto, 0s
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resultados provenientes da pesquisa que propomos sobre complexos quelatos de Pd(ll) podem
resultar no desenvolvimento de novos compostos de potencial farmacoldgico que sejam mais
seletivos, menos toxico e mais ativos que os farmacos tradicionais utilizados no tratamento do

cancer (ex. cisplatina).

Figura 26 — A estrutura, a priori pretendida, dos quelatos de Pd(I1) sintetizados e estudados neste

trabalho
CHs CHs
NH J
- N4<
P .|’Il
N \s X
HaC N/
AN
Phgp x

Fonte: Autor
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Planejamento de novos complexos de Pd(I1) contendo ligante bidentado N,S-doador

com a presenca do ligante fosfinico terciario e investigacao de sua atividade citotoxica frente

as células tumorais.

2.2 Objetivos Especificos:

Sintese e caracterizacgdo do composto  organico  N-etil-3,5-dimetil-1-

tiocarbamoilpirazol via metodologia empregada pelo grupo;
Sintese e caracterizagdo dos compostos monoquelatos de Pd(I1), utilizando os ligantes:
cloreto; brometo; iodeto; tiocianato; N-etil-3,5-dimetil-1- tiocarbamoilpirazol e

trifenilfosfina;

A investigacdo do indice de citotoxicidade (ICso) dos complexos preparados frente a

linhagem de adenocarcinoma mamario humano MCF-7,;

Ensaios envolvendo a reacdo dos complexos sintetizados com a guanosina.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Procedéncia de solventes e reagentes

Foram utilizados solventes e reagentes de padréo analitico, sem purificacdo prévia e

armazenados em frascos de vidro escuro, sendo o pentano e cloroformio-di; mantidos em

geladeira. A Tabela 4 apresenta a procedéncia dos solventes e reagentes empregados neste

trabalho.
Tabela 4. Procedéncia de solventes e reagentes.
Reagentes Procedéncia Funcéo Solventes Procedéncia Funcéo
Acido Cloridrico Merck SL Alcool metilico Merck sC
Alcool etilico Merck SL Brometo de Potéssio Carlos Erba SC
Eter etilico Synth SL Cloreto de palédio Vetec SC
4-Etil-3-tiossemicarbazida Sigma-Aldrich SL lodeto de Potéssio Merck SC
2,4-Pentadiona Merck SL Tiocianato de Potassio Merck SC
Pentano Synth SL/SC Cloroférmio-d1 Sigma-Aldrich RMN
Acetonitrila Mall.Chem. SC dmf Synth E
Guanosina Sigma-Aldrich E dmso-ds Deutero RMN
dmso Synth E Cloroformio Merck SC

“SL”: utilizado na etapa de sintese do ligante; “SC”: utilizado na etapa de sintese do complexo;
“RMN”: utilizado como solvente na técnica de ressonancia magnética nuclear; “E”: utilizado para
ensaios e/ou dados de solubilidade dos produtos.

3.2 Metodologia de sintese

A metodologia utilizada para a sintese do composto organico consiste na reacdo entre

0s compostos 2,4-pentadiona e 4-etil-3-tiossemicarbazida em meio aquoso levemente acido (pH

entre 2 e 3)°.

S O O

/|L NH, + M
N NH HaC CH

HsC NH 3

Condensagio

= HsC NH N7\
HC1/H,0, 20h

2HO
B H3C

O precursor de paladio foi obtido a partir da adicdo de cloreto de paladio ao solvente

acetonitrila a quente:

MeCN

PdCl, N

[PACL(MeCN),]
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Os complexos contendo trifenilfosfina foram obtidos a partir da substitui¢éo dos ligantes
MeCN e um dos cloretos da esfera de coordenacéo pela adi¢do do ligante quelante tedmPz e
trifenilfosfina, sendo substituido o cloreto por outros haletos e pseudo-haletos pela adi¢ao de

sais de potéassio:

CHCI
[PACI,(MeCN) ] + TedmPz + P(CgHs); ————= [PdCI(PPh,)(TedmPz)]
CHCI,
[PACI(PPh 3)(TedmPz)] + KBr — > [PdBr(PPh,)(TedmPz)]
CHCI
[PACI(PPh 3)(TedmPz)] + KI — 3% [PdI(PPh3)(TedmPz)]
CHCI
[PdCI(PPh 3)(TedmPz)] + KSCN iy [PA(SCN)(PPh 5)(TedmPz)]

3.3 Sintese dos compostos

[PACI2(MeCN)2]: Em um erlenmeyer de 125 mL de capacidade contendo 40 mL de
acetonitrila a 60° C foram adicionados lentamente 1,00 g (5,64 mmols) de cloreto de paladio
anidro (PdCl,). A suspensdo foi mantida sob intensa agitacdo magnética por 3 horas. Apos este
periodo o sistema fora resfriado lentamente, obtendo-se um precipitado amarelo cristalino. O
solido foi isolado a partir de uma filtragdo em funil de buchner. Massa do produto: 1,02 g.
Rendimento(%): 71.

Ligante tedmPz: Em um erlenmeyer de 125 mL de capacidade contendo 340,6mg
(2,858 mmol) de 4-etil-3-tiossemicarbazida (CaN3HsS) dissolvido em uma mistura de 40,0 mL
de agua destilada e aproximadamente 0,02 mL de HCI concentrado foi adicionado um volume
de 3,00 mL (2,906 mmol) de solucdo de volume 1:9 de 2,4-pentadiona e &lcool etilico (9,688
mmol/mL). A adi¢éo do reagente conduziu a formacdo de uma solucéo leitosa, que desapareceu
em poucos minutos dando lugar a uma fase oleosa. A agitacdo magnética foi mantida por 20
horas, obtendo-se uma fase oleosa amarelo esverdeada pouco viscosa, sendo esta purificada via
extracdo fracionada em uma solucdo de pentano e &gua seguida de sucessivas lavagens. O
produto foi seco em dessecador por 4 horas sob vacuo. Massa do produto: 362,0 mg.
Rendimento(%): 76,5.
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[PACI(tedmPz’)(PPh3)],® (composto 1): Em um erlenmeyer de 25 mL de capacidade
contendo 100,0 mg do precursor [PdCl2(MeCN)2] (0,3854 mmol) solubilizado em volume de
7,0 mL de cloroférmio, foram adicionados 70,6 mg de tedmPz (0,3852 mmol) e 101,1 mg de
PPhs (0,3854 mmol) solubilizados em solugéo de cloroformio e metanol (1:2), obtendo-se apos
1 hora de agitacdo solucdo amarelo alaranjada contendo pouca quantidade de precipitado. A
solucdo foi filtrada, lavada com agua e seu solvente quase totalmente evaporado em capela,
obtendo-se um sélido amorfo ap6s adicao de pentano ao sistema. O sélido foi filtrado em funil

de buchner e seco em dessecador por 4 horas. Massa do produto: 186,4. Rendimento(%): 82,5.

[PdBr(tedmPz’)(PPhs)] (composto 2): Fez-se a mesma metodologia de adi¢cdo de
reagentes para a sintese do composto 1 (partindo-se de 60,6 mg, ou 0,2330 mmol, de
[PACI2(MeCN)2]), adicionando in situ, ap6s 30 minutos do inicio da reagéo, 44,8 mg de KBr
(0,376 mmol, aproximadamente 1,6:1 composto 1) sob agitacdo intensa, sendo o sistema
mantido por 12 horas, obtendo-se uma solucgéo alaranjada com pouco precipitado, sendo esta
lavada, precipitada e seca sob mesma metodologia descrita para o composto 1. Massa do
produto: 118,6 mg. Rendimento(%): 80,6.

[PdI(tedmPz’)(PPhs)] (composto 3): Fez-se a mesma metodologia de adi¢do de
reagentes para a sintese do composto 1 (partindo-se de 51,5 mg, ou 0,1981 mmol, de
[PACI2(MeCN)2]), adicionando in situ, apos 1h do inicio da reacdo, 39,3 mg de Kl (0,2367
mmol, aproximadamente 1,2:1 Pd) sob agitacdo intensa, sendo o sistema mantido por 2 horas,
obtendo-se uma solugédo avermelhada com presenca de precipitado. Verificou-se que solido ndo
possuia o ligante quelato, sendo este descartado. O sobrenadante lavado com agua e evaporado
até volume aproximado de 1 mL, obtendo-se precipitado apos a adigdo de 10 mL de etanol. O
precipitado (3) foi filtrado em funil de buchner e seco em dessecador. Aspecto do sélido:

cristalino, cor vermelha. Massa do produto: 46,5 mg. Rendimento(%): 34,6.

[PA(SCN) (tedmPz’)(PPhs)] (composto 4): Fez-se a mesma metodologia de adigdo de
reagentes para a sintese do composto 1 (partindo-se de 46,9 mg de [PdClz(MeCN):], 0,1801
mmol), adicionando in situ, apés 1 h do inicio da reagédo, 35,0 mg de KSCN (0,360 mmol,
aproximadamente 2:1 TePd(PPh)CI) sob agitacdo intensa, obtendo-se uma solucgéo alaranjada

com pouco precipitado, sendo esta lavada, precipitada e seca sob mesma metodologia descrita

@ Diferencia-se tedmPz’ de tedmPz pela desprotonagdo do ligante no complexo, formando-se um iminotiolato.
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para o composto TePd(PPh)CI, obtendo-se s6lido amorfo amarelo. Massa do produto: 91,7 mg.
Rendimento(%): 83,6.

3.4 Métodos instrumentais

Anélise Elementar
As andlises quantitativas dos elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio foram
efetuadas no analisador automatico da Perkin-Elmer, modelo 240, pertencente a Central

Analitica do Instituto de Quimica da USP - Séo Paulo.

Espectroscopia Vibracional na regido do Infravermelho
Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos no
espectrofotdmetro Nicolet 1S5 Thermo Scientific, atuando na regido de 4000-400 cm™,

utilizando-se de pastilhas de KBr.

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H e 3C foram registrados nos
Espectrometros multinuclear Bruker, modelos Fourier 300 (7.0 T, Sonda: Easy Probe Dul
300MHz S1 5mm z Gradient) e Avance 111 600 HD (14,1 T, Sonda: Triple Inverse TCI Cryo-
probehead), localizados no 1Q-UNESP de Araraquara. Utilizou-se cloroférmio-d: e dmso-de
para dissolucdo das amostras. Os deslocamentos quimicos obtidos foram referenciados pelos

solventes. Software para aquisicdo: TopSpin v.3.2.

Medidas de Condutividade
As medidas de condutividade foram realizadas pelo condutivimetro DM 31 Digimed.

Utilizou-se solugBes de dmf em concentracdo do composto de 1,0 x 10 mol/L.

Medidas de Ponto de Fuséao
As medidas de ponto de fusdo foram realizadas no aparelho MQAPF-302, de

temperatura méxima de 350°C. Utilizou-se o valor de taxa de aquecimento de 3,0 °C/min.

Espectrometria de Massas
Para espectrometria de massas foi utilizado o espectrometro modelo 3200 QTRAP

LC/MS/MS contendo analisador hibrido triplo quadrupolo/armadilha de ions linear (LIT),
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localizado no 1Q-UNESP de Araraquara. A analise foi realizada por infusdo direta MS/MS
utilizando-se metanol padrdo LC-MS como solvente no modo positivo de ionizagdo por
electrospray. Parametros: lonSpray (IS): 5000 V, DP: 20V, EP: 10V. Experimentos: varredura
de ions (200 — 1000) e enhanced resolution (ER). As amostras foram preparadas dissolvendo-
se 1mg de analito em metanol padrdo HPLC-MS e posteriormente diluido a concentragdes
adequadas para o0 experimento.

Difracdo de raios X de monocristais

A determinacdo estrutural por difracdo de raios X de monocristal foram realizadas em
um difratdbmetro BRUKER APEX Il Duo, equipado com duas micro fontes, de cobre e
molibdénio, e sistema OXFORD de baixa temperatura. As estruturas foram determinadas em

colaboracdo com o Prof. Dr. Victor Marcelo Deflon.

3.5 Testes bioldgicos com células tumorais

Medidas de Atividade Bioldgica

Os experimentos bioldgicos foram realizados no Departamento de Analises Clinicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP, em colaboracdo com a Prof?. Dr2. Iracilda Z.
Carlos e a doutoranda Francine A. Manente. Foi avaliado o indice de citotoxicidade dos

complexos 1-4 e do composto organico tedmPz frente as células tumorais MFC-7.

Determinacdo da viabilidade celular

Foram adicionados 200 pL das células tumorais ajustadas a uma concentragdo de 5x10°
células mL* em cada poco de placas 96 pocos. Apds 24 h de incubacio, periodo necessario
para as celulas aderirem a placa, foram colocados 200 pL de solucdes de concentragdes
conhecidas dos compostos sintetizados em cada poc¢o. Apos incubagéo por mais 24 h, as células
foram expostas ao MTT por 3 h. O contetdo da placa foi entdo vertido e adicionadas a cada
poco 100 pL de alcool isopropilico visando solubilizar os cristais de formazana formados. A
leitura da absorbancia foi realizada em fotocolorimetro UV/Visivel (Multiskan Ascent,
Labsystems), em comprimento de onda de 540 nm e filtro de referéncia 620 nm. Foram
realizados dois experimentos independentes em triplicada para cada concentragdo. Os valores
correspondentes a concentracdo que reduz em 50% a viabilidade celular (ICso) dos compostos
foram quantificados atraves da regressao nao linear de uma curva dose-resposta de cada grafico

obtido por Concentracdo x Viabilidade Celular, obtidos utilizando-se o programa OriginPro 8.
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Preparo das solugdes

As solucbes-mée dos compostos foram preparadas dissolvendo-se 5,0 umol de cada
composto em 1,0 mL de dmso (5,0 mmol L) e posterior diluicio com meio de cultura DMEM
momentos antes da aplicacdo das amostras nos testes de citotoxicidade, atingindo concentracdo
méaxima de dmso de 2,0% v/v. As concentra¢Bes obtidas para o ensaio foram 100; 50,0; 25,0;
12,5; 6,25; 3,12; 1,56 pmol L.

Reacdo com o nucleosideo guanosina

Foram solubilizados em 5 mL de metanol 6,00 mg de guanosina (21,2 mmol) e
adicionadas quantidades estequiométricas dos complexos 1-4 sob agitacdo, deixando o sistema
deste modo por 24 h. O solvente foi removido via evaporagdo em capela, seco em dessecador
a vacuo por 4 horas e finalmente realizado o experimento em dmso-ds. A ocorréncia da reagdo

fora verificada via espectroscopia de RMN dos complexos e a guanosina livre.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e caracterizacao espectroscépica do composto tedmPz (3,5-dimetil-1-(N-

etil)tiocarbamoilpirazol):

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho e de RMN é de grande
importancia na elucidacdo de estruturas de diversas classes de compostos organicos ou de
coordenacdo, sobretudo na identificagdo de grupos funcionais envolvidos e 0 modo de
coordenacao dos ligantes. Os principais modos vibracionais discutidos serdo os que indicam a
ocorréncia da sintese do ligante (perda dos grupos C=0 e formacdo do anel pirazolico) e
referentes a formacdo do complexo, observados pelas variagcbes nos modos vibracionais dos
grupos funcionais pirazol, tioamida, fosfina e tiocianato, além da variacdo dos sinais dos
nicleos de H e 3C para regides de maior ou menor blindagem no espectro, importantes na
identificacdo do modo de coordenacgédo no quelato.

O mecanismo de reacdo envolvido na sintese de pirazdis a partir da acetilacetona
(Hacac) é bem estabelecido na literatura, sendo no intervalo de pH de 1,5-3,0 constatada a
condensagao catalisada por acido®3. A reagdo em questdo envolve a formagao de intermediarios
diidroxipirazolidinicos (A) (Figura 27)%. N&o ha evidencias de formac&o de hidrazonas como
intermediarios, de modo que o produto da adi¢do da hidrazina com uma das carbonilas do acac
é seguido de uma ciclizacdo imediata. O intermediario diol (A) entdo sofre duas eliminacbes
sucessivas para gerar o produto (B).

Figura 27 — Mecanismo de reagdo entre acetilacetona e hidrazinas

o OH HO OH HO
H R répido M lento )(Y lento \(Y
~ o — L
N H,0 / -H,0 /
RN—NH RN—N RN—N
A B

Fonte: Adaptado de KATRITZKY, A. R.%

A sintese do composto organico 3,5-dimetil-1-(N-etil)tiocarbamoilpirazol foi obtida
através da metodologia utilizada pelo grupo para o composto 3,5-dimetil-1-(N-metil)-

tiocarbamoilpirazol®, e sua caracterizacio foi realizada acompanhando os espectros no IV e



RESULTADOS E DISCUSSAO 49

RMN do composto analogo®. No espectro vibracional no IV do produto (Figura 28) nota-se a
formacéo do anel pirazolico pelo desaparecimento de duas das bandas vNH (entre 3100 e 3400
cm™?) e auséncia de bandas intensas referentes ao C=0 (aproximadamente 1700 cm™), além da
formacado da banda de vC=N (1577 cm™) referente ao anel pirazélico. O espectro em questio

sera fundamental a posteriori para compreensao da coordenacdo dos complexos sintetizados.

Figura 28 — Espectros vibracionais no comprimento de onda do infravermelho para o reagente (4-etil-
3-tiossemicarbazida) e composto organico tedmPz
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Fonte: autor

A espectroscopia de RMN-'H e 13C foi de grande auxilio na identificagdo do produto
gerado. Analisando o espectro de ressonancia magnética nuclear de *H do produto (Figura 29),
nota-se um conjunto de seis sinais referentes aos hidrogénios da molécula. Observa-se um sinal
alargado em 9,15 ppm atribuido a ressonancia de nucleos de H ligados a &tomos de nitrogénio
%, um simpleto em 5,93 ppm caracteristico ao hidrogénio ligado a carbono sp? e um par de
quardrupletos em 3,68 ppm ((Jnn = 5,5 Hz; 2Jcns = 7,2 Hz) Em regido de campo alto, verificam-
se 0s sinais caracteristicos dos grupos metilicos em 2,71, 2,15 e 1,27 ppm referentes as metilas

do pirazol e do grupo etil respectivamente.
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Figura 29 — Espectro de RMN-'H do composto tedmPz realizado em cloroférmio-d*
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Fonte: autor

Os hidrogénios da metila da posicdo 5 encontram-se mais desprotegidos quando
comparados aos hidrogénios da metila 3 devido a sua proximidade ao grupo tiocarbamoil®. A
integracao dos sinais revelou a seguinte propor¢do dos atomos de H na molécula (Tabela 5):

Tabela 5. Proporgdo de hidrogénios obtida pelo espectro de RMN do ligante

S 9,15s  593s 3,68 dq 2,71s 2,165 1,27t(J=7,2Hz)
(7,2e 5,5 Hz)
integracéo [1H] [1H] [2H] [3H] [3H] [3H]

Fonte: autor

O sinal referente aos hidrogénios ligados a carbonos a-tioamidicos encontra-se
duplicado, possivelmente por dois fendmenos: 1) efeitos de ressonancia, uma vez que a ligacao
© encontra-Se delocalizada, gerando isbmeros conformacionais (Figura 30) capazes de serem
distinguidos via experimento de RMN® uma vez que os hidrogénios se encontram em
diferentes ambientes quimicos em cada uma dos isdmeros; 11) o acoplamento com o hidrogénio
ligado ao nitrogénio, subdividindo os sinais referentes aos hidrogénios dos carbonos a. Esse
tipo de acoplamento é incomum para a maioria das aminas, porem pode acontecer para alguns

tipos de amidas primarias e secundarias®.
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Figura 30 — Formas possiveis para o ligante tedmPz

Fonte: autor

A segunda hipétese é coerente ao espectro de RMN-C (Figura 31), uma vez que é
verificado somente um sinal referente ao carbono tiocarbonilico (176,01 ppm) onde seriam

esperados um conjunto de picos referente a este carbono®®.

Figura 31 — Espectro de RMN-**C do composto tedmPz obtido em cloroférmio-d*

13.187
1.0 (10) 1728
09 HSCIWbHS 111.451 @ an+e
0.8 Nl_éz
o7 7NH—<
= - HSC_S/ S 8)
B 39.31
& 06
=
o
S os
£ (314503
S 04 (5)148.71 }
0.3 77.00
176.01-(6)
0.2
0.1

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Chemical Shift (ppm)

Fonte: autor

Outro indicativo é encontrado na absor¢do em 9,15 no RMN de H para o
desdobramento pelo *®N em 1J (Figura 32). O is6topo *N possui abundancia natural muito
superior aos outros isotopos de nitrogénio, spin nuclear igual a 1 (e portanto momento elétrico
de quadrupolo), resultando na absor¢do devida ao acoplamento de *H ao ndcleo **N intensa e
larga®’. Contudo, para espectros em boa resolucdo de amostras muito concentradas contendo
pouca agua é possivel verificar os desdobramentos (dublete) pelos hidrogénios de carbonos ao-
amidicos referente ao isotopdmero contendo °N (em N7), is6topo de baixa abundéncia e spin

nuclear igual a 1/2. Estes desdobramentos variam dependendo da hibridizacdo do nitrogénio na
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molécula, variando de 89-96 Hz para pirrdis e imidazdis®. Verifica-se no espectro de RMN-H
do ligante um dublete (J = 90 Hz) referente ao acoplamento *H-°N a uma ligacdo, sendo
possivel observar através deste os desdobramentos pelos hidrogénios do carbono a, cuja

constante de acoplamento condiz com a absorc&o referente ao C8 (J = 5,5 Hz)%°.

Figura 32 — Ampliacdo do espectro de RMN-H do composto tedmPz realizado em cloroférmio-d1,
destacando os sinais referentes aos hidrogénios H7 e H8
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Fonte: autor

Nota-se no espectro de RMN - *C a incongruéncia entre nimero de picos e carbonos
presentes na molécula, o que consiste na presenca de equivaléncia de deslocamento quimico
para dois dos carbonos. A equivaléncia € verificada nos carbonos das metilas (C9, C10 e C11),
uma vez que estes possuem deslocamentos quimicos semelhantes - sdo carbonos primarios
ligados a outro carbono secundario ou quaternario, sendo as absor¢es em 13,18 e 17,28 ppm
0s possiveis sinais em que ha a equivaléncia de deslocamento quimico, sendo necessarios
experimentos de RMN que correlacionem os espectros de RMN-'H e *C. Foram atribuidos
também o deslocamento quimico para C8 (39,31 ppm), C4 (111.45 ppm) e aos sinais menos
intensos aos carbonos quaternarios C5 (148,71 ppm), deslocado para campo mais baixo em
relagdo ao C3 (145,03 ppm), uma vez que este se encontra proximo ao grupo tiocarbamoil®.

4.2 Caracterizagdo dos complexos do tipo [PdX(PPhs)(tedmPz’)] {X = CI; Br; I; SCN}

Consideracdes iniciais

O complexo 1 foi preparado a partir da reacdo entre o [PdCl2(MeCN).] e os ligantes
tedmPz e trifenilfosfina, na propor¢do molar de 1:1:1 em cloroférmio a temperatura ambiente,
sendo os complexos restantes obtidos a partir do término da sintese do complexo de cloro pela
adicdo in situ de seus respectivos haletos e pseudohaletos de potassio, em razdes que variam

dependendo do caréater polarizante do anion.



RESULTADOS E DISCUSSAO

53

Os compostos inéditos [PdX(PPhs)(tedmPz’)] (X = CI', Br, I e SCN’) sdo neutros,

solidos, de coloragdo entre amarelo (4) amarelo alaranjado (1 e 2) e laranja avermelhado (3),

estaveis a condi¢cdes ambientes, soltveis em cloroformio, éter etilico, acetonitrila e acetona,

pouco sollveis em metanol, etanol, dmf e dmso e insoltvel em agua.

Trifenilfosfina:

Moléculas polifenilicas do tipo X(Phz)n, como a trifenilfosfina, apresentam 30 modos

vibracionais, dos quais 24 envolvem somente atomos de hidrogénio e carbono, enquanto que

0s modos g e t sdo vibracGes que contém também contribuicdes significativas de estiramento

da ligacéo P-fenil. O espectro no IV do composto trifenilfosfina (PPhs) esta ilustrado na Figura

33 e seus principais modos vibracionais estdo inseridos na Tabela 6%,

Figura 33 — Espectro vibracional da trifenilfosfina na regido do infravermelho
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Fonte: autor

Tabela 6. Dados obtidos por espectroscopia vibracional no IV para trifenilfosfina e suas atribuigdes

Bandas (cm™) Atribuicdo
3057 (f) VCH
1959-1813 (f) Harmaonicos
1473(F), 1429(F), 1308(f) Vanel

1178 (f) Be-+

1088 (F) Q

995 (m) Vanel

744 (F) YC-H

692 (F) Yanel

496 (F) Y

427 (F) T

Intensidades: F = forte; m = média; f = fraca.
Fonte: Adaptado de FREM, R. C. G.%°
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Tiocianato:

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho é uma técnica interessante na
investigacdo de complexos contendo pseudo-haletos em sua esfera de coordenacgéo,
principalmente pela presenca de bandas caracteristicas destes, sobretudo em seus diferentes
modos de coordenacdo. Entre as bandas de absor¢do no IV destes compostos, a de maior
importancia e referente aos modos vibracionais de estiramento assimétrico, situando-se em uma
regido bastante limpa do espectro (2200-2000 cm™L).

O ion tiocianato SCN- apresenta dois modos vibracionais ativos importantes no
infravermelho, sendo estes 0 proprio vasCN. intenso em 2053 cm™, e vCS pouco intenso em 748
cmL. Ele pode coordenar-se a um Gnico metal (coordenagao terminal) ou a dois ou mais centros
metalicos (coordenacdo em ponte). A formacdo da ligacdo Pd-NCS é caracterizada pelas
presencas das bandas vasCN e vCS na regidio de 2090-2060 cm™ e 854-830 cm”,
respectivamente. Quando coordenado pelo atomo de enxofre, a banda vasCN localiza-se em
torno de 2100-2150 cm™, enquanto a banda vCS encontra-se no intervalo de 696-711 cm™.
Atuando em ponte, a banda vasCN € encontrada em regifes do espectro acima de 2130 cm™ ©,
De modo semelhante, utiliza-se também para o estudo do modo de coordenagdo do tiocianato
a espectroscopia de RMN de *C, onde s&o obtidos diferentes valores de deslocamento quimico
do carbono presente no ion tiocianato idnico, complexado via nitrogénio e via enxofre. De modo
geral, verifica-se a ordem de deslocamento quimico em referéncia ao TMS do carbono

tiocianato como sendo S-ligante < idnico < N-ligante’?.
Ligante tedmPz:

Sugere-se que a estrutura das tioamidas e seus analogos seja um hibrido de ressonancia,

com contribuicio de estruturas altamente polares’® do tipo *H2N(CS)R (Figura 34).

Figura 34 — Estruturas de ressonéncia da tioamida

S S
)L /&
+
R NH, R NH,
Fonte: autor

Compostos organicos portadores do grupo tioamida (HNCS) ddo origem a quatro

bandas caracteristicas no espectro no IV’3. A banda Tioamida | ¢é localizada em
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aproximadamente 1500 cm™ e possui contribui¢des dos modos vibracionais SNH e vC=N. A
banda Tioamida 11 aparece na regido de 1300-1200 cm™ e apresenta contribui¢des dos modos
vibracionais vC=N + SNH + 8CH. Espera-se em 1000 cm™ a presenca da banda Tioamida 111
com significativa contribui¢do dos modos vibracionais vC=N + vC=S. A banda Tioamida IV,
com forte contribui¢do do modo vC=S, é encontrada no intervalo espectral de 850-700 cm™.

Se a coordenacdo ocorre via &tomo de enxofre, as contribui¢des das estruturas altamente
polares aumentam, devido a doacao de um par de elétrons do enxofre ao metal, provocando um
enfraquecimento da ligacdo C=S e produzindo um carater parcial de ligacdo C=N ao nitrogénio
da tioamida’™. Verificou-se em trabalhos anteriores a desprotonagdo do grupo tioamida de
complexos tetracoordenados catidnicos contendo tiocarbamoilpirazois, resultando em ligante
do tipo N,S-anidnico e carga do complexo neutra®,

Espera-se que o0 atomo de enxofre esteja cis-direcionado ao ligante trifenilfosfina, uma
vez que a situacdo inversa geraria uma competicao entre os atomos de enxofre pela retroligacéo
proveniente dos elétrons disponiveis na subcamada d do metal, enfraquecendo as duas ligacoes
Pd-S e Pd-P™. Tal condigdo facilita a troca do fon cloreto restante por brometo, iodeto, e
tiocianato. Esta substituicdo € facilitada também devido a outros fatores, como maior
nucleofilicidade apresentada por estes ligantes em relagio ao cloreto’® e os ligantes de entrada
serem bases de Pearson mais moles que o CI", uma vez que o ion de Pd(Il) € um acido mole,

possuindo portanto maior tendéncia em se ligar a bases moles’’.
4.2.1 Espectroscopia vibracional na regido do 1V para os complexos
A Figura 35 representa os espectros no 1V dos complexos 1-4 em comparacdo aos

ligantes PPh3 e tedmPz. As principais frequéncias vibracionais presentes nos espectros no 1V

dos compostos foram atribuidas e encontram-se listadas na Tabela 7.
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Figura 35 — Espectros vibracionais no comprimento de onda do infravermelho para os compostos
trifenilfosfina, tedmPz e os complexos sintetizados na regido de 4000-400 cm™.
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Fonte: autor

Verifica-se 0 deslocamento das bandas de tioamidas caracteristicas 1 (1516 cm™), 11l
(976 cm™) e IV (801 cm™) para os espectros dos complexos sintetizados provocada pela
desprotonacdo, além perda da banda atribuida ao vNH (3322 cm™), vSH (2584 cm?) e
deslocamento da banda Tioamida Il (1245 (tedmPz), 1253 (1), 1252 (2), 1253 (3) e 1260 cm™*
(4)) no espectro dos complexos. Todas as mudancas supracitadas indicam a desprotonacdo e
mudanca estrutural provocada pelo fluxo de elétrons no grupo tioamida, sendo o deslocamento
da banda Tioamida IV para menores valores de nimero de onda (801 cm™ para tedmPz, 705-
702 cm* para os complexos), proveniente da dupla ligagdo em C-S, um forte indicativo da
coordenacdo via atomo de enxofre. Também corroboram a estrutura pretendida os
deslocamentos das bandas referentes aos complexos vCNanel (1577 (tedmPz), 1562 (1), 1561
(2), 1562 (3) e 1560 cm™ (4)) indicando coordenacéo pelo N(sp?) do pirazol, em vista que a
ligacdo Pd-Npirazol retira densidade eletronica do nitrogénio.

E possivel evidenciar a coordenacao do ligante trifenilfosfina devido a presenca de suas
bandas caracteristicas na regido de 1481 (5CC), 1095 (q) e 747 cm-1 (5CH)®2. No espectro do
complexo contendo tiocianato observa-se a banda de absorcao de vas(SCN) em 2101 cm?, sendo
este valor ambiguo para a coordenagdo do tiocianato via &tomo de enxofre (2150-2100 cm™) e

nitrogénio (2100-2080 cm™) encontrados em complexos de coordenacgdo na literatura™. As
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frequéncias vibracionais presentes nos espectros no IV dos compostos foram atribuidas e
encontram-se na Tabela 7.

Tabela 7 — Dados obtidos por espectroscopia no IV referente ao ligante tedmPz, seus complexos
[PAX(PPhs)(tedmPz’)] (X = CI', Br’, I" e SCN") e suas atribuigdes

NUmero de onda (cm™) Atribuicdes
tedmPz 1 2 3 4
3325 - - - - vN-H

- 3086 3086 3086 3073 vC-Henil

- 3057 3056 3055 3056 VC-Hrenil
2975 2967 2966 2964 2966 vC-Hpirazol
2927 2928 2927 2923 2927 VC-Hmetila
2876 2867 2866 2866 2862 VC-Hmetila
2584 - - - - vS-H

- - - - 2101 vas(SCN)

- 1600 1599 1598 1610 VC=Nticamida
1577 1562 1561 1562 1560 VC=Nanel
1516 - - - - Tioamida |

- 1480 1480 1480 1481 vC-Cpphz
1454 1457 1456 1454 1458 0asCH3
1335 1335 1335 1334 1337 vC-Chirazol
1245 1253 1252 1253 1260 Tioamida Il

- 1098 1098 1097 1101 Opphs
1035 1046 1046 1043 1051 vNNanel + 6rCH3
976 - - - - Tioamida Il1
961 955 956 956 958 orCH3
801 705 704 702 705 Tioamida IV

- 748 748 147 747 0CHpphs

4.2.2 Espectroscopia de RMN-'H e 13C para os complexos:

Fonte: autor

O espectro de RMN de *H dos complexos estdo representados pela Figura 36, sendo os

valores de deslocamento quimico, multiplicidades, constantes de acoplamento e valores de

integral contidos na Tabela 8.
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ppm

Fonte: autor

Figura 36 — Espectros de RMN-tH para os complexos obtidos em cloroférmio-d;
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Os espectros de RMN de *H dos complexos sdo semelhantes ao do ligante livre, sendo
0 desaparecimento do pico referente ao hidrogénio do grupo tioamida (9,15 ppm) e
deslocamento das metilas do anel pirazélico as principais mudancas. Verifica-se 0
deslocamento do sinal referente ao H11 para campo mais baixo apds a complexacéo (2,16 ppm
para o ligante e 2,69, 2,73, 2,77 e 2,54 ppm para os complexos contendo CI-, Br,, I' e SCN"
respectivamente), visto que com a formacéo da coordenacgéo do Pd(l1) ao nitrogénio do pirazol
torna a metila proxima mais desprotegida®, enquanto que o H10 desloca-se para campo mais
alto (2,71 ppm para o ligante e 2,52, 2,55, 2,50 e 2,52 ppm para os complexos contendo CI-, Br
, I e SCN" respectivamente), resultado da mudanca dos grupos tioamida (desprotonacéo)
proximos a metila. Verificam-se os sinais referentes aos hidrogénios do grupo trifenilfosfina
deslocados para campo de maior desblindagem se comparado ao ligante livre (7,3 ppm),
proveniente da formacdo da ligacdo de coordenacdo. Além disso, verifica-se efeito de
anisotropia para os hidrogénios H11, sobretudo ao composto contendo tiocianato, uma vez que
a proximidade das duplas ligacGes do ligante tiocianato é capaz de promover efeito protecao

aos hidrogénios da metila do pirazol.

Tabela 8 — Dados referentes aos espectros de RMN-H para o ligante livre e complexos sintetizados

Referéncia NH PPh3 PPh3 H4 H8 H10 H11 Ho
Stedmpz 9,15 (s) - - 593(s) |3.68(dg)* | 271() | 216(s) | 1,27 ®)*
51 - 778(m) | 7.47(m) | 593(s) | 329(q)* | 252() | 269(s) | 1,16 (t)*
82 - 779(m) | 7.46(m) | 595() | 333(q)* | 255() | 273() | 117 (®)*
8 - 779(m) | 745(m) | 593() | 330(q)* | 250() | 277() | 1,15(t)*
84 - 772(m) | 751(m) | 598(s) | 329(q)* | 252() | 254(s) | 117 (®)*

J [1H] [6H] [9H] [1H] [2H] [3H] [3H] [3H]

* 3Jchochs = 7,2HZ; Inkch, = 5,5Hz
Fonte: autor

As figuras a sequir (Figura 37-40) mostram os espectros de RMN de *3C dos complexos

1-4 obtidos em CDCls. As atribui¢des dos sinais encontram-se na Tabela 9.
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Figura 37 — Espectro de RMN de **C do complexo [PdCI(PPhs)(tedmPz')] (1).
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Fonte: autor

Figura 38 — Espectro de RMN de *C do complexo [PdBr(PPhs)(tedmPz')] (2).
Solvente: cloroférmio-d*
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Fonte: autor
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Figura 39 — Espectro de RMN de *C do complexo [PdI(PPhs)(tedmPz")] (3).
Solvente: cloroférmio-d!
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Figura 40 — Espectro de RMN - 3C do complexo [Pd(NCS)(PPhs)(tedmPz')] (4).
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Os espectros de RMN de 3C estdo de acordo com as estruturas propostas. Neles sdo
observados 6 sinais referentes ao grupo fenil presentes na trifenilfosfina e 8 sinais atribuidos ao
ligante tiocarbamoilpirazol. Verifica-se o deslocamento mais pronunciado dentre os sinais da
trifenilfosfina referente ao carbono ligado diretamente ao fésforo para campo mais desblindado
(143,55-144 ppm) se comparado a valores da PPhs livre (137,18 ppm)’®, proveniente da
coordenacao do ligante ao Pd(Il).

A atribuicéo e interpretacdo dos sinais referentes ao ligante tedmPz nos complexos 1-4
fora realizada em comparacdo ao ligante livre, visto que ndo h& na literatura o estudo deste
ligante via espectroscopia de RMN — *C seja do ligante livre ou em sua forma coordenada.
Espera-se a variacdo dos deslocamentos quimicos dos carbonos ligados diretamente ao grupo
tiocarbamoil e de carbonos préximos ao N1 do grupo pirazol, levando-se em conta a formacao
do quelato de forma N,S-anibnica. No espectro de RMN de ¥C (Figuras 37-40) foram
observadas grandes variacdes de deslocamento quimico, na faixa de 22 a 24 ppm para regides
de maior blindagem, referente ao carbono C6 de todos os complexos sintetizados se comparado
ao ligante livre (tiocarbonilico, sinais entre 154,56-152,72 ppm para os complexos 1-4 e 176,01
ppm para o tedmPz livre), justificando a mudanca estrutural provocada pela desprotonagéo do
N3 e consequente mudanca estrutural do grupo tiocarbamoil, neutro, para iminotiolato,
aniénico. A formacéo do nitrogénio iminico é verificada também pelo deslocamento do carbono
C8 para campo de menor blindagem no complexo (46,14-46,29 ppm para os complexos e 39,31
ppm no ligante livre), coerente aos valores de deslocamento quimico de iminas encontrados na
literatura, em 48,2 ppm?®. Para o ligante pirazélico, sdo verificadas variagdes para os carbonos
C3 e C5, para regido de maior blindagem (127,45-130,92 ppm para C3 e 127,83-131,69 para

C5), proveniente da capacidade n-aceptora da base de schiff.
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Tabela 9 — Dados de RMN de **C para os complexos 1-4

15C Composto
1 2 3 4
C9 15,06 15,10 15,09 14,78
Cl11 15,47 15,77 15,70 14,87
C10 15,76 17,26 20,40 15,74
Ccs8 46,14 46,20 46,29 46,17
C4 110,44 110,11 109,48 110,18
C3 128,99 129,75 130,92 127,45
C5 129,37 130,13 131,69 127,83
C6 154,47 154,56 154,21 152,72
C NCSs - - - 137,75
128,20 128,10 127,85 128,62
. 131,07 130,98 130,88 131,6
Cfenil
134,79 134,84 134,89 134,4
143,55 143,56 143,64 144,00

Fonte: autor

Verifica-se a partir do espectro obtido para 0 composto 4 um pico pouco intenso em
137,80 ppm, um forte indicativo para coordenacdo do ligante tiocianato via atomo de
nitrogénio, uma vez que se verifica a coordenacédo do tipo M-SCN- (tiocianato, coordenado pelo
enxofre) na faixa de 116-130 ppm e M-NCS" (isotiocianato, coordenado pelo nitrogénio) em
130-146 ppm’*. O modo de coordenagdo Pd-NCS é favorecido por solventes de baixa constante
dielétrica, como é o caso para a sintese do compostos 4, em gue se utilizou de cloroférmio. Esta
relacdo com a polaridade do solvente provem da intensificacdo de interacGes de natureza
covalente em solventes de alta constante dielétrica e intensificacdo de interacdes de natureza

idnica para solventes de baixa constante dielétrica .

4.3 Analise elementar, ponto de fusédo de condutividade molar

A condutividade molar dos complexos 1-4 foram obtidas em solu¢bes de dmf e sé&o
apresentadas na Tabela 10, juntamente com os dados de analise elementar. Os resultados
encontrados estdo entre 2,52 e 5,86 Scm?mol™. De acordo com os estudos de condutividade de
complexos na literatura 882, os valores encontrados séo tipicos de compostos nio-eletrolitos.
Verifica-se a partir dos resultados de analise elementar das composi¢cGes dos elementos
carbono, hidrogénio e nitrogénio obtidas experimentalmente estdo de acordo com as formulas
propostas (Tabela 10). O valor de faixas de fusdo estreitas para os compostos 1-3 indica 6tima

pureza para estes compostos.
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Tabela 10 — Composigéo dos elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio, em porcentagem (m/m),
calculados e obtidos via analise elementar, dados de temperatura obtidos nos experimentos de ponto
de fusdo utilizando-se taxa de aquecimento de 3,0 °C/min e condutividade molar em dmf

Obtido/Calculado

Composto %C %H %N PF.(cc) C (Scm”mol™)
1 52,35/53,25 4,64/4,64 7421717 185,3-186,5 4,50
2 49,53/4950  4,40/4,31 6,78/6,66 180,1-182,0 2,52
3 46,46/46,07 4,13/4,01 6,30/6,20 146,3-148,0 3,37
4 52,40/53,24  4,34/4,.47 9,05/9,20 156,4* 5,86

*Temperatura de decomposicao

Fonte: autor

4.4 Espectrometria de Massas

A formacdo de um complexo de paladio contendo cloreto, trifenilfosfina e o ligante

tedmPz foi confirmada via espectrometria de massas para o0 composto 1 (Figura 41). Evidencia-

se 0s picos em m/z = 588, contendo a distribui¢do isotdpica prevista referente ao espectro de

massas calculado para o ion molecular (M™) utilizando como férmula molecular

C26H2sN3SPdPCI (Figura 42)2%, e m/z = 550, proveniente da perda do ligante cloreto e formagao

da especie [Pd(tedmPz)(PPh3)]*, e/ou subsequente migracdo do grupo fenil do ligante

trifenilfosfina para o centro de paladio atraves da clivagem da ligacdo P-C, gerando a espécie
[Pd(tedmPz)(PPhy)Ph]* 8.

Figura 41. Espectro de massas obtido para o composto 1
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Fonte: autor
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A formacéo dos demais complexos (2-4) é observada através dos ions moleculares para
0s conjuntos de picos em m/z de aproximadamente 632 (2), 678 (3) e 611 (4), além das espécies
formadas em decorréncia da perda do halogénio brometo (2), iodeto (3) e tiocianato (4),
referente aos picos em m/z = 550. Outros conjuntos de picos podem ser atribuidos a formacéo
de adutos com sodio entre os complexos, como é o caso dos picos em m/z = 654 (2) e 631 (4),
ou adutos de potassio, referente aos conjuntos de picos em 590 (2 e 3) e 648 (4). Os espectros

de massas obtidos sdo mostrados nas Figuras 43-49.

Figura 42 — Espectro de massas calculado para ion molecular do composto 1

100 T T

1 59z
o < X . T T T 594
g8z
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Fonte: autor

Figura 43 — Expanséo do pico molecular (m/z = 588) do espectro de massas obtido para o composto 1
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Fonte: autor
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Figura 44 — Espectro de massas obtido para o composto 2
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Fonte: autor

Figura 45 — Expansao do pico molecular (m/z = 632) do espectro de massas obtido para 0 composto 2
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Fonte: autor
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Figura 46 — Espectro de massas obtido para o composto 3
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Fonte: autor

Figura 47 — Expansao do pico molecular (m/z = 678) do espectro de massas obtido para 0 composto 3
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Fonte: autor
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Figura 48 — Espectro de massas obtido para o composto 4
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Fonte: autor

Figura 49 — Expansao do pico molecular (m/z = 609) do espectro de massas obtido para 0 composto 4
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Fonte: autor
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4.5 Difracéo de raios X de monocristal

4.5.1 Tentativa de obtencéo de monocristais

Foram realizadas diversas tentativas de crescimento de monocristais dos compostos 1-
4, porem, até 0 momento, apenas foram obtidos cristais propicios para anélise de difracdo de
raios-X para o composto 2, [PdBr(PPhs)tedmPz]. A metodologia empregada com sucesso na
obtencio de monocristais foi a partir do método de difusdo de vapor®, no qual foi realizada a
dissolucdo de aproximadamente 5 mg do composto em 0,5 mL de cloroférmio em um tubo
pequeno, sendo este posicionado dentro de um tubo maior, contendo 3 mL de pentano como
antissolvente. O tubo maior é entdo fechado, o sistema (Figura 50) é deixado em repouso em

local adequado e os cristais obtidos apds 7 dias.

Figura 50 — Esquema do método de difuséo de vapor visando a obtengdo de monocristais

. .

R SR

difusdo +———

antissolvente

solvente + soluto cristais

Fonte: autor

4.5.2 Determinagéo estrutural via difracio de raios X de monocristal

Buscando a confirmacdo estrutural do complexo 2 no estado solido, foram obtidos
monocristais adequados deste composto para determinacdo por difracdo de raios-X. Os
principais dados cristalograficos da estrutura obtida, condicdes empregadas e refinamentos

estdo na Tabela 11. A representacdo ORTEP do composto 2 € exibida na Figura 50.
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Tabela 11. Principais dados da coleta de intensidade e de refinamento das estruturas cristalinas e
molecular do complexo 2

Férmula empirica CaH2s BrN3 PPd S

Massa molecular 631,85

Sistema Cristalino Ortorrébmbico

Grupo espacial Pbca
a=9,11880(10) A (o =90°)

Dimensdes / Angulos da célula unitaria b=14,7494(3) A (B =90°
c=138,8738(6) A  (y=90°)

Z (moléculas/células unitarias) 8

Densidade (calculada) 1,605 g/cm?®

Temperatura 296(2) K

Radiacdo (comprimento de onda) 0,71073 A

Volume 5228,40(15) A3

Coeficiente de absor¢éo 2,399 mm*

F(000) 2536

Tamanho do cristal 0,260 x 0,120 x 0,040 mm?

0 utilizado na medigao 2,467 até 26,421°.

Reflex6es observadas 43049

Reflexdes Unicas 5378 [R(int) = 0.0441]

Data / restraints / parameters 5378 /0/301

Densidade eletronica (maxima e minima) 0,407 / -1,125 /A3

Indices R finais [1>2sigma(l)] R1 = 0.0406, wR2 = 0.0921

Indices R (todos os dados) R1 =0.0538, wR2 = 0.0981

Fonte: autor

Observa-se pelo diagrama de ORTEP de [PdBr(tedmPz’)(PPhs)] (composto 2, Figura
51) que a esfera de coordenacdo do atomo de paladio é constituida por uma molécula de N-etil-
1-iminotiolato-3,5-dimetilpirazol coordenada de maneira anionica bidentada pelos atomos de
enxofre e nitrogénio (N1), o ligante trifenilfosfina ligado trans ao nitrogénio e o brometo
coordenado trans ao enxofre, indicando a natureza m-receptora do enxofre e fosforo em suas
estruturas. Dados referentes a distancias e angulos de ligacdes estdo contidos nas Tabelas 12-
14. Também ha forte evidéncia referente a coordenacdo N,S-anibnica do ligante 3,5-dimetil-1-
(N-etil)tiocarbamoilpirazol em sua forma desprotonada (iminotiolato) a partir da auséncia de
contraions na estrutura do complexo, bem como o angulo de ligacdo C6-N3-C7 (119.6(4)°,

Tabela 14) ser tipicamente de uma estrutura trigonal planar envolvendo hibridiza¢io sp2. Outros
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Figura 51. Representacdo ORTEP da estrutura do complexo 2

Fonte: Fornecido pelo Prof. Dr. Victor Marcelo Deflon

Tabela 12. Distancias de ligacio (A) para o composto 2

C1 C2 1.500(7) c21 Cc22 1.395(6)
C2 N1 1.330(5) Cc21 P1 1.804(4)
C2 C3 1.388(6) C22 C23 1.375(6)
C3 C4 1.349(7) C23 C24 1.373(7)
C4 N2 1.366(5) C24 C25 1.382(7)
C4 C5 1.503(7) C25 C26 1.370(6)
C6 N3 1.252(6) C31 C36 1.375(6)
Cé6 N2 1.424(6) C31 C32 1.393(6)
C6 S1 1.735(4) C31 P1 1.817(4)
C7 cs 1.432(9) C32 C33 1.397(7)
c7 N3 1.468(7) C33 C34 1.376(9)
Ciu1 C16 1.385(6) C34 C35 1.358(8)
C11 C12 1.389(6) C35 C36 1.386(7)
ci1 P1 1.826(4) N1 N2 1.380(5)
C12 C13 1.378(6) N1 Pd1 2.125(3)
C13 C14 1.362(7) P1 Pd1 2.2489(10)
c14 C15 1.365(7) S1 Pd1 2.2557(11)
C15 C16 1.385(7) Brl Pd1 2.4518(6)
c21 C26 1.394(6) - - -

Fonte: autor

Os angulos de ligacdo ao redor do atomo de pal&dio(ll) em 2 sdo compativeis com uma
geometria de coordenacdo quadratica-plana distorcida, esta distorcdo é proveniente tanto por
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tensbes causadas pela formagdo do anel de cinco membros como também consequéncia de
ligagdes de hidrogénio (Tabela 13) formadas por C26—H-**Br (H26**'Br 3.05 A) e C22—-H"*'Br
(C22-Br = 2.88 A), resultando em angulos menores de 90° para N1-Pd-S e P—Pd-Br
(83.68(9)° e 84.63(3)° respectivamente) e proximidade entre o ligante brometo e C1 no plano

da coordenacdo (C1-H*'Br, com distancia de ligagdo prevista de 2,85 A).

Tabela 13. Ligacdes de hidrogénio e distancias interatomicas (A) e seus angulos (°) para 0 composto 2

D-H---A dD-H)  d(H+-A) d(D+A)  <(DHA)
C1-H1-Brl 0.96 2.85 3.345(5) 113.3
C22-H22-Brl 0.93 2.88 3.425(4) 118.8
C26-H26-Brl 0.93 3.05 3.776(5) 136.0

Fonte: autor

Tabela 14. Angulos de ligagio (°) para 0 composto 2

N1-C2-C3 110.0(4) C36-C31-P1 122.7(3)
N1-C2-C1 123.9(4) C32-C31-P1 118.0(3)
C3-C2-C1 126.0(4) C31-C32-C33 119.6(5)
C4-C3-C2 107.7(4) C34-C33-C32 120.0(5)
C3-C4-N2 106.4(4) C35-C34-C33 120.0(5)
C3-C4-C5 127.9(4) C34-C35-C36 120.7(6)
N2-C4-C5 125.6(5) C31-C36-C35 120.4(5)
N3-C6-N2 118.0(4) C2-N1-N2 105.5(3)
N3-C6-S1 125.6(4) C2-N1-Pd1 137.9(3)
N2-C6-S1 116.4(3) N2-N1-Pd1 116.5(2)
C8-C7-N3 113.4(5) C4-N2-N1 110.3(4)
C16-C11-C12 118.5(4) C4-N2-C6 129.6(4)
C16-C11-P1 123.5(3) N1-N2-C6 119.8(3)
C12-C11-P1 117.8(3) C6-N3-C7 119.6(4)
C13-Cl12-C11 120.4(4) C21-P1-C31 108.23(19)
C14-C13-C12 120.8(5) C21-P1-C11 101.33(18)
C13-C14-C15 119.5(5) C31-P1-C11 106.71(19)
C14-C15-C16 120.8(5) C21-P1-Pd1 116.65(14)
C15-C16-C11 120.0(5) C31-P1-Pd1 109.81(13)
C26-C21-C22 118.0(4) C11-P1-Pd1 113.40(13)
C26-C21-P1 120.1(3) C6-S1-Pd1 101.72(15)
C22-C21-P1 121.6(3) N1-Pd1-P1 174.31(10)
C23-C22-C21 120.7(4) N1-Pd1-S1 83.68(9)
C24-C23-C22 120.3(4) P1-Pd1-S1 91.22(4)
C23-C24-C25 119.9(4) N1-Pd1-Brl 100.45(9)
C26-C25-C24 120.0(4) P1-Pd1-Brl 84.63(3)
C25-C26-C21 121.0(4) S1-Pd1-Brl 175.84(3)
C36-C31-C32 119.1(4) - -

Fonte: autor
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As principais distancias de ligacdo e angulos do complexo obtido foram comparados a
valores obtidos na literatura via complexos semelhantes (Tabela 15 e Figura 52)586-8° Qs
valores de distancias de ligacdo referentes a Pd—S e Pd—P, de 2,2557(11) e 2.2489(10) A, estéo
de acordo com valores de complexos mononucleares N,S-doadores contendo trifenilfosfina
encontrados na literatura, entre 2,2303-2,292 A e 2,249-2,2707 A respectivamente, enquanto
que a distancia Pd—-N1, de 2.125(3) A, é um pouco maior se comparado a outros complexos
contendo o ligante PPhs trans ao nitrogénio (2,076-2,111 A)®186-8_ A distancia de ligagio Pd—
Br é proxima aquelas de outros N,S-quelatos de Pd(Il) em que o brometo encontra-se sob
influéncia trans do enxofre (2,4275 A para o composto [PdBr(AMTTO)(PPhs)]Br-MeOH?®).

Tabela 15. Comprimentos (A) e angulos de ligacéo (°) de alguns N,S-complexos de paladio(ll)
contendo trifenilfosfina

Compostos N1-Pd-S (°) S-Pd-P(°) Pd-S(A) Pd-N1(A) Pd-P(A) Ref.

(2) 83.68(9) 91.22(4) 2.2557(11) 2.125(3)  2.2489(10) ---
[PABr(AMTTO)(PPhs)]Br-MeOH 84,8(1) 93,97(5) 2,275(2)  2,110(5)  2,250(1) 86
[PAI(AMTTO)(PPhs)]-2MeOH 85,3(2) 92,73(9) 2,266(2)  2,095(7)  2,250(3) 86

[PACI(MTPTSC)(PPh3)] 83,01(7)  9357(3)  2,2584(8) 2,076(2) 2,2526(8)
[PACI(PY4MeTSC')(PPhs)] 82.61(5)  91.863(19) 2.2584(6) 2.0983(16) 2.2703(5)
[PACI(4MeBTSC)(PPhs)] 82.94(6) - 2.2303(8) 2.111(2) 2.2707(7)
[PdI(PPhs)(4-MeT)]I 84,3 95,6 2,292 2,097 2,263 61
[PA(SCN)(PPhs)(4-MeT)]SCN 84,7 91,1 2,29 2,094 2,249 61

AMTTO = 4-amino-6-metil-1,2,4-triazin-5-ona; MTPTSC = 3-metil-tiofeno-2-aldeido tiossemicarbazona;
PY4MeTSC = 1-pirenaldeido-4-metil-3-tiossemicarbazonato;
4MeBTSC = 4-metil-benzaldeido tiossemicarbazona; 4-MeT = 4-metil-3-tiossemicarbazida

Fonte: autor
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Figura 52 — Representacdo ORTEP de N,S-complexos de paladio(ll) contendo trifenilfosfina®:6-89

[PdBr(AMTTO)(PPh;)]|Br-McOH [PAI(AMTTO)(PPhs3)]-2MeOH

[PACYMTPTSC)(PPhs)] [PACIPY4MeTSC')(PPhs)]

[PACIAMBTSC)(PPhs)| [PdI(PPh3)(4-MeT)|I

[PA(SCN)(PPh3)(4-MeT)|SCN

Fonte: autor
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4.6 Proposicao estrutural

Com base nos resultados obtidos a partir das espectroscopias no infravermelho e de
RMN, espectrometria de massas, difracéo de raios-X de monocristal e em concordancia com os
resultados de andlise elementar e condutividade molar, sugere-se a seguinte estrutura para o0s

compostos 1-4:

Figura 53 — Proposta estrutural aos quelatos de Pd(11) sintetizados e estudados nesta etapa do trabalho,
sendo X = CI, Br,, I ou NCS

L QQ

H,C N\N/ \x
!
CH3
Fonte: autor

4.7 Ensaios bioldgicos

Para investigacdo da atividade citotoxica do ligante e seus complexos foram feitos
ensaios utilizando-se a linhagem tumoral MCF-7, de adenocarcinoma mamario humano, para
as concentracdes de composto de 100; 50,0; 25,0; 12,5; 6,25; 3,12; 1,56 pmol L partindo-se
de duas triplicadas realizadas entre um intervalo de uma semana. Feitos os graficos de
concentracdo por porcentagem de inibicdo, foram retirados destes suas funcbes exponenciais e
obtido graficamente o valor referente a 50% de inibigdo. Os valores encontrados de ICso

encontram-se na Tabela 16 para comparagéo:

Tabela 16 — Valores de I1Cso (umol L) e seus respectivos desvios padréo para 1-4 e cisplatina®,
utilizando-se da linhagem MCF-7 de adenocarcinoma mamario humano

COMPOSTOS Média (umol L) Desvio padréo (umol L)
tedmPz >100 -
1 9,45 +1,40
2 10,12 +1,33
3 8,07 +1,58
4 9,34 +1,54
Cisplatina 19,6 +4,3

Fonte: autor

De acordo com os testes realizados, o ligante tedmPz apresentou ICso > 100 UM frente

a linhagem tumoral testada, sendo considerado, portanto, ndo-citotoxico. No entanto, os
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complexos apresentaram excelentes resultados de atividade citotoxica, indicando que a
coordenacdo ao centro metalico foi essencial para a atividade apresentada. Verifica-se através
dos valores de I1Cso tabelados pouca importancia dos ligantes labeis em relagéo a atividade, uma

vez que se encontram em seus intervalos de desvio padréo.

Figura 54 — Valores de ICs (umol L) e seus respectivos desvios padrdo para os complexos
sintetizados em comparacédo com a cisplatina®, utilizando-se da linhagem MCF-7 de adenocarcinoma
mamario humano
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1Cs0 (umol L3)

1€ 2(B)  3()  4(SCN) gisplatina
Fonte: autor
Os resultados obtidos com os ensaios frente a linhagem MCF-7 mostraram que todos 0s
compostos foram mais toxicos que a cisplatina®, obtendo-se em média valores de 1Cso de até

2,4 vezes menor que o farmaco de comparacao.

4.8 Reagdo com o nucleosideo guanosina

O mecanismo de agdo de diversos complexos de platina baseia-se em sua ligacdo
covalente ao DNA. Um método preliminar para estudo da capacidade dos complexos em
interagir covalentemente com o DNA ¢é a reacdo entre a guanosina e 0s compostos de
coordenacdo. Metabolitos carregados proveniente da hidrdlise de grupos abandonadores (no
caso, haletos e pseudo-haletos) possuem grande afinidade por moléculas contendo nitrogénio e
enxofre, podendo reagir deste modo com o DNA, RNA e proteinas. O principal tipo de interacdo

destes aquo-complexos ocorre via N-7 de adenina e guanina do DNA — como € o caso da
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cisplatina, carboxiplatina entre outros — induzindo a morte celular pela inibi¢do da transcrigdo
e replicacdo do DNA%92,

A utilizacdo de ensaios entre as bases purinas guanina e adenina ou seus respectivos
nucleosideos (guanosina, Figura 55) e nucleotideos é amplamente empregada no estudo da
interagdo entre complexos de Pd(ll) e constituintes do DNA®*%3%_ Diversos modos de
coordenacdo foram encontrados para a ligagcdo Pd-guanosina, como os tipos monocoordenado
através dos nitrogénios N1, N3 ou N7, quelatos envolvendo N7 e O6, compostos polinucleares
conectados por N1 e N7 entre outros. A maneira como ocorre a coordenacao é dependente do
pH da solucéo e da presenca de outras bases, sendo 0 modo mais comum através da ligacdo do
paladio ao N7 da guanina. A formacédo de alguns compostos desse tipo foi evidenciada atraves

de dados de difracdo de raios X°*.

Figura 55. Estrutura da guanosina, destacando-se 0s &tomos capazes de se coordenar ao paladio(ll)

Og
)’ s
HO < )\

OH OH
Fonte: autor

Devido a baixa solubilidade dos complexos em agua foi escolhido como solvente da
reacao o metanol, uma vez que os complexos e guanosina possuem boa solubilidade neste, alem
de seu baixo ponto de ebulicdo ser interessante no processo de secagem do solvente. A reacdo
foi deixada sob agitacdo e temperatura ambiente por 24 horas. Apds 0 processo, evaporou-se 0
metanol em capela, sendo o s6lido obtido seco em dessecador e solubilizado em dmso-d® para
a analise de RMN-tH. Sio esperados para os complexos de Pd(11) ligados & guanosina via N7
um deslocamento para campo baixo referente ao sinal do hidrogénio H8 e deslocamento para
campo alto para o hidrogénio H1®2. Verifica-se via espectros de RMN-'H (Figura 56) a
existéncia dos sinais referentes a guanosina livre para todos os produtos de reacdo, evidenciando
portanto que ndo houve reacdo entre os complexos e o nucleosideo. Este resultado é um

indicativo de que os compostos ndo sdo capazes de interagir covalente ao DNA, sendo
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necessarios ensaios de avaliacdo da capacidade inibitoria frente a outros possiveis alvos
farmacoldgicos.

Figura 56. Espectros de RMN-'H para os sélidos obtidos da reacdo entre complexos e guanosina, em
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Fonte: autor
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5. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

De acordo com os dados obtidos e analisados, utilizando as técnicas de espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho, de ressonancia magnética nuclear de *H e **C, anélise
elementar, espectrometria de massas e difracdo de raios X de monocristal foi possivel inferir as
estruturas dos compostos do tipo [PdX(tedmPz’)(PPhs)] {tedmPz’ = N-etil-1-iminotiolato-3,5-
dimetilpirazol; PPhs = trifenilfosfina; X = CI, Br, I, SCN}. A metodologia de sintese do
ligante tedmPz a partir dos reagentes 2,4-pentadiona e 4-metil-3-tiossemicarbazida em meio
aquoso acido (pH = 2) foi empregada com sucesso, bem como a adi¢do simultanea dos ligantes
trifenilfosfina e tedmPz ao precursor [PdCI2(MeCN)2] em cloroférmio, seguida de lavagem da
fase organica com agua, se mostrou uma étima metodologia de sintese para a obtencdo do
complexo 1.

As técnicas espectroscdpicas contribuiram para identificar o modo de coordenacao dos
ligantes PPhz e tedmPz, corroborando com resultados de condutividade molar para os
compostos e indicando a desprotonacdo do ligante na formacdo dos complexos 1-4 neutros.
Destacam-se a importancia das bandas no 1V referentes ao grupo tioamida e o sinal referente
ao carbono C6 no RMN de *C na caracterizagio dos compostos. As analises via espectrometria
de massas e analise elementar foram Gteis na identificacdo dos ligantes presentes na esfera de
coordenacdo. A difratometria de raios X de monocristal para o composto 2 elucidou a
distribuicdo espacial dos a&tomos na esfera de coordenacdo do metal, sendo este complexo
mononuclear, contendo a trifenilfosfina coordenada de modo trans ao nitrogénio do ligante
quelante.

Os resultados de citotoxicidade in vitro dos complexos obtidos via método MTT frente
as culturas celulares de tumores murinos MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano)
indicaram que a variagdo do ligante haleto/pseudo-haleto n&o interferiu na citotoxicidade dos
complexos, o que difere entre os resultados para complexos do tipo [PdXz(tdmpz)] {tdmPz =
tiocarbamoilpirazois; X = CI, Br, I, SCN}, bem como os compostos sintetizados nédo
apresentaram capacidade de interagir com a guanosina, sendo esta uma evidéncia de que a
interacdo covalente entre os compostos sintetizados e o DNA ndo é a principal fonte da
citotoxicidade destes, sendo a insercdo da trifenilfosfina no arcabouco molecular dos
complexos essencial na diferenciacdo do principal mecanismo de atividade destes. De acordo
com os testes realizados, o ligante tedmPz apresentou ICso > 100 uM frente a linhagem tumoral
testada, sendo considerado, portanto, ndo-citotdxico, demonstrando a importancia do complexo

como um todo na atividade citotoxica. Destaca-se a 6tima atividade dos compostos sintetizados,
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na faixa de concentragio de I1Cso entre 6.49-11,45 pmol L para a linhagem MCF-7, sendo estes
valores de concentracdo até 2,4 vezes menor que o farmaco de comparagéo (cisplatina).

As relacOes estrutura-atividade bem como o alvo farmacoldgico principal para os
compostos ndo puderam ser propostos, uma vez que 0 ensaio de atividade citotoxica foi
observado apenas para uma linhagem tumoral e a reagcdo entre 0S compostos e a guanosina
possui carater preliminar e ndo aponta outras interacfes ndo-covalentes possiveis com 0 DNA.
S&0 necessarios ensaios utilizando-se outros possiveis alvos farmacoldgicos, como a avaliacdo
da capacidade inibitdria frente as enzimas DNA-topoisomerase tipo | e I, ensaio de interacdo
com DNA superenovelado entre outros, bem como a sintese de compostos que possuam
pequenas variagOes estruturais visando o estudo da relagdo estrutura atividade para esta classe

de compostos.
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