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RESUMO

O presente trabalho trata da sintese, caracterizacdo estrutural e aplicacdes bioldgicas de quatro
complexos de paladio(Il), de formula trans-[PdX;(isn),], X = Cl (1), N3 (2), SCN (3) e NCO
(4), isn= isonicotinamida. Os compostos foram preparados em mistura de CHCls/ CH;0H
(1:1), partindo-se do precursor [PdCI,(CH3CN);] que reagiu com a isn e sais de pseudo-
haletos: NaN3;, KNCO e NaSCN. A caracterizacdo destes complexos, no estado solido, se deu
pelas técnicas de analise elementar, espectroscopia de absor¢do no infravermelho, andlise
térmica e difracdo de raios X de monocristal do composto 2, possibilitando sugerir estruturas
monoméricas, com a isn coordenada ao Pd pelo nitrogénio piridinico. Cloro e os pseudo-
haletos acham-se coordenados de modo terminal, via nitrogénio em 2 ¢ em 4 ¢ pelo atomo de
enxofre em 3. As curvas TG substanciaram as propostas estequiométricas e permitiram
estabelecer, com base na temperatura inicial de decomposi¢do, a seguinte ordem de
estabilidade térmica para esta série: trams-[PdCly(isn),] > trans-[Pd(SCN),(isn),] > trans-
[PA(NCO),(isn),] > trans-[Pd(Ns),(isn),]. A estrutura do complexo 2 foi resolvida por
difracdo de raios X de monocristal, e apresenta uma geometria quadrado-planar ao redor do
Pd e estereoquimica frams. Nota-se ainda, que a estrutura se estende por ligacdes
intermoleculares de hidrogénios, formando arranjos supramoleculares bidimensionais via N—
H~O e arranjos tridimensionais, decorrentes de interagdes C—H-Nyziga. Os dados de RMN em
solugdo confirmam a formagdo dos complexos, constatando-se, além disso, a presenga de
outras espécies quimicas em solugdo. A agdo antiproliferativa dos compostos contra células
tumorais de mama, LM3, e pulmao, LP07, foi investigada. A atividade da isn foi desprezivel e
os valores de ICsy dos complexos foram maiores que os apresentados pela cisplatina. No
entanto, os complexos demonstraram-se mais seletivos que a mesma quando testados em
macrofagos peritoneais, com destaque aos complexos 2 ¢ 4, mais eficazes que a cisplatina,
principalmente contra células tumorais pulmonares. Todos estes compostos foram avaliados
também frente a inibi¢do do crescimento de bactérias causadoras da tuberculose. Verificou-se
que o ligante isn livre é pouco eficaz contra os bacilos da tuberculose. Ja os valores das
concentragdes dos complexos testados foram menores que os valores da pirazinamida, uma
droga empregada no tratamento da doenga. Cabe destaque para o complexo frans-

[Pd(N3),(isn);] (2), que apresentou-se no minimo 11 vezes mais potente que a pirazinamida.

Palavras-chave: palddio(Il); isonicotinamida; acdo antiproliferativa; macrofagos peritoneais;

atividade antituberculose.



ABSTRACT

The present work deals with the synthesis, structural characterization and biological
applications of four palladium(Il) complexes, of formula trans-[PdX;(isn),], X = Cl (1), N
(2), SCN (3), and NCO (4), isn = isonicotinamide. The compounds were prepared in mixture
of CHCIly/ CH30H (1:1), from precursor [PdCl,(CH3CN),] that reacted with isn and
pseudohalide salts: NaN3;, KNCO e NaSCN. The characterization of these complexes, in solid
state, occurred by techniques of elemental analysis, infrared spectroscopy absorption, thermal
analysis, and X-rays diffraction of single crystal of the compound 2, making possible to
suggest monomeric structures containing the isn coordinated to Pd by pyridinic nitrogen.
Chlorine and pseudohalides are coordinated of terminal way, by nitrogen in 2 and 4, and by
sulphur atom in 3. The TG curves substantiated the stoichiometric proposals and made
possible to establish, based on initial temperature of decomposition, the following order of
thermal stability to this series: ftrams-[PdCly(isn),] > trans-[Pd(SCN),(isn),| > trans-
[PA(NCO)(isn),] > trans-[Pd(N3),(isn),]. The structure of the complex 2 was solved by X-
rays diffraction of single crystal, and shows a square-planar geometry around Pd and trans
stereochemistry. It is even noticed that the structure is prolonged to hydrogen intermolecular
bonds, forming bidimensional supramolecular arrays by N-H~O and tridimensional arrays,
resulting from C—H-N,,i4. interactions. NMR data in solution confirm the formation of the
complexes, noticing as well as the presence of other chemical species. It was investigated the
antiproliferactive action of compounds against breast tumor cells, LM3, and lung tumor cells,
LPO7. The activity of isn was irrelevant and ICsg values of the complexes were higher than the
ones showed by cisplatin. However, the complexes showed to be more selective than cisplatin
when tested on peritoneal macrophages, highlighting the complexes 2 and 4, more efficient
than cisplatin, mainly against lung tumor cells. All these compounds were also evaluated to
inhibit growth of bacters that cause tuberculosis. It was verified that the free ligand isn is not
very effective against tuberculosis bacillus. The values of concentrations complexes tested
were lower than the pyrazinamide values, a drug employed on treatment of the disease. It is
appropriate to highlight the complex frans-[Pd(Ns3)(isn),] (2), which showed to be 11 times

more powerful than pyrazinamide.

Key-words: palladium(Il); isonicotinamide; antiproliferactive  action; peritoneal

macrophages; antituberculosis activity.
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Espectros de RMN de 'H (a) e C{'H} (b) do complexo [Pd(NCO),(isn),]
em DMSO-ds. Deslocamentos quimicos, 8, em ppm.

Formas canonicas de ressonincia de amidas.

Equilibrio entre formas quimicamente ndo-distinguiveis — permuta intramo-
lecular.

TopOmeros.
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Figura 29.

Preparacdo das linhagens celulares. Cultivo das células em frascos plasticos
e o repique (a). Transferéncia para tubos cOnicos para posterior contagem

(b).

Figura 30. Camara de Neubauer (a) e uma ampliagdo dos quadrantes (40 x) onde ocor-

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

rem as contagens celulares (b). Microfotografia representativa das células
(LP0O7), com ampliacdo de 320 vezes (c) e, em (d), uma ampliacdo destas
células (800 x).

Células adicionadas em placas de 96 orificios (a), estufa de incubacdo das
células (b) e o equipamento onde ocorreram as leituras para a determinagao
das atividades dos compostos, frente as linhagens tumorais (c).

indices de citotoxicidade para os experimentos envolvendo a linhagem
tumoral LM3 (a) e LPO7 (b), onde 1, 2, 3 ¢ 4 representam os complexos, €
a cisplatina foi usada como padrao.

Indices de citotoxicidade para os experimentos envolvendo o ligante
isonicotinamida livre, frente a linhagem LM3 e LP07.

Figura 34. Extracdo dos macréfagos dos camundongos. Posicdo decubito dorsal (a), pa-

Figura 35.

ra a abertura do peritoneo (b). Inje¢do de PBS (c¢) e massagem (d) para a
homogeneizagdo deste veiculo, e a posterior retirada do exsudado peritoneal
(e). Transferéncia do exsudado para tubos conicos (f), que, apds lavagens e
centrifugacdes (g), foram destinados para a contagem dos macrofagos (em
detalhe na microfotografia) (h).

Indices de citotoxicidade para os experimentos de viabilidade celular de
macrofagos, onde (a) representa os complexos 1 - 4 e a cisplatina, e em (b)
representa-se a isonicotinamida livre.

Figura 36. Relacdo envolvendo os indices de seletividade (IS) dos compostos com a

cisplatina, demonstrando a acdo efetiva dos mesmos.
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LISTA DE ABREVIATURAS

isn — isonicotinamida;

DMSO-ds — Dimetil-sulfoxido deuterado;

MEM - Meio essencial minimo (mistura de sais enriquecidos com aminodacidos, vitaminas e
outros componentes essenciais para o crescimento celular);

PBS — Tampdo salino fosfato;

MEM-C — Meio essencial minimo completo;

MTT — Sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,4-difeniltetrazoélio;

ICso — Indice de citotoxicidade 50%;

LM3 — Linhagem tumoral de adenocarcionama mamario;

LP07 — Linhagem tumoral de adenocarcionama pulmonar;

CEMIB — Centro multidisciplinar para a investigagdo bioldgica;

rpm — Rotag@o por minuto;

RPMI-C — Meio de cultura RPMI completo (meio RPMI-1640 suplementado com
estreptomicina, glutamina, mercaptoetanol, penicilina e soro fetal bovino);

RPMI-1640 — Meio de cultura RPMI (mistura de sais enriquecidos com aminodcidos,
vitaminas e outros componentes essenciais para o crescimento celular);

IS — Indice de seletividade;

MABA — Microplate Alamar Blue (ensaio com azul de Alamar em microplaca);

CIM - Concentragdo inibitéria minima.



LISTA DE SIMBOLOS

Vs — estiramento simétrico;

V,s — €stiramento assimétrico;

v — estiramento;

0 — deformagdo (no infravermelho) e deslocamento quimico (no RMN);
0,5 — deformacdo assimétrica;

Os — deformagao simétrica;

pr — rocking;

@ — respiracdo do anel;
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1 INTRODUCAO

O paladio pertence ao grupo da platina e possui configuragdo eletronica [Kr] 4d® nos
compostos inorganicos mais comuns dos quais faz parte. Nestes, seu estado de oxidacdo
formal € +2, assumindo numero de coordenagdo quatro e geometria quadrado-planar na quase
totalidade dos casos.

Muitos artigos contemplam o envolvimento desse metal na composi¢do de espécies
organometalicas' denominadas ciclopaladados. Essas espécies caracterizam-se por apresentar
uma ligacdo Pd—C e uma outra ligagdo de coordenacdo envolvendo um atomo doador de
elétrons, pertencente ao grupo 15 ou 16 da tabela periddica. O ligante orginico coordenado ao

- ~ 2
centro metalico forma, entdo, um anel quelato®, como representado na figura 1.

Figura 1. Representagdo da formagao do anel ciclopaladado. M = Pd, X = haleto e Y= elemento do grupo
15 ou 16 da tabela periédicaz.

As possiveis aplicacdes dos ciclopaladados incidem, por exemplo, em catalise’, materiais
liquido-cristalinos®, nanotecnologia’ e na area médica®.

Outra gama de trabalhos refere-se aos complexos de coordenagdo de paladio(Il). Nesse
caso, destacam-se os polimeros supramoleculares” *, formados pelas interagdes de hidrogénio,
e os polimeros de coordenagdo, que dentre as varias aplicabilidades podem atuar na oclusao

r AL: 9
de moléculas organicas’, figura 2.

Figura 2. Polimero de coordenagéo de Pd(Il) que oclui, de forma seletiva, moléculas orgénicasg.

Cabe salientar que a similaridade geométrica com Pt*" — geometria quadrado-planar ao

10-17

redor do centro metalico — motivou pesquisadores nas ultimas duas décadas a utilizarem o



21

fon Pd*" na tentativa de obtencdo de novos compostos anticancerigenos, mais eficazes e
menos agressivos aos pacientes.

A premissa inicial, para a aplicacdo desses complexos de paladio(Il), ¢ pautada na
analogia quimico-estrutural com a cisplatina — complexo consagrado pela sua eficacia contra

, . . . . 18
varios tumores, especialmente de cabega, pescogo, ovariano e testicular , figura 3a.

NH; NH;
C|—F|>t—NH3 Cl—Pt—Cl
Cl NH,
(a) (b)

Figura 3. llustragdo estrutural da cisplatina (a) e da transplatina (b).

Os quimicos sintéticos pressupunham que os novos complexos deveriam assumir
configuracdo cis, contendo dois bons grupos abandonadores (&nions estaveis como o Cl), e
que os ligantes neutros deveriam ser cineticamente inertes, a exemplo das moléculas NHj,
ligadas a platina'’,

Assim, os primeiros complexos contendo paladio(Il), preparados com o intento de
combater o cancer, datam do final da década de 1970%. No final dos anos 1990, um artigo
com autoria de A.G. Quiroga e colaboradores’ relatou a agdo de ciclopaladados com
atividade mais elevada que a cisplatina contra linhagens tumorais resistentes.

., . 2223
Em trabalhos cientificos mais recentes

, paladio e outros metais, figura 4, fazem parte
de complexos que se destacam por serem mais potentes que a cisplatina, deixando claro que a

relag@o estrutura-atividade formulada inicialmente ndo impera.

(a) S (b) S S (c) _I .
/S\ /\\ / \Pd/ \C—o— / \
—0—C NI\ /C—O— —O—C\ / \ / \ /
\S/ s S S N\AU/N—
HO™ Son
(d) CH - (e)
O\L/?’CHS_I C/O—R (f) o-R
cl FI{ e . S/\\S =\
Cl/l \Cl R_O_Cé //"1,,' I\\\\\\\ R_O_C¢ ‘4, l \\\\\
/ \S/ \S \S/‘ \S
@ _J L
HN=— ~O-R C\O—R

Figura 4. Exemplos de complexos antitumorais com niquel (a), paladio (b), ouro (c), ruténio (d), bismuto (e)
e rodio (f).
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Nessa via, a estereoquimica cis, um dos quesitos mais fortes para a agdo antitumoral
. . 24 . , .
evidenciado por Rosenberg e co-autores”, poderia também ser reavaliada. Segundo esses

autores, a transplatina (figura 3b) — isdmero trans da cisplatina — ndo possuia atividade contra

\

tumores e qualquer outro complexo trans estaria fadado a inatividade bioldgica desta
natureza.
Contudo, ha pelo menos uma década, os primeiros complexos trans de Pd(I) comegaram

a ser investigados. Alguns destes foram apontados como mais promissores no combate a

14, 25-31

alguns tipos de canceres, quando comparados a cisplatina . Parte desses complexos ¢

exemplificada na figura 5.
Cl

NH,=—Pd —NH,

CH, CH,

CH,

Figura 5. Exemplos de complexos frans com maior atividade anticancerigena do que a cisplatina.
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No contexto bioldgico, outras potencialidades foram constatadas para os complexos de

32-33 35-36

paladio(IT), como: antibacteriana™ ", antichagésica”, antifungica™ ", anti-herpética”,

39-41

antiinflamatoria®® e vermicida®™*'. A figura 6 exemplifica estruturas e as respectivas a¢des

biologicas.

Figura 6. Potencialidades biolégicas envolvendo complexos de paladio(ll): antibacteriana (a), antichagasica
(b), antifingica (c), anti-herpética (d) e vermicida (e).
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Mesmo atuando positivamente frente outras agdes bioldgicas, ndo houve, até o0 momento,
mengdo de testes envolvendo complexos de palddio contra os bacilos causadores da
tuberculose.

Esta doenga, causada pelo Mycobacterium tuberculosis, foi responsavel pela morte de

. , 42, , ..
aproximadamente um quarto dos europeus na metade do século XIX™; além de vitimar

. 1w . 43
muitos cidaddos e personalidades famosas em outras partes do mundo™.

(b) (©)

Figura 7. Vitimas famosas acometidas pela tuberculose. Frédéric Chopin (a), Franz Kafka (b) e Noel Rosa
(c).

Drogas como a isoniazida e a pirazinamida surgiram em meados do século passado e
responderam fortemente contra a tuberculose. No entanto, a mobilidade humana no globo
terrestre, o aumento da urbanizacdo nos paises em desenvolvimento e as contrastantes
realidades econdmicas e sociais, aliados ao surgimento e a rapida disseminacio do virus HIV,
fizeram ressurgir tal doenga™.

Estima-se, atualmente, que um terco da populacdo mundial esteja infectada pela
tuberculose. As mortes ocorridas no ano de 2006, por exemplo, foram de 1,5 milhdes®. Para
agravar a situagdo, variedades resistentes as drogas (multirresistentes) se proliferam, atingindo
macicamente os paises mais populosos, como China e India, segundo o destaque de uma
recente edicdo da revista Pesquisa FAPESP*, que também expde a negligéncia dos setores
governamentais e a extrema necessidade de se formular novas drogas.

Seria, portanto, oportuno avaliar o comportamento antituberculostatico de compostos
contendo Pd*", vide a eficacia de complexos contendo o referido metal contra variedades
tumorais resistentes a cisplatina, principalmente os complexos contendo piridina ou os seus
derivadog!2-14-20.22.28

Nucleos piridinicos também se destacam em outras vertentes, compondo macrociclos
supramoleculares®’, polimeros de coordenacdo®, entidades nanoscopicas envolvidas em

rqe 4 . 5 Ly 50
transportes moleculares e catalise’®, compostos com propriedades Gticas ¢ magnéticas™,
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A s 51 52 . P
sensores vapocromicos” e nanotubos™. Alguns compostos contendo ligantes piridinicos

apresentando essas propriedades sdo exemplificados pelas figuras 8 e 9.

6'1'
‘Pth PEt; ]

—l = N Pt PEt3

N F

6 OTf

EtgP—Pt NO Pt PPh2
PEt; thP

(@)

G HaC(HzC)s {CHR)sCH;

Oy
oc-, F'e ﬁe CO
On

oc’ N
@
R
mNO) Onian HAC(H,Cls (CH}CHs
5 I\O-H' = Ligante quiral
o i co W2 W SO
o)

co oo = Mn(lll) catalisador porfirinico

Figura 8. Exemplos de compostos envolvendo ligantes piridinicos e suas propriedades: transporte
molecular (a), catalise (b) e estrutura que apresenta propriedades 6ticas e magnéticas (c).
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(@)

(b)

Figura 9. Exemplos de compostos envolvendo ligantes piridinicos e suas propriedades — continuagéo:
sensores vapocromicos (a) e nanotecnologia — nanotubos (b).

Neste rol de ligantes piridinicos, merece destaque a isonicotinamida, uma piridina
substituida na posicdo quatro do anel aromatico por um grupo amida, que lhe confere
propriedades para gerar arranjos supramoleculares mediante formagdo de ligacdes de
hidrogénio” >, figura 10. Isoladamente, esta molécula apresenta atividade antipirética,

antibacteriana e anticoagulante®, além de possuir similaridade estrutural com as moléculas
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isoniazida e pirazinamida, empregadas no tratamento da tuberculose. A figura 11 ilustra estes

compostos.

X X
‘ =

\

H
(:3/ T_H ||||||O/ N—H|||||||||||O\ [L—HIIIIII
= !
| (O
H—N /O _
N
] T
\N N

Figura 10. Possibilidades de ligagbes de hidrogénio envolvendo o ligante isonicotinamida.

O NH\NH2 NG NG
X X \j

= = N /
N N

(a) (b) (c)

Figura 11. Representacao estrutural da isoniazida (a), isonicotinamida (b) e da pirazinamida (c).

+ . . . . ~ . .
Poucos compostos envolvendo Pd*" e isonicotinamida sdo descritos na literatura” >, e
nenhuma investigagdo considerando a acdo biologica foi realizada, pelo que se conhece.

Assim, € pertinente a preparagdo e a caracterizagio de tais complexos para uma avalia¢do das

potencialidades medicinais dos mesmos.
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2 OBJETIVO
Preparar complexos de paladio(II) contendo o ligante isonicotinamida, caracteriza-los
mediante técnicas espectroscopicas e submeté-los a ensaios bioldgicos contra linhagens de

células tumorais e contra os bacilos causadores da tuberculose.
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3 EXPERIMENTAL

Exceto para a preparacdo do complexo precursor, efetuada sob aquecimento, as demais
reagcdes se processaram a temperatura ambiente em frascos do tipo erlenmeyer, com tampa
esmerilhada. Nao foi necessario trabalhar sob fluxo de atmosfera inerte e tampouco os frascos
foram protegidos da luz durante as sinteses. O complexo precursor e os demais compostos
obtidos sdo estaveis ao ar e ndo-higroscopicos. Os mesmos foram acondicionados em
pequenos frascos, devidamente rotulados, e armazenados sob pressdo reduzida, em dessecador

contendo cloreto de calcio como agente secante.

3.1 Reagentes e solventes
Os reagentes solidos utilizados apresentam elevada pureza e os solventes, com pureza
analitica, ndo foram submetidos a purifica¢do prévia. Todos sdo listados na tabela 1, assim

como suas respectivas formulas moleculares, estados fisicos e procedéncias.

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

Reagente/ solvente Foérmula molecular Estado fisico Procedéncia
Acetonitrila CH;CN Liquido Mallinkrodt
Agua H,0 Liquido *

Azida de sodio NaN; Solido Riedel-de Haén
Cianato de potassio KNCO Sélido Riedel-de Haén
Cloreto de paladio(Il) PdCl, Sélido Degussa S.A.
Diclorometano CH,Cl, Liquido Merck
Dietil-éter C,H,,0 Liquido Mallinkrodt
Isonicotinamida C¢HgN,O Solido Aldrich
Metanol CH;0H Liquido Merck
Pentano CsH;, Liquido Merck
Tiocianato de sddio NaSCN Sélido Riedel-de Haén
Triclorometano ' CHCI; Liquido Merck

T

* Deionizada no laboratorio; ' comumente denominado cloroformio.

3.2 Caracterizacoes

Analise elementar

Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram determinados no analisador
Elemental analyser 2400 CHN da Perkin Elmer, pertencente a Central Analitica do Instituto
de Quimica da USP, Sdo Paulo (IQ-USP).

Analise térmica
As curvas termogravimétricas, TG, foram obtidas empregando-se o equipamento da
Shimadzu TGA-50. Cada amostra, com cerca de 1,5 - 3,2 mg, foi disposta em cadinho de pla-

tina, o qual foi submetido a um aquecimento desde a temperatura ambiente até 900°C, com
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taxa de 20°C- min'l, sob atmosfera de ar sintético e fluxo de 100 mL min™'. Para efetuar as
analises de calorimetria exploratéria diferencial, DSC, empregou-se o equipamento DSC-50
da Shimadzu. Cadinhos de aluminio para amostra e referéncia foram aquecidos desde a tem-
peratura ambiente até 500°C, obedecendo uma taxa de 20°C- min'l, sob fluxo de N, e com
vazdo de 100 mL min™. Ambos os equipamentos pertencem ao grupo do Prof. Dr. Jivaldo do

Rosério Matos, do IQ-USP, Séo Paulo.

Difracao de raios X

Os difratogramas de raios X, DRX, dos residuos oriundos das decomposi¢des
térmicas, foram caracterizados em um difratometro SIEMENS modelo D-5000, que operou
utilizando radiacdo de Cu Ko (A= 1,5406 A) monocromatizada por cristal de grafite, num
intervalo de 4 < 26 < 70, com passo de 0,05° s™. Os residuos foram compactados em porta-

amostra de vidro para o procedimento de anélise.

Difracio de raios X de monocristal do complexo 2, trrans-[Pd(N3),(isn);]

A estrutura cristalina e molecular do complexo 2, trans-[Pd(N3),(isn);], foi resolvida
pelo Prof. Dr Eduardo E. Castellano, do Instituto de Fisica de S@o Carlos - USP. Os dados
foram obtidos em um difratometro Enraf-Nonius Kappa-CCD, utilizando-se radiacdo de Mo

Ka (A= 0,71073 A) monocromatizada por cristal de grafite.

Espectroscopia de absorc¢io na regiao do infravermelho

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho, IV, foram registrados no
espectrofotdmetro Nicolet Impact 400, que opera na faixa de 4000 - 400 cm™, com resolugio
de 4 cm™. As amostras foram preparadas pela maceracdo em almofariz de 4gata com brometo

de potassio e posterior pastilhamento em prensa hidraulica.

Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear

Os espectros de ressondncia magnética nuclear, RMN, foram coletados em
espectrometro multinuclear modelo INOVA 500. A padronizacdo interna foi efetuada com
tetrametilsilano e a freqiiéncia empregada para os nicleos de 'H foi de 500 MHz e para °C,
com desacomplamento de 'H, foi de 126 MHz. As amostras foram preparadas com a prévia

solubilizacdo em dimetilsulféxido deuterado, DMSO-d.
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Medidas das temperaturas de decomposicio
As temperaturas de decomposi¢do foram medidas em um aparelho digital MQAPF-

302 da Microquimica, utilizando-o até a temperatura de 300°C.

3.3 Sintese do composto precursor

A preparacio do complexo precursor  bis(acetonitrila)dicloropaladdio(Il),
[PACLy,(CH3CN),], segue a metodologia presente na literatura®®, com algumas modificagdes.

Em um erlenmeyer com capacidade para 250 mL foi introduzido um volume de 30 mL
de CH;CN. Manteve-se este solvente sob agitacdo magnética e aquecimento até proximo de
sua ebulicdo (por volta de 80°C). Nesta condi¢do, adicionou-se 2,00 g (1,13 - 10 mol) de
PdCl, em pequenas porgdes, para garantir a dissolugdo total do so6lido. No transcorrer da
adi¢do, a solucdo marrom mudou gradativamente seu aspecto, apresentando-se no final com
coloracdo amarela. O contetido reacional foi entdo mantido sob forte agitacdo magnética
durante 15 min. Decorrido este tempo, reservou-se o erlenmeyer para resfria-lo até 40°C,
quando houve a precipitagdo de um solido cristalino. Promoveu-se entdo a filtragdo do
produto, que foi lavado repetidas vezes com a prdpria solugdo-mae, com pequenas aliquotas
de CH3CN e dietil-éter, foi recristalizado em CH,Cl,, lavado novamente com dietil-éter, seco
sob pressao reduzida e armazenado em dessecador. A massa obtida foi de 2,23 g, equivalente

a 75% de rendimento. Temperatura de decomposi¢cao >132,0°C.
3.4 Preparacio dos complexos de Pd(IT) contendo isonicotinamida (isn)

Sintese do [PdCl,(isn);] (1)

Em um erlenmeyer com capacidade para 125 mL foram dissolvidos 0,100 g (3,85 10™
mol) de [PdCIy(CH3CN),] em 20 mL de CHCl;, dando origem a uma solugdo marrom-
avermelhada. Posteriormente foram adicionados 0,098 g (8,09 - 10™* mol) de isn, previamente
solubilizados em 5 mL de CH3;0H. No decorrer desta adi¢do houve uma mudanca acentuada
no aspecto visual do meio reacional, o qual tornou-se uma suspensdo com coloracido amarela.
A reacgdo foi entdo mantida sob vigorosa agitagdo magnética durante 1 h. Na seqiiéncia isolou-
se um precipitado amarelo, através de filtragdo, lavagem com pequenas e repetidas porcdes de
CH3;0H e pentano e secagem sob pressdo reduzida. A massa obtida foi igual a 0,13 g,
correspondendo a 80% de rendimento. Analise elementar — % calculada (% encontrada) para
CoH1oN4O,ClLPd. C: 34,2 (33,2); H: 2,9 (2,7); N: 13,3 (12, 9). Temperatura de decomposi¢ao
>300,0°C.
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Sintese do [Pd(N3)2(isn);] (2)

Em um erlenmeyer de 125 mL contendo 0,100 g (3,85" 10 mol) de [PdCL(CH3CN),]
dissolvidos em 20 mL de CHCls, foram adicionados 0,098 g (8,09 - 10 mol) de isn
solubilizados em 5 mL de CH3;OH. Até esta etapa as alteragdes ocorridas sdo semelhantes
aquelas observadas em 1. Em seguida adicionou-se, gota-a-gota, 2 mL de uma solug¢do H,O/
CH;OH 1:1 contendo 0,053 g (8,09 - 10 mol) de NaNs. Apés a adigdo notou-se que a
suspensao apresentou um ligeiro aumento na intensidade da coloragdo. A reacdo permaneceu
sob agitagdo magnética durante 1 h. Ocorreu a formagdo de um precipitado amarelo-escuro
que foi filtrado, lavado com H,O, CH3;OH e pentano, seco sob pressdo reduzida e entdo
isolado. A massa obtida foi de 0,14 g, correspondendo a 85% de rendimento. Anélise
elementar — % calculada (% encontrada) para C;;H;,2N;9O,Pd. C: 33,2 (33,2); H: 2,8 (2,7); N:
32,2 (32,0). Temperatura de decomposi¢do >220,5°C.

Sintese do [Pd(SCN),(isn);] (3)

Em um erlenmeyer de 125 mL com uma solugdo de 0,100 g (3,85 - 10* mol) de
[PACIy(CH3CN),] em 20 mL de CHCI;, adicionou-se isn conforme descrito em 1. Em etapa
posterior, 2 mL de uma solugdo H,O/ CH3;0H 1:1 contendo 0,066 g (8,09 - 10 mol) de
NaSCN foram transferidos vagarosamente ao meio reacional que, gradativamente, passou a
exibir uma suspensdo com coloracdo laranja. A reacdo foi mantida sob agitagdo magnética
durante 1 h. Um precipitado laranja formado foi filtrado, lavado com H,O, CH3OH e pentano
e seco sob pressdo reduzida. Obteve-se a massa de 0,16 g, correspondente a 90% de
rendimento. Analise elementar — % calculada (% encontrada) para C;4H;,N¢O,S,Pd. C: 36,0

(35,4); H: 2,6 (2,4); N: 18,0 (17,9). Temperatura de decomposi¢ao >300,0°C.

Sintese do [PA(NCO),(isn)] (4)

Em um erlenmeyer de 125 mL contendo 0,100 g (3,85 10™* mol) de [PdCL,(CH;CN),]
solubilizados em 20 mL de CHCI;, adicionou-se isn segundo os procedimentos descritos em
1. Na seqiiéncia, foram adicionados 0,066 g (8,09 10 mol) de KNCO dissolvidos em 2 mL
de H,O/ CH;0H 1:1, gerando uma suspensdo amarelo-clara. Apdés 1 h sob agitacdo
magnética, isolou-se um precipitado amarelo-palha que foi filtrado, lavado com H,O, CH;0H
e pentano e seco sob pressdo reduzida. A massa obtida foi de 0,15 g, correspondendo a um
rendimento de 90%. Analise elementar — % calculada (% encontrada) para C;4H,N¢O4Pd. C:

38,7 (38,3); H: 2,8 (2,6); N: 19,3 (19,7). Temperatura de decomposicao >288,2°C.



33

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizaciio do composto precursor

O espectro de absor¢do no IV do composto [PdCI,(CH3CN),] € apresentado na figura
12.
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Figura 12. Espectro vibracional na regido do infravermelho do precursor [PdClz(CH3CN)].

As freqiiéncias vibracionais indicadas sdo caracteristicas do produto formado®”>*, sendo

atribuidas na tabela 2.

Tabela 2. Atribuigdo das principais freqiéncias vibracionais presentes no
espectro IV do [PdCI,(CH3;CN),].

Freqiiéncia/ cm™ Atribuicio Freqiiéncia/ cm™ Atribuiciao
*3620-3300 m v{(O-H) 1352 m 3(CHs;)
2982 m Vas(CH3) 1022 F 0.(CHy)
2916 F v{(CH;) 956 0b v(C-C)
2328 F v(C=N) 447 f §(C-C=N)
* 1630 f S(H-O-H) 411 f §(C-C=N)

1406 m 3us(CHs)

* Agua adsorvida pelo KBr. Intensidades: /= fraco, m = médio, F = forte, 0b = ombro.

A formagdo do complexo € reforcada pela variagdo da freqiiéncia v(C=N), que na
acetonitrila livre ocorre em 2266 cm™ e no produto obtido em 2328 cm”. Um aumento

significativo de 36 cm™ no modo v(C—C), que no ligante livre ocorre em 920 cm™, também

contribui para confirmar a formacéo do complexo.
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4.2 Caracterizacao dos complexos de Pd(II) contendo isn: [PdX;(isn),], X= Cl, N3, SCN,
NCO

Espectroscopia de absor¢ao na regiao do infravermelho

Recentemente foi publicado um artigo tratando da comparagdo tedrico-experimental
dos modos normais de vibracdo da molécula de isonicotinamida™. Algumas das freqiiéncias
vibracionais apresentadas neste artigo destacam-se: v(N-H), 3371-3188; v(C=0) + 3(NH,),
1666 € 1632; v(C—C)anet, 1547; v(C-NH,;), 1404; v(C—CONH,), 1124; ¢(respiracdo do anel),
993; 3(C—H)fora do planos 852 € 3(O—-C-N), 631 cm’™. Estes modos estdo presentes nos compostos
preparados, portanto, servem como referéncias.

Os pseudo-haletos, também presentes nos complexos investigados neste trabalho,
apresentam vibragdes bem caracteristicas nos espectros IV, o que possibilita inferir os seus
modos de coordenagdo ao centro metalico.

O ion azida, N3, se coordena aos metais de maneira terminal, via um atomo de
nitrogénio ou em ponte end-on —um atomo de nitrogénio coordenado a dois centros metalicos
— e end-to-end — via nitrogénios das extremidades. A coordenacdo do grupo tiocianato, SCN’,
caracteriza-se pela presenca dos modos v,(SCN), vs(SCN) e 3(SCN). As coordenagdes M—
NCS, M-SCN ou em ponte M—NCS-M, podem ser inferidas pelas posi¢des espectrais em que
se encontram suas bandas. O ion cianato, NCO’, pode se coordenar aos metais através do
atomo de nitrogénio, oxigénio ou por ambos, sendo, porém, predominante a coordenagdo via
nitrogénio. A tabela 3 mostra os intervalos das freqiiéncias referentes aos modos vibracionais

. i, 59-68
dos pseudo-haletos livres ou coordenados em complexos metalicos™ .

Tabela 3. Principais freqiiéncias vibracionais, em cm™', observadas
nos espectros no |V de pseudo-haletos em complexos.

Modo de coordenacio Vas(NNIN) v(NNN) O(NNN)

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

Ponte (N—end-on) 2220-2170 1350-1300 670-650
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O conhecimento prévio dos modos de coordenag@o dos pseudo-haletos e das faixas
espectrais de seus modos vibracionais ¢ de suma importancia, para indicar como 0s mesmos
se encontram coordenados nos complexos sintetizados. A figura 12 ilustra os espectros no IV

da isn livre e dos complexos preparados nesta dissertagao.
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Figura 13. Espectros no IV do ligante livre e dos complexos sintetizados: isonicotinamida (isn), [PdCla(isn).]
(1), [Pd(N3)2(isn)2] (2), [PA(SCN)2(isn)2] (3) e [PA(NCO)z(isn)z] (4).

Inicialmente nota-se o desaparecimento das bandas caracteristicas do ligante CH3;CN
presentes no precursor, ou seja, os estiramentos v(C—H) das metilas e do v(C=N), que
ocorrerem em 2982, 2916 e 2328 cm'l, respectivamente. Observam-se, também, novas
bandas, oriundas do ligante isn e dos pseudo-haletos.

Para facilitar o entendimento dos espectros, as atribui¢des das freqiiéncias vibracionais

presentes na isn e nesses complexos sdo mostradas na tabela 4.
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Tabela 4. Atribuicdo das principais freqliéncias presentes nos espectros IV dos compostos
[PdXy(isn),], X= CI (1), N3 (2), SCN (3) e NCO (4).

Freqiiéncia/ cm™

- ] 5 3 2 Atribuicao
3371-3188 mF  3412-3186 F  3406-3207 F  3369-3205 F  3381-3186 F, / Vas(NH») + v(NH;)

3069 1 3103 7,3047 /3096 £, 3018 f 3103 1 — V(C—H) el

— — — — 2258 mF Vas(NCO)

_ — — 2118 F — Vas(SCN)

— — 2008 mF — — Vas(NNN)
1666 F 1705 mF 1670 F 1674 mF 1707 F V(C=0) + 8(NHa)esoura
1632 F 1614 m 1610 F 1626 F 1612 m V(C=0) + 3(NH2)tora do plano
1547 F 1553 m 1554 m 1553 m 1553 m V(C—C ) aromitico

1404 mF 1389 F 1398 F 1402 F 1394 m v(C-NH,)

— — — — 1337 m vi(NCO)

— — 1269 m — — Vy(NNN)
1124 f 1153 mf 1148 mf 1124 mf 1124 mf v(C—CONH,)
993 f 1063 f 1063 f 1061 f 1061 f d(respiragdo do anel)
852 m 856 m 858 m 858 m 858 m S(CH)sora do plano

— — — 770 m — vs(SCN)
631 F 650 m 633 m 640 f 646 f §(0=C-NH,)

— — — — 579 f S(NCO)

— — 571 f — — S(NNN)

— — — 440 mf — S(SCN)

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

Confirma-se a presenga da isn nos complexos pelas bandas observadas entre 3400-

-1 : . . .
3100 cm™, aproximadamente, decorrentes dos estiramentos assimétrico e simétrico v(N—H).

Percebe-se, também, bandas na regido de 1700 - 1600 cm™, atribuidas as deformagdes d(H-

N-H) e aos estiramentos v(C=0) do grupo amida da isn. A intensidade e a largura das bandas

v(N-H) evidenciam a ocorréncia de ligagdes de hidrogénio no estado sélido. Tais interagdes

intermoleculares promovem o deslocamento das freqiiéncias associadas aos modos

vibracionais v(C=0) + 6(NH>)esoura para valores maiores ¢ dos modos v(C=0) + 6(H-N-H)

para energias menores.

A coordenagdo da isn ocorre pelo nitrogénio piridinico, constatada pelo deslocamento

de 68-70 cm™, para freqiiéncias mais elevadas, do modo ¢(respira¢io do anel), em relagdo ao

ligante livre (993 cm™)'%. Deslocamentos resultantes em freqiiéncias inferiores a 1666 cm™
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(isn livre) sugeririam coordena¢do dos grupos C=0 e/ou NH,*, fato ndo observado nos
espectros IV dos complexos preparados.

Os pseudo-haletos apresentam bandas correspondentes aos modos normais de vibracao
nos compostos em 2008 v,N3, 2118 v,SCN e em 2258 v,(NCO, cm'l, correspondentes aos
estiramentos assimétricos, que podem ser facilmente distinguidas nos espectros da figura 13.
Os estiramentos simétricos ocorrem em 1269 v,N3, 770 v;SCN e em 1337 v.NCO, cm'l, e as
deformacdes sdo observadas em 577 ONNN, 440 6SCN e em 579 ONCO, cm’, para os
complexos 2, 3 e 4, respectivamente. Sugere-se, de acordo com os dados comparativos da
literatura, que a coordenagdo dos pseudo-haletos ao Pd*" é estabelecida de maneira terminal,
via 4&tomo de nitrogénio em 2 e em 4 e via enxofre em 3.

Cabe salientar que as bandas largas e centradas em 2008 e 2258 cm’', respectivamente
dos complexos 2 e 4, e correspondentes aos v,sN3 € v, NCO, sugerem o envolvimento destes

pseudo-haletos em liga¢des de hidrogénio com o ligante isn.

Difracio de raios X de monocristal do complexo frans-[Pd(N3)(isn);]

Monocristais adequados a difracdo de raios X foram obtidos solubilizando-se uma
amostra do complexo [Pd(N3),(isn);] em um béquer de vidro com capacidade para 10 mL,
contendo DMSO como solvente. Apos trés semanas observou-se a formagao dos cristais pela
evaporacdo lenta deste solvente.

A resolucdo estrutural foi realizada pelo Prof. Dr. Eduardo Ernesto Castellano, do
Instituto de Fisica de Sao Carlos - USP. Os dados foram coletados utilizando-se o software
COLLECT”™. A estrutura foi resolvida por métodos diretos, envolvendo o programa
SHELXS-97"". A figura 14 ilustra a estrutura obtida, elaborada com o programa ORTEP-III

. 72
for windows'*.

Figura 14. Estrutura ORTEP do complexo 2, trans-[Pd(N3)2(isn)a].
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Os detalhes referentes aos dados coletados sdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Dados cristalograficos e dos refinamentos obtidos para o com-
plexo trans-[Pd(N3).(isn),].

Formula empirica C,H,N,,0,Pd

Massa molecular 434,72

Temperatura da coleta 296(2) K

Comprimento de onda 0,71073 A

Sistema cristalino Monoclinico

Grupo espacial C2/c
a=8,3829(4) A

Dimensdes da cela unitaria b=9,8649(5) A B=92,763(3)°
c=18,9459(8) A

Volume 1564,94(13) A3

4 4

Densidade (calculada) 1,845 g/cm3

Tamanho do cristal 0,182 x 0,150 x 0,115 mm?3

Intervalo de © 3,19 - 26,00°

Intervalo dos indices hkl -10<h<10,-12<k<10,-22<1<23

Reflexdes coletadas 5046

Reflexdes independentes 1514 [R(int) = 0,0284]

Totalidade para 6 = 26.00° 99,1%

Meétodo de refinamento Minimos-quadrados

Dados / restri¢des / parametros 1514/0/116

GOF 1,071

Indices R final [I > 20(1)] R1=0,0369, wR2 = 0,0924

Indices R (todos os dados) R1=10,0480; wR2 =0,1014

Coeficiente de extingdo 0,0032(7)

Densidade residual max. e min. 0,876 ¢ -0,706 ¢- A3

A tabela 6 destaca algumas das distancias de ligagdes e alguns angulos presentes na

estrutura resolvida.

Tabela 6. Principais distancias de ligagdes (A) e angulos
(°) do composto trans-[Pd(N3).(isn),].

Pd-N4 2,016(3) N4-Pd-N4’ 180,0(3)
Pd-N4’ 2,016(3) NI1-Pd-N1’ 180,0(3)
Pd-NI1 2,105(5) N4-Pd-N1 92,25(15)
Pd-NI’ 2,105(5) N4’-Pd-N1’ 92,25(15)
0-C6 1211(11) | N4-Pd-N1’ 87,75(15)
NI-N2 1,130(6) N4’-Pd-N1 87,75(15)
N2-N3 1,180(6) N2-N1-Pd 115,3(3)
C3-C6 1,512(7) NI-N2-N3 174,6(5)

A estrutura do complexo apresenta-se com estereoquimica frans, com um centro
cristalografico de inversdo sobre o atomo de palddio, o que torna a molécula simétrica.

Constata-se que a geometria ao redor deste metal ¢ quadrado-planar, j& que os angulos entre
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NisnmPd—Nisn € Nazida—Pd—Nasiga sdo de 180,0(3)°, bem como os angulos Nis—Pd—Nziga
[92,25(15)° e 87,75(15)°] sdo muito préximos de 90°.

As distancias Pd—Njg, 2,016(3)° s3o ligeiramente menores que os valores relatados na
literatura entre piridina ou os seus derivados coordenados ao Pd(II) (2,022 - 2,042 A)"*7*. As
ligacdes envolvendo os atomos Ny,iga € Pd (2,105 A) sdo consideravelmente maiores que as de
complexos frans contendo azida com piridina e azida com trifenilfosfina”"*, frans-
[PA(N3)2(py)2] e trans-[Pd(N3)»(PPhs),], respectivamente, ou azida com quinolina”, trans-
[Pd(N3),(quinolina),] (2,03 - 2,04 A).

Outro ponto relevante da estrutura elucidada € a sua natureza supramolecular. A figura
15, gerada pelo software Mercury 1.4.2 (disponivel na internet em:

http://www.ccdc.cam.ac.uk/free services/free_downloads/), ilustra alguns aspectos das

interagdes desta natureza existentes.

Figura 15. Representagdo supramolecular do complexo 2 ao longo do eixo a (entrando no plano).
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A figura evidencia a ocorréncia de ligacdes de hidrogénio do tipo N-H~O=C, gerando um
arranjo supramolecular bidimensional.

A Quimica Supramolecular, definida como a “quimica além da molécula”, esta
relacionada a entidades organizadas de alta complexidade, resultantes da associa¢do de duas
ou mais espécies quimicas, moléculas e/ou ions, unidos por ligagdes metal-ligante e/ou
interagdes intermoleculares ndo-covalentes, tais como interagdes eletrostaticas, ligacdes de
hidrogénio e forcas de van der Waals’®.

As ligagdes de hidrogénio, dentro da Quimica Supramolecular, sdo interagdes que
direcionam a associagdo de um atomo de hidrogénio ligado covalentemente a um ou mais
atomos, grupos de atomos ou moléculas em uma estrutura agregada estavel o suficiente a
ponto de ser considerada como uma espécie quimica independente. Nesse sentido, K. R.
Seddon e C. B. Aakerdy’’ propuseram codifica¢des aos arranjos formados por estas ligacdes
intra e intermoleculares, adotando a seguinte simbologia: G (n), onde G € o designador de
padrdo, que descreve o tipo de liga¢do de hidrogénio (S para ligagdes intramoleculares, C para
cadeias infinitas, R para anéis intermoleculares e D para dimeros aciclicos e outras estruturas
finitas); o sobrescrito a indica o nimero de atomos aceitadores de ligacdo de hidrogénio; o
subscrito d aponta o nimero de 4&tomos doadores de ligagdo de hidrogénio; e o termo 7, indica
o numero de 4&tomos no anel ou a unidade de repeti¢do da cadeia.

O arranjo bidimensional em questdo, figura 15, envolve cadeias infinitas C(4) e espécies
R;(36). Uma automontagem dessas espécies, decorrente de interagdes C—H"Nyig,, estende
tridimensionalmente as supramoléculas, resultando a espécie R;(14), também gerada pelo

software Mercury 1.4.2 na figura 16.

Figura 16. Representagéo das interagdes supramoleculares do tipo C—H"'Naziga €ntre moléculas de planos
distintos, resultando em espécies R22 14).
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As distancias envolvendo as interagdes N—H 'O e C—H "Ny da, que geram os arranjos

supramoleculares descritos, sdo dadas na tabela 7.

Tabela 7. Interagbes supramoleculares presentes no complexo trans-[Pd(N3).(isn)a].

D—HA HA (A) DA (A) D_HA (o)
N-H"O 2,038 2,885 167,98
C-H"N 2,685 3,560 157,15

D= atomo doador na ligagéo de hidrogénio e A= atomo aceitador na ligagdo de hidrogénio.

A distancia H-O de 2,038 A no grupo N-H~O est4 dentro do intervalo envolvendo as

ligagdes de hidrogénio em compostos descritos na literatura’®, contudo, o angulo N—-H-O

apresenta-se um pouco maior do que aqueles presentes nesses compostos (150-160°)°.

Analise térmica dos complexos [PdX;(isn);], X= CI (1), N3 (2), SCN (3) e NCO (4)

Com o intuito de se obter dados referentes ao comportamento térmico dos compostos,

bem como subsidiar as propostas estequiométricas, foram obtidas as curvas TG desta série de

compostos, € os mesmos também foram submetidos a investigacdo por DSC. A seguir sdo

tecidos alguns comentarios sobre cada uma das termodecomposic¢des ilustradas na figura 17 e

compiladas na tabela 8.
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Figura 17. Curvas TG (a) e DSC (b) dos complexos sintetizados. [PdCla(isn)2] 1 (mi = 3,23 mg),
[Pd(N3)2(isn)2] 2 (mi = 1,89 mg), [PA(SCN)z(isn)2] 3 (mi = 1,51 mg) e [Pd(NCO)z(isn)2] 4 (m; =
1,61 mg).
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Tabela 8. Dados referentes a analise térmica dos complexos de formula [PdXy(isn),], X= ClI (1),
N; (2), SCN (3) e NCO (4).

Am/ % DSC/°C

Complexo Etapa AT/ °C Obt. Cale. endo oxo Atribuicéo
1 320-457 -74,61  -74,76 322,377 431 -2 isn, -2 CI
1 2 457 - 821 +2,17 +2,28 +0,3 O,
3 821 — 848 2,17 -2,28 -0,3 0,
residuo 25,39 25,24 Pd
1 220-825 -71,43  -71,84 219 -2 isn, -2 N3', +0,5 O,
2 2 825 -874 -3,70 -3,68 -0,5 0,
residuo 24,87 24,48 Pd
1 281 -446  -74,17 -75,14 305 -2 isn, -2 SCN, +0,3 O,
2 446 — 824  +1,32 +1,37 +0,2 O,
3 3 824 — 842 -3,31 -3,43 -0,5 0,
residuo 23,84 22,80 Pd
1 255-401  -7391  -73,68 255 -2 isn, -2 NCO, +0,25 O,
2 401 — 831 +1,86 +1,84 457 +0,25 O,
4 3 831 — 849 -3,73 -3,68 -0,50 O,
residuo 24,22 24,48 Pd

A curva referente ao complexo 1 mostra que o mesmo se decompde em trés etapas. Na
primeira ocorre a perda de duas moléculas de isonicotinamida e de dois grupos Cl'. Percebe-se
a ocorréncia de um ganho de massa numa segunda etapa, atribuido a incorporagdo de O,. Na
seqiiéncia, esta mesma massa ¢ perdida, dando origem a paladdio metalico, o que ¢ confirmado
pela analise de DRX do residuo’®, como ilustrado na figura 18 Esta figura é representativa

também para os demais residuos finais formados.

Ficha cristalografica PDF 46-1043 (Pd metalico)

Mmoo =wvu=m

.fk.ngul-:r (2 8)

Figura 18. DRX do residuo final da termodecomposi¢éo do complexo 1. Ficha cristalografica usada como
padréo comparativo (a) e (b) DRX obtido.
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Para o complexo 2 a saida dos ligantes seguida da formacdo de PdO ocorre em tUnica
etapa e, em seguida, forma-se Pd mediante decomposicdo do PdO.

O composto 3 apresenta a perda de seus ligantes em uma etapa, originando,
posteriormente, uma possivel mistura de Pd e PdO. Na segunda etapa o ganho de massa
refere-se a formacdo de PdO. A perda de massa, atribuida a saida de O, na terceira etapa,
conduz a formagao de Pd.

Uma etapa de perda de massa ¢ indicativa da saida dos ligantes no complexo 4. Numa
etapa seguinte ocorre a formag¢do de PdO e por fim, a ultima etapa ¢ condizente com a
formacao de paladio metalico.

Os picos endotérmicos presentes nas curvas DSC, referentes aos complexos 1, 3 e 4,
podem também sugerir a liberagdo de matéria organica, estando de acordo com a saida dos
ligantes na decomposi¢do térmica exibida pelas curvas TG. O pico exotérmico em 2 pode
indicar uma abrupta liberagdo de N,, decorrente da decomposicdo dos ligantes azida presentes
no complexo.

A estabilidade térmica ¢ proposta referindo-se ao inicio de cada termodecomposi¢do.
Segundo as curvas TG, o complexo 1 sofre decomposi¢do em temperatura mais elevada que
os demais complexos. Em ordem, o complexo 3 € o segundo mais estavel, seguido do 4 e do
2. Coincidentemente o inicio das termodecomposi¢des também pode ser observado pelas
curvas DSC, que indicam uma mesma ordem de estabilidade: [PdCly(isn),] >
[PA(SCN)a(isn)z] > [PAINCO)z(isn)2] > [PA(N3)2(isn)z].

De posse das informagdes de microandlises, dos modos de coordenagdo propostos com
base na espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, da concordancia
estequiométrica fornecida pelas curvas termogravimétricas e pela analogia estrutural da série
com o complexo 2 (estrutura resolvida por DRX de monocristal), sugere-se que as estruturas
dos complexos sejam, no estado s6lido, mondmeros com configuragdo trans, como ilustrado

na figura 19.

Figura 19. Proposta estrutural para os complexos trans-[PdXz(isn)z], X= CI (1), N3 (2), SCN (3) e NCO (4).
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Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear de 'H e de *C{'H} da série trans-
[PdX;(isn);], X=CI (1), N3 (2), SCN (3) e NCO (4)
Esta série de complexos apresenta-se insoliivel na maioria dos solventes convencionais

como agua, etanol, metanol, propan-2-ol, diclorometano, cloroféormio e dietil-éter, tanto em
temperatura ambiente quanto em temperaturas proximas da ebulicdo destes solventes. Sdo
pouco soluveis somente em dimetilformamida e em dimetilsulfoxido.

Sendo assim, o comportamento em solucdo destes complexos foi investigado com a
obtencdo de espectros de RMN de 'H e de C{'H} empregando-se DMSO-ds como solvente
¢ a temperatura ambiente. Para facilitar a atribuicdo dos deslocamentos quimicos, presentes na

tabela 9, seqiiénciou-se numericamente os nicleos observados como indicado na figura 20.

Figura 20. Numeragdo dos nucleos de He 13C{1H} presentes no ligante isn, empregada para a atribuigéo
dos sinais de RMN.

Os espectros de 'H e *C{'H} da isn livre e dos complexos desta série sdo apresentados

nas figuras 21-25.
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(b)

Figura 21. Espectros de RMN de 'H (a) e de C{'H} (b) da isn livre em DMSO-ds. Deslocamentos
quimicos, 8, em ppm.
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Figura 22. Espectros de RMN de 'H (a) e de C{'H} (b) do complexo trans-[PdCly(isn)2] em DMSO-d.
Deslocamentos quimicos, 8, em ppm.
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Figura 23. Espectros de RMN de 'H (a) e "*C{'H} (b) do complexo trans-[Pd(Ns)a(isn)z] em DMSO-d.

Deslocamentos quimicos, 8, em ppm.
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Figura 24. Espectros de RMN de 'H (a) e *C{'H} (b) do complexo trans-[Pd(SCN)a(isn),] em DMSO-d.
Deslocamentos quimicos, 3, em ppm.
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Figura 25. Espectros de RMN de 'H (a) e "*C{'H} (b) do complexo trans-[Pd(NCO)a(isn);] em DMSO-d.



Tabela 9. Atribuicdo dos deslocamentos quimicos, 6 (em ppm), presentes na isn livre e nos

complexos obtidos.
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"H
Composto Espécie
H7’ H7 He6/ H2 H5/ H3
isn — 8,23sl 7,70sl 8,71d (J=5,97Hz)  7,76d (J= 5,97 Hz)
) 1 8,38s 7,90s 8,80d (J=6,67Hz)  7,86d (J= 6,67 Hz)
[PACly(isn);]
2 8,12s 7,67sl 8,79sl 7,75sl
[PA(N;),(isn),] 1 8,43s 7,77s 8,89d (J=6,67Hz)  7,97d (J= 6,67 Hz)
[PA(SCN),(isn),] 1 8,40s 7,925 9,00s 7,96d (J = 6,67 Hz)
[PA(NCO),(isn),] 1 8,19s 7,65s 8,69d (J=594Hz) 7,74d (J =595 Hz)
13C{1H}
Cc7 Co/ C2 C5/C3 C4
isn — 166,39 150,16 121,38 141,30
. 1 164,93 153,53 123,02 141,00
[PACly(isn);]
2 NO 150,22 121,36 NO
[Pd(N5),(isn),] 1 164,77 152,03 123,91 144,06
[PA(SCN),(isn),] 1 164,64 153,13 124,66 NO
[PA(NCO),(isn),] 1 164,95 153,14 123,30 144,23

Multiplicidade: d= dublete, s= singlete, sl= singlete largo. Espécies: 1= correspondente a majoritaria (complexo trans), 2=
provavel espécie na forma cis. NO= sinal ndo observado.

A maioria dos estudos de RMN envolvendo as amidas estd relacionada ao carater
parcial da dupla ligagdo O=C-N do grupo amida. O cardter de ligagdo dupla surge da
contribuicdo da forma canonica (a), figura 26, ao estado fundamental das amidas e responde
pela (i) ndo equivaléncia magnética e geométrica dos grupos substituintes ligados ao atomo de
nitrogénio; (ii) planaridade do grupo amida, o qual ¢ um aspecto chave deste grupo funcional
organico na determina¢do de muitas propriedades estruturais e (iii) grande barreira de rotagdo
ao longo da ligagio CN da amida’’.

A ocorréncia de conjuntos de sinais separados em amidas do tipo R—C(O)NR|R;, R =
R,, sob condi¢des nas quais a rotacdo ao redor da ligacdo CN ¢ lenta na escala temporal do
RMN, ¢ devido a anisotropia de susceptibilidade diamagnética da carbonila. Existe um
diamagnetismo intenso (prote¢do) em regides conicas que se estendem acima e abaixo do
plano do grupo amida, enquanto que regides no plano deste grupo s@o paramagnéticas

(desprotegidas).
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(a) (b)

Figura 26. Formas candnicas de ressonancia de amidas.

A isonicotinamida mostra um processo de permuta intramolecular mutua — troca entre
duas formas quimicamente nao-distinguiveis por intermédio de uma rotagdo da ligagdo CN,

figura 27.

X SHX) X She(a)

X , X

= =
N N

Figura 27. Equilibrio entre formas quimicamente nao-distinguiveis — permuta intramolecular.

Os dois isdmeros interconvertidos por rotagdo em torno da ligagdo CN, com certo carater

7, sdo quimicamente idénticos (topomeros), figura 28.

T1 T1
0 N 0. N
AN ~
N R, ZZ
= 4
N N

Figura 28. TopOmeros.

A temperatura ambiente, o espectro de RMN de 'H da isonicotinamida apresenta quatro
sinais, dois dubletes em 8,71 e 7,76 ppm, associados aos atomos H-aromaticos, ¢ dois sinais
alargados em 8,23 e 7,70 ppm, correspondentes aos niicleos de 'H das posicdes X e A,

respectivamente.
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A complexidade dos espectros de RMN de protons dos derivados de férmula geral trans-
[PdX,(isn),] depende da natureza do ligante aniénico X. No espectro do composto 1 (X = Cl),
verifica-se a presenca de dois conjuntos de sinais relacionados ao ligante isn, que podem ser
atribuidos a presenga de duas espécies em solugdo, provavelmente aos isdmeros trans (espécie
1) e cis (espécie 2), em uma propor¢do 3:2, respectivamente. Espécie 1: 8,89d, 8,38sl, 7,90sl,
7,86d; espécie 2: 8,79sl, 8,12s, 7,75sl, 7,67sl, ppm.

Para o complexo 4 (X = NCO), observa-se apenas a presenga de um conjunto de sinais
(8,69d, 8,19s, 7,74d, 7,65sl, ppm), o que caracteriza a presen¢a de uma espécie majoritaria em
solugdo.

Por outro lado, os compostos trans-[Pd(N3),(isn),] e trans-[Pd(SCN),(isn);] apresentaram
espectros de RMN muito mais complexos do que os de seus analogos frans-[PdCl,(isn),] e
trans-[PA(NCO),(isn),]. Nestes espectros, a maioria dos sinais encontra-se bastante alargada,
o que se deve provavelmente a ocorréncia de fendmenos de troca rapida.

Esta diferenca espectral entre os complexos ¢ melhor compreendida considerando
algumas informacgdes da espectroscopia no 1V, referente a0 modo vC=0. Os espectros no IV
dos complexos trans-[PdCly(isn),] e trans-[Pd(NCO),(isn),], possuem as bandas vC=0O
localizadas em 1705 e 1707 cm™, respectivamente. J4 para os compostos frans-[Pd(N3)x(isn)s]
e trans-[Pd(SCN);y(isn),], este modo vibracional ocorre em freqiiéncias mais baixas, 1670
1674 cm™, respectivamente. Estes dados sugerem que o estado fundamental dos complexos
trans-[PdCly(isn);] e trans-[PA(NCO),(isn),] apresentam uma contribui¢do significativa da
forma candnica (a), figura 26, enquanto que a forma candnica (b) deve estar mais relacionada
aos compostos trans-[Pd(N3),(isn),] e trans-[Pd(SCN),(isn),].

Dependendo da forma candnica que apresenta a maior contribui¢do, a barreira de rotagdo
ao longo da liga¢do CN entre outras podem ser influenciadas drasticamente, afetando assim a
forma do sinal de RMN. Experimentos de RMN a baixa temperatura poderiam trazer
informacdes importantes a respeito do processo dindmico, em solugdo, associado a esses
complexos. Contudo, esta série de compostos € pouco soluvel apenas em DMSO e, com isso,
o0 abaixamento da temperatura para este tipo de experimento € inviavel, visto que este solvente

congelaria.
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5 PROPRIEDADES BIOLOGICAS

Os ensaios envolvendo os compostos frente a atividade antiproliferativa de células
tumorais e a viabilidade celular de macrofagos peritoneais de camundongos, foram realizados
no laboratdrio de Imunologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara
- UNESP, sob a supervisdo da Profa. Dra. Iracilda Zeppone Carlos.

A atividade antituberculostitica dos compostos foi investigada pelo mestrando
Fernando Rogério Pavan e pela Profa. Dra. Clarice Queico Fujimura Leite, ambos do
laboratério de Micobacteriologia “Prof. Dr. Hugo David”, da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Araraquara - UNESP.

5.1 Linhagens celulares tumorais utilizadas

A atividade antiproliferativa dos complexos e da isonicotinamida foi investigada para
duas linhagens: LM3 e LP07 — adenocarcinoma mamario e adenocarcinoma pulmonar,
respectivamente; ambas cedidas pela Dra. Elisa Bal de Kier Joffé e pelo Dr. Lucas Colombo,
professores do Instituto de Oncologia Angel H. Roffo da Universidade de Buenos Aires,
Argentina.

O cultivo celular deu-se em meio Eagle modificado, MEM, mantido em frascos
plasticos estéreis (Corning). Apos o repique, determinou-se o nimero de células em camara
hemocitométrica tipo Neubauer, utilizando corante azul de Tripan a 0,04% em PBS — tampao
fosfato, pH= 7,2 —, e ajustou-se a uma concentragdo de 5 - 10* células/ mL de MEM.
Transferiu-se entdo um volume celular que mantivesse tal concentracdo para tubos conicos
estéreis (Corning), contendo 100 mL de meio MEM previamente suplementado com 50 pL de
garamicina (80 mg/ mL) e 10 mL de soro fetal bovino, que passou a ser denominado MEM-
completo, MEM-C. As figuras 29 e 30 ilustram algumas das passagens envolvendo a

preparacdo das linhagens celulares testadas.

(a) (b)
Figura 29. Preparagdo das linhagens celulares. Cultivo das células em frascos plasticos e o repique (a).
Transferéncia para tubos conicos para posterior contagem (b).
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(a) (b)

(© (d)
Figura 30. Camara de Neubauer (a) e uma ampliagcdo dos quadrantes (40 x) onde ocorrem as contagens

celulares (b). Microfotografia representativa das células (LP0O7), com ampliagcdo de 320 vezes (c)
e, em (d), uma ampliagdo destas células (800 x).

5.2 Determinacio da atividade antiproliferativa

O crescimento tumoral, na presenca do composto testado, foi quantificado pela
capacidade das células vivas reduzirem quimicamente o sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,4-difeniltetrazolio, MTT™ (Across Organics). As células foram adicionadas em placas
(Corning) contendo noventa e seis pocos (200 uL. em cada poco) e mantidas incubadas a
37°C, por 24 h, em estufas com atmosfera controlada a 5% de CO,, para a formagdo de
“tapetes” celulares. Transcorrido este tempo, descartou-se a solu¢do sobrenadante e
adicionou-se os compostos a serem testados (200 pL em cada pogo), exceto nas cavidades
estabelecidas para o controle, preenchidas com 200 pL de MEM-C. As concentragdes
variaram de 500-200 umol/ L para os complexos, de 6000-600 pmol/ L para a
isonicotinamida livre e de 100-10 umol/ L para a cisplatina, aproximadamente. As varias
concentragdes foram derivadas de solugdes-maes, preparadas pela solubilizagdo das amostras
em DMSO, de tal modo que cada solucdo-mae contivesse 4% deste solvente numa relacao
volume/ volume para o meio de cultura MEM-C. Conseqiientemente, a dilui¢do mais
concentrada de cada amostra testada apresentava no maximo 1% de DMSO, o que ndo foi

significativo para induzir a morte das células tumorais.
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Posteriormente a adicdo dos compostos, manteve-se as placas em estufa por mais 24 h,
sob as mesmas condi¢des. Ao término deste periodo, descartou-se o sobrenadante de cada
placa e 100 pL de uma solugdo de MTT foi acrescida a cada poco. Apos 3 h, o contetido
sobrenadante foi novamente desprezado e 100 pL de propan-2-ol (Mallinkrodt) foram
adicionados em cada cavidade para dissolver os sais de formazana formados (a partir da
reducdo do MTT). Efetuou-se, em seguida, a leitura das absorbancias das microdilui¢des
obtidas, que se correlacionam com as concentragdes do sal de formazana obtido. Essas
leituras foram realizadas em um espectrofotometro UV/visivel Multiskan Ascent da
Labsystems, em comprimento de onda de 540 nm e filtro de referéncia 620 nm. Na figura 31
sdo ilustrados os passos envolvendo os testes das atividades antiproliferativas das células

tumorais.

(@)

(b)

(©
Figura 31. Células adicionadas em placas de 96 orificios (a), estufa de incubagdo das células (b) e o

equipamento onde ocorreram as leituras para a determinagéo das atividades dos compostos,
frente as linhagens tumorais (c).
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A concentragdo de cada composto capaz de matar ou manter 50% das células tumorais
vivas — indice de citotoxicidade 50%, ICsy, — foi determinada pela capacidade das células de
reduzirem quimicamente o MTT.

Os resultados s3o representativos de trés experimentos independentes e estdo
apresentados, na tabela 10, como valores médios + o desvio padrdo de triplicatas. Estes dados
foram estatisticamente analisados por regressdo linear, com limite de confianca de 95%,
empregando-se equacdes de reta obtidas pelo programa computacional Microcal Origin 5.0™,

figuras 32 e 33.
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Figura 32. indices de citotoxicidade para os experimentos envolvendo a linhagem tumoral LM3 (a) e LP07
(b), onde 1, 2, 3 e 4 representam os complexos, e a cisplatina foi usada como padréo.
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Figura 33. indices de citotoxicidade para os experimentos envolvendo o ligante isonicotinamida livre, frente
a linhagem LM3 e LPO7.

Tabela 10. IC5o dos complexos e da isn livre frente as linhagens de células

tumorais.
Composto ICs0 (pmol/ L)
LM3 LP07

trans-[PdCl,(isn),] (1) 338,58 £ 8,60 325,06 + 5,89
trans-[Pd(N3),(isn),] (2) 316,71 £ 10,52 252,81 + 6,33
trans-[Pd(SCN),(isn);] (3) 325,73 £9,47 279,51 & 8,88
trans-[PA(NCO),(isn),] (4) 269,48 + 10,74 317,93+ 8,14
Isonicotinamida 8341,02 + 5,89 662497 £ 2,06
* Cisplatina 30,26 + 3,72 112,45 +1,89

* Droga padrao.

Todos os indices de citotoxicidade apresentados pelos compostos estiveram acima dos
valores obtidos para a cisplatina — droga padrdo. No caso das células LM3, os valores
encontrados para os complexos mostram-se de nove a onze vezes, aproximadamente, mais
elevados do que a cisplatina. Para as células tumorais LP07, os valores de ICs( apresentam-se
de duas a trés vezes maiores que a cisplatina, aproximadamente, sendo, portanto, um pouco
mais eficazes contra esta segunda linhagem. Ja o ligante livre, praticamente ndo possui
atividade contra as duas linhagens testadas.

Apesar da citotoxicidade destes compostos serem inferiores a da cisplatina, verifica-se
que o comportamento dos complexos se difere para cada tipo de carcinoma. Diante disto, a
acdo dos mesmos pode ser avaliada com outros grupos celulares, podendo exibir resultados
mais satisfatorios.

Ainda, no emprego de uma substancia quimica contra algum tipo de cancer, ndo basta

que a mesma seja extremamente citotoxica. Ela deve ser seletiva, ou seja, ser letal contra as
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células cancerosas e pouco agressiva contra as sadias. Por isso, avaliar os compostos frente a
células de defesa de mamiferos, como os macréfagos, € pertinente para saber da existéncia ou

ndo de seletividade.

5.3 Viabilidade celular de macrofagos peritoneais de camundongos

Animais

Foram utilizados lotes de camundongos isogénicos Balb/c fémeas com 4-6 semanas de
vida, pesando entre 18 e 25 g cada, adquiridos do biotério do Centro Multidisciplinar para a
Investigacdo Bioldgica - CEMIB, UNICAMP.

Estes foram mantidos em gaiolas de policarbonato, com dgua e ragdo abundantes, em
local climatizado (23 £ 2°C e 56 = 2 % de umidade relativa do ar) e controle de claro e escuro
a cada 12 h. Agua, racio e maravalha foram sempre autoclavadas antes do uso. Todos os
procedimentos envolvendo estes animais foram conduzidos em acordo com o parecer do

Comité de Etica local da FCF.

Extracido dos macrofagos

Os camundongos foram estimulados a produzir os macréfagos — um dos tipos de
células de defesa — pela inoculacgdo intraperitoneal de 3,0 mL de tioglicolato de sdédio a 3%,
trés ou quatro dias antes de serem sacrificados.

O sacrificio ocorreu por asfixia sob cloroférmio. Os animais foram entdo deitados em
decubito dorsal, tendo a pele da regido abdominal retirada. Em seguida, inoculou-se 5 mL de
PBS intraperitonealmente, massageou-se todo o peritoneo para a homogeneizacdo interna
desta solucdo e, por fim, o liquido peritoneal foi coletado com a mesma seringa ¢ agulha
empregadas na inje¢do de PBS. O liquido foi entdo transferido para um tubo conico estéril e
centrifugado a 2000 rpm por 5 min. O sedimento celular obtido foi lavado com trés aliquotas
de 3 mL de PBS. Ao final desta etapa, as células de defesa obtidas foram ressuspendidas em
meio de RPMI-1640-completo, RPMI-C [RPMI-1640 (Aldrich), estreptomicina (100 U/ mL),
glutamina (2 mmol/ L), mercaptoetanol (50 mmol/ L), penicilina (100 U/ mL) e 5% de soro
fetal bovino], e contadas em camara de Neubauer, utilizando-se corante de Lazarus.

As culturas celulares obtidas de cada camundongo foram entdo ajustadas para uma
concentragdo de 5 10° células/ mL de RPMI-C. A coleta e a forma de contagem das células

sdo mostradas na figura 34.
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(a) (b)

(c) (d)

(e) ®

(® (h)

Figura 34. Extracdo dos macrofagos dos camundongos. Posicao decubito dorsal (a), para a abertura do
peritoneo (b). Injecdo de PBS (c) e massagem (d) para a homogeneizag¢édo deste veiculo, e a
posterior retirada do exsudado peritoneal (e). Transferéncia do exsudado para tubos cénicos (f),
que, apos lavagens e centrifugacdes (g), foram destinados para a contagem dos macrofagos

(em detalhe na microfotografia) (h).
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As diluigdes das amostras testadas frente aos macrofagos apresentavam concentragdes de
500-200 pmol/ L para os complexos, de 6000-600 umol/ L para a isonicotinamida livre e de
100-10 pmol/ L para a cisplatina, aproximadamente. As solugdes-maes foram preparadas
similarmente aquelas empregadas frente as linhagens tumorais, exceto pela adigdo do meio
RPMI-C. As dilui¢cdes mais concentradas das amostra testadas apresentavam no maximo 1%

de DMSO, o que também nao foi significativo para induzir a morte das células de defesa.

Determinacio dos indices de citotoxicidade para macrofagos

100 pL das diluigdes a serem testadas e o mesmo volume das suspensdes celulares
foram introduzidos em cada pogo de placas (Corning) contendo noventa e seis orificios.
Numa seqiiéncia destes pogos, adicionou-se somente 200 pL. de células em meio RPMI-C
(controle negativo). Mantiveram-se as placas incubadas a 37°C, por 24 h, em estufas com
atmosfera controlada a 5% de CO,, para a formacdo de “tapetes” celulares. Transcorrido este
tempo, desprezou-se as solugdes sobrenadantes e adicionou-se 100 pL de solugdo MTT,
diluida em tampao PBS 5 mg/ mL, em cada cavidade. Apds 3 h, o contetido sobrenadante foi
novamente descartado e 100 pL de propan-2-ol foram adicionados em cada cavidade para
dissolver os sais de formazana formados.

Efetuou-se entdo a leitura das absorbancias das solugdes em espectrofotdmetro
UV/visivel com comprimento de onda de 540 nm e filtro de referéncia 620 nm. A partir das
absorbancias foram calculadas as concentragdes dos compostos, que atuaram na reducdo do
sal de MTT.

Os resultados obtidos correspondem a ensaios realizados em trés dias diferentes e sdo
exibidos, na tabela 11, como a média de triplicata + o desvio padrao.

O tratamento destes dados envolveu um limite estatistico de confianga de 95%, por

meio de equagdes de reta geradas pelo software Microcal Origin 5.0™, figura 35.
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Figura 35. indices de citotoxicidade para os experimentos de viabilidade celular de macréfagos, onde (a)

representa os complexos 1 - 4 e a cisplatina, e em (b) representa-se a isonicotinamida livre.

Tabela 11. IC5, dos compostos frente aos macréfagos

peritoneais.
Composto 1Cs (”rfml/ L)
Macroéfago
trans-[PdCl,(isn),] (1) 473,49 £2,31
trans-[Pd(N3),(isn),] (2) 686,77 £ 1,11
trans-[PA(SCN),(isn);] (3) 484,63 £ 0,96
trans-|PA(NCO),(isn),] (4) 649,39 + 0,80
Isonicotinamida 5197,80 + 1,57
* Cisplatina 62,88 +2,14

* Droga padréo.
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De acordo com os dados obtidos frente aos macrofagos, todos os compostos testados
apresentam-se menos agressivos para estas células de defesa, quando comparados a cisplatina.
Os complexos sdo, aproximadamente, 7,5-11 vezes menos tdxicos aos macrdfagos. Dentre os
complexos, os mais vidveis seriam o 2 e o 4, que contém, respectivamente, os pseudo-haletos
azida e cianato. Estes s@o cerca de 11 e 10 vezes menos letais as células de defesa.

Considerando a relagdo 1Csy dos macréfagos e ICsg das linhagens, pode-se estabelecer

o indice de seletividade, IS, dos compostos avaliados. A tabela 12 aponta esses indices.

Tabela 12. Relagéo ICsomacrotago) € |Csocomposto) PAra a
avaliacdo da seletividade dos mesmos.

IS (ICSO(macréfago)/ ICSO(composto))

Composto LM3 LP07
1 1,40 1,46
2 2,17 2,72
3 1,49 1,73
4 2,41 2,04
isn 0,62 0,78
cisplatina 2,08 0,56

Levando em consideragdo os IS, todos os complexos mostraram-se minimamente
seletivos, destacando-se novamente o 2 e o 4, por exibirem maior seletividade contra as duas
linhagens avaliadas. Percebe-se também que a seletividade da cisplatina é muito baixa para a
linhagem LPO7. Isto ¢ concordante com a literatura, na qual se menciona a resisténcia de
canceres pulmonares ao tratamento com a cisplatina®’.

Ao se estabelecer, ainda, uma relagio entre os IS dos compostos e os IS da cisplatina,
pudemos encontrar a potencialidade efetiva destes compostos frente aos adenocarcinomas

testados. Estas relagdes seguem inseridas no grafico da figura 36.
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Figura 36. Relacdo envolvendo os indices de seletividade (IS) dos compostos com a cisplatina,
demonstrando a agao efetiva dos mesmos.
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Nota-se, segundo o grafico da figura 33, que somente os compostos 2 ¢ 4 foram mais
seletivos contra a linhagem de mama LM3. Para a linhagem pulmonar LPO7, todos os
complexos inclusive o ligante livre superam a seletividade da cisplatina. Cabe destacar que
para essa segunda linhagem os complexos 2 e 4 sdo também os mais efetivos, € mostram-se
de 3,5 a 5 vezes, aproximadamente, mais seletivos que a cisplatina contra o adenocarcinoma

pulmonar avaliado.

5.4 Atividade antituberculose dos complexos
O tratamento da tuberculose ¢ longo e leva de seis meses — casos novos — até um ano e

meio — para casos reincidentes. O paciente ingere diariamente um coquetel de drogas, dentre
as quais, isoniazida e pirazinamida. O coquetel, no entanto, provoca inumeros efeitos
colaterais™, por isso, buscam-se drogas sintéticas menos toxicas e mais eficazes contra a
tuberculose.

Motivados pelas aplicagdes bioldgicas dos complexos de paladio(Il) ja relatadas e por
alguns testes envolvendo complexos contendo outros centros metalicos®>™®°, buscou-se, neste
trabalho, avaliar as potencialidades dos complexos preparados para a inibicdo das
micobactérias causadoras da tuberculose.

Os complexos foram submetidos a ensaios de inibi¢do do crescimento do bacilo
Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC-27194. Os testes foram realizados em triplicata,
com as amostras solubilizadas em dimetilsulféxido e testadas segundo os procedimentos de
MABA (Microplate Alamar Blue Assay)*®. Os valores encontrados para a concentra¢io
inibitoria minima, CIM, foram obtidos por medidas de luminescéncia, relacionados a
variagdes de intensidade de cor do revelador resazurina, em microfluorimetro SpectraFluor
Plus da TECAN®, e sdo apresentados na tabela 13. Eles representam a menor concentragio da
amostra capaz de impedir a multiplicagdo das micobactérias, eliminando, no minimo, 90% das

mesmas.
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Tabela 13. CIM dos complexos, dos sais de pseudo-
haletos e da isn livre frente a Mycobacterium

tuberculosis.

Composto CIM (umol/ L)
trans-[PdCl,(isn),] (1) 296,5
trans-[Pd(N;),(isn),] (2) 35,89
trans-[PA(SCN),(isn),] (3) 267,8
trans-[PA(NCO),(isn),] (4) 287,5
NaNj, 599,9
NaSCN 1542
KNCO 1541
Isonicotinamida > 2047
* Pirazinamida 406,1-812,2

* Droga padrio®’.

Nota-se que os valores de CIM para os complexos sdo bem menores quando
comparados ao valor da isonicotinamida livre e os sais dos pseudo-haletos.

Nao se sabe os mecanismos de atuacdo destes compostos isoestruturais, mas percebe-
se que a juncdo entre os ligantes e o palddio confere aos complexos uma ag@o considerdvel
contra as bactérias. Todos os complexos possuem CIM menor que o da droga padrio, a
pirazinamida, porém cabe destacar o composto 2, trans-[Pd(N3),(isn),], que mostrou-se muito
eficaz na inibicdo da Mycobacterium tuberculosis.

Dos valores encontrados para os pseudo-haletos, o sal NaNj3 apresenta um valor de
CIM aproximadamente 2,5 vezes menor que o dos outros. Pela grande diferenga de CIM entre
os complexos pode-se, pelo menos, afirmar que a espécie quimica nociva aos bacilos da
tuberculose, gerada a partir do complexo 2, ¢ distinta das espécies derivadas dos demais
complexos.

Seria relevante estudar de modo mais profundo o comportamento em solu¢do do
complexo 2, para se confirmar a presenga ou ndo de outras espécies, bem como conhecer a
estrutura eletronica (densidade de cargas, ocupagdo dos orbitais HOMO e LUMO) deste e dos
demais complexos, para se estabelecer alguma relagdo estrutura-atividade.

Diante de tudo isto, abre-se uma nova vertente de possiveis aplicagdes biologicas de
complexos de paladio(Il), uma vez que testes antituberculostiticos envolvendo complexos
contendo o referido metal ndo foram descritos até entdo na literatura e os valores encontrados

neste trabalho sdo relativamente promissores.



65

6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Sdo apresentados neste trabalho quatro complexos de paladio(Il): #rans-[PdX;(isn),],
X=Cl (1), N3 (2), SCN (3) e NCO (4), isn = isonicotinamida. A caracterizagdo destes por
analise elementar, IV, termogravimetria e difracdo de raios X de monocristal (2), foram
imprescindiveis para se propor as estruturas moleculares e elucidar a coordenagdo dos ligantes
ao centro metalico, no estado solido. As curvas TG reforcaram as propostas sugeridas pelas
microanalises e IV, indicando também as etapas das termodecomposi¢des. Para o complexo 2
houve duas etapas de decomposi¢do e para os demais complexos trés. Em todos os casos foi
gerado Pd como residuo final. Ainda, estabeleceu-se a ordem de estabilidade térmica desta
série: trans-[PdCly(isn),] >  trans-[PA(SCN)y(isn);] >  trans-[PA(NCO),(isn),] >  trans-
[PA(N3)2(isn),].

A conexdo destas técnicas direcionou propor a formacdo de mondmeros, nos quais o
atomo de palddio encontra-se coordenado com as moléculas de isonicotinamida (trans)
mediante os nitrogénios piridinicos. Os ligantes cloro ¢ pseudo-haletos se coordenam ao Pd*"
de modo terminal; azida e cianato via nitrogénio e o tiocianato pelo 4&tomo de enxofre.

A estrutura resolvida por difragdo de raios X de monocristal do complexo 2 ¢
centrossimétrica, possui a estereoquimica frans e a geometria ao redor do palddio ¢ quadrado-
planar. Destaca-se a presenga de arranjos bidimensionais em relag@o as ligagdes de hidrogénio
do tipo N-H "0, gerando espécies supramoleculares C(4) e R, (36). A arquitetura também se
estende tridimensionalmente pelas interacdes C—H "N,,iqa, dando origem a espécies do tipo
R:(14).

Os dados de ressondncia magnética nuclear de 'H e de “C{'H}, em solucdo de
DMSO-ds, confirmam a formacdo dos complexos, segundo os deslocamentos quimicos
comparados ao ligante isn livre. Notou-se que o complexo 1 apresenta, possivelmente, as
formas frans e cis em solucdo, enquanto que os demais apresentaram majoritariamente a
forma trans. Relacionou-se ainda a espectroscopia no IV com o comportamento em solucao
destes compostos, associando-se as formas canonicas dos grupos amidas, presentes no ligante
isn, com os complexos. Assim, 1 e 4 se relacionam numa das formas candnicas enquanto que
2 e 3 estariam vinculados a segunda forma.

Algumas propriedades biologicas envolvendo o ligante isn e a série de complexos
sintetizados foram investigadas.

Primeiramente, a a¢do antiproliferativa dos compostos foi testada, envolvendo

linhagens celulares tumorais de mama, LM3, e de pulmao, LP07. Os indices de citotoxicidade
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foram determinados e todos estiveram acima dos valores apresentado pela cisplatina — usada
como padrdo comparativo —, sendo 9-11 vezes mais elevados, para a linhagem LM3 e 2-3
vezes maiores para a linhagem LP07, aproximadamente.

Contudo, nos testes envolvendo macrofagos peritoneais de camundongos, todos os
compostos testados mostraram citotoxicidade bem inferior a cisplatina. Assim, pode-se
estimar a seletividade dos mesmos e, nestes termos, os complexos 2 e 4 foram mais seletivos
que a cisplatina, frente as linhagens LM3. Para as linhagens LPO7, todos os complexos
apresentaram esta caracteristica mais pronunciada. Relacionando-se a seletividade dos
compostos com a da cisplatina, concluiu-se que os complexos 2 e 4 sdo 0s que possuem maior
potencialidade contra a linhagem de células de mama. J& para as células tumorais pulmonar,
todos os compostos mostraram-se mais seletivos que a cisplatina, com destaque aos
complexos 2 e 4 novamente.

Outra propriedade bioldgica avaliada, foi a ag¢@o antituberculostatica dos compostos
contra o bacilo Mycobacterium tuberculosis, principal causador da tuberculose. Constatou-se
que o ligante isn livre e os sais dos pseudo-haletos ndo apresenta atividade apreciavel, porém,
os valores das concentragdes inibitorias minimas — que inibem, no minimo, 90% destas
bactérias —, obtidas para os complexos, sdo inferiores ao apresentado pela pirazinamida, droga
padrao. Dentre todos, destaca-se o complexo trans-[Pd(N3),(isn);] (2), no minimo onze vezes
mais potente contra as micobactérias quando comparado a pirazinamida.

Cabe salientar que ensaios envolvendo a atividade antituberculose de complexos de
paladio(IT) ndo sdo mencionados, até entdo, na literatura. Isso refor¢a o emprego crescente de
paladio na composi¢do de metalo-drogas com possiveis e variadas aplicagdes bioldgicas.
Como expectativas futuras espera-se obter novos complexos de Pd(II) contendo a
isonicotinamida e outros ligantes, avaliar a acdo destes compostos frente linhagens tumorais
humanas, contra as bactérias causadoras da tuberculose e até, cogitar parcerias com a industria

farmacéutica.
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