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RESUMO

O céancer é uma dos principais problemas de salde que afeta e mata milhGes de pessoas.
Diversos tipos de tratamento ja foram propostos, entretanto, alguns se apresentam muitas
vezes toxicos ao corpo e/ou ineficientes de acordo com as caracteristicas particulares do
organismo. Dentre as propostas de tratamento estd o uso do complexo precursor
[Fe(NO)2(CO),] para sintese de complexos [Fe(NO), Ligante] em que se encontram a vanilina
tiossemicarbazona (VTS) e a vanilina semicarbazona (VSC) como ligantes. Busca-se, por
meio desses, a possibilidade de inibigdo do sistema enzimatico da glutationa - glutationa /
glutationa transferases - conhecido por restringir a acdo da cisplatina através da catalisacao da
conjugacdo da glutationa com o complexo - e através do uso dos dinitrosilos de ferro (DNICs)
e da liberacdo do ligante organico obter uma possivel atuacdo farmacoldgica. Neste trabalho,
foram utilizadas técnicas como Analise Elementar, Espectroscopia no UV-Vis,
Espectroscopia no Infravermelho, Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear,
Ressonancia Paramagnética de Elétron e Espectrometria de Massas para a caracterizacdo dos
ligantes que foram também avaliados por ensaio citotdxico frente a linhagem MCF-7
(adenocarcinoma mamario humano) e bacteriano por Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. Os complexos sintetizados foram avaliados por técnicas espectroscopicas e
espectrometria de massas.

Palavras-chave: Cancer. Tiossemicarbazonas. Oxido nitric



ABSTRACT

Cancer is one of the major health problems that affects and kills millions of people. Several
types of treatment have been proposed, however, some of them are often toxic to the body and
/ or inefficient according to the particular characteristics of the organism. Among the
treatment proposals is the use of the precursor complex [Fe(NO),(CO),] for synthesis of
complexes [Fe(NO),Binder] in which are the vanillin thiosemicarbazone (VTS) and vanillin
semicarbazone (VSC ) as ligands. The aim is to inhibit the enzymatic system of glutathione
glutathione / glutathione transferases known to restrict the action of cisplatin by catalyzing the
conjugation of glutathione to the complex and through the use of iron dinitrosilos (DNICs)
and the release of the organic ligand to obtain a possible pharmacological action. In this
project, were used techniques such as Elementary Analysis, UV-Vis Spectroscopy, Infrared
Spectroscopy, Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, Electron Paramagnetic Resonance
and Mass Spectrometry for the characterization of ligands that were also evaluated by
cytotoxic assay against the MCF lineage -7 (human mammary adenocarcinoma) and bacterial
by Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The synthesized complexes were evaluated by
spectroscopic techniques and mass spectrometry.

Keywords: Cancer. Thiosemicarbazones. Nitric oxide.
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1.  INTRODUCAO
1.1 Cancer

O céncer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que tém em comum a
capacidade de crescimento celular desordenado® sendo, atualmente, um problema de satde
publica mundial, seja pelo aumento na sua prevaléncia, como também, pelos investimentos
em acdes abrangentes, pelo tempo da deteccdo da doenca e da assisténcia aos pacientes, entre
outros fatores.

Em 2012, a estimativa mundial indicou que ocorreram 14,1 milhGes de novos casos de
cancer e, ainda, 8,2 milhdes de oObitos. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) a cada ano 8,8 milhdes de pessoas morrem por conta dessa enfermidade, a maioria em
paises em desenvolvimento, superando a estimativa de 2012. Nesses paises as ocorréncias de
cancer associadas as infeccdes ainda é alta, resultando em céncer de colo do Utero, estbmago e
esdfago entre os mais comuns. Ja nos paises desenvolvidos os tipos de cancer predominantes
foram os associados a urbanizacdo e ao desenvolvimento, indicando assim, cancer de pulméo,
prostata e mama como os mais comuns®. De acordo com a OMS, as infeccBes que podem
causar cancer sao responsaveis por 20% das mortes por cancer em paises em desenvolvimento
e, em contrapartida, esse indice é de 7% nos paises desenvolvidos.

No Brasil estima-se que entre 2018-2019 ocorram 600 mil casos novos de cancer,

dentre os tipos mais comuns estdo o de préstata, mama e pulméo (Figura 1):

Pristata 68220 NT% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29.5%
Traqueia, Bronguio e Pulmao 18.740 8,7% Cadlon e Reto 16.980 9.4%
Cdlon e Reto 17.380 8.1% Colo do Utero 16.370 8.1%
Estmano 13.540 6,3% Traqueia, Bronguio e Pulmao  12.530 5.2%
Cavidade Oral 11.200 5.2% Glandula Tireoide 8.040 4.0%
Esdfago 8.240 3.8% Estmago 7.750 3.8%
Bexiga 6.600 I1% Corpo do Utero 6.600 3.3%
Laringe 6.390 3.0% Ovario 6.150 3.0%
Leucemias 5.840 2.8% Sisterna Nervoso Central 5.910 2.7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2.7% Leucemias 4.860 2.4%

Figura 1 - Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2018 por

sexo, exceto pele ndo melanoma

Fonte - Estimativa 2018 - Incidéncia de Céancer no Brasil (INCA)
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O cancer pode ser induzido por fatores internos, ou seja, aqueles associados a genética
humana e por fatores externos quando o meio, 0s habitos e costumes estdo envolvidos como
fatores de risco ou por ambos. Por fatores genéticos as células passam por alteracGes devido
aos genes especificos: oncogenes e os supressores de tumores®*. Os proto-oncogenes S&o
genes responsaveis pelo crescimento celular e quando passam por mutacGes, insercdes,
delecdes ou justaposi¢cdo provocam um crescimento desordenado e sdo entdo denominados de
oncogenes. Ja os supressores de tumor, designados em atividades de divisdo celular, apoptose
e reparacdo de danos no DNA levam ao desenvolvimento descontrolado de células por sua
inativacéo.*”

Por conta das mutacdes génicas as células cancerigenas produzidas adquirem grande
capacidade de proliferacao e resisténcia a sinais antiproliferativos e apoptéticos (morte celular
programada)®’, perda de funcdo e da capacidade de diferenciacdo ou especializacio e perda
das propriedades adesivas da membrana plasmatica que permitem o reconhecimento celular®.
Além disso, tais células podem produzir vasos sanguineos e invadir outros tecidos, processos
denominados, respectivamente, de angiogénese e metastase, essa Ultima, formadora dos
tumores malignos e reconhecida como a maior causa de mortes em pacientes com cancer.?

Dentre as formas de tratamento para a neoplasia estdo o uso de cirurgia, a radioterapia e
a quimioterapia que dependem da ressecabilidade do tumor e da viabilidade de acesso por
conta da preservacéo dos 6rgaos envolvidos®. A toxicidade e a combinagdo de métodos de
tratamento ja foram discutidas em estudos cientificos, assim como, a resisténcia apresentada
pela doenca, evidenciando que a dosagem intervém na sobrevivéncia do paciente e em como a
cirurgia pode piorar o quadro clinico, ressaltando algumas das caracteristicas consideradas no
tratamento as quais ainda incluem o custo e a preferéncia de acordo com o estado de
satide™®*.

Na dindmica do organismo humano, é necessario compreender e buscar métodos
alternativos de tratamento, onde os compostos de coordenacdo conquistaram destaque com a
cisplatina: um dos farmacos mais conhecidos e utilizados no tratamento de varios tipos de
cancer, entre eles, cancro da cabega e pesco¢o, pulmdo, estbmago, testicular, ovariano,
esofagico, entre outros. Porém, tal tratamento apresentou-se limitado devido a complicacdes
toxicas causadas pelo complexo, como neurotoxicidade (danos ao sistema nervoso), a
nefrotoxicidade (danos aos rins), a ototoxicidade (perda de audicdo) e mielotoxicidade

(supressdo da medula 6ssea)™.
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No corpo humano ha um complexo enzimatico responsavel por dificultar a agdo de
farmacos contra o cancer, como, por exemplo, a cisplatina, trata-se da familia glutationa S-
transferases (GSTs). Essa familia de enzimas é responsavel por proteger a célula de
compostos toxicos enddgenos ou exdgenos atraves da conjugacdo de um atomo de enxofre ao
centro eletrofilico do composto alvo. Em literatura, se encontra relatos da familia GSTs
interagindo com dinitrosilos de ferro pelo sitio G da enzima, através da coordenacédo do ferro
com a hidroxila de Tyr-7 e interacdes adicionais de van der Waals de por¢cdes de NO com lle-
104 e Tyr-108 (Figura 2). Essa interagdo é vista com surpresa, pois o sitio G reconhece,
predominantemente, GSH e alguns analogos. Por conta dessa resisténcia apresentada pelo
corpo, se encontra em literatura propostas de utilizacdo de complexos contendo farmacos
organicos™4*,

Nesse contexto, este trabalho prop6e o estudo de dinitrosilos de ferro - {Fe(NO),}- a
partir do uso de CO (carbonila) como ligante ao complexo precursor - Fe(NO),(CO); - e,
posteriormente, a formacdo de complexos de formula Fe(NO),(L,) a partir da substituicdo de
grupos CO por ligantes organicos como os derivados vanilinicos de tiossemicarbazonas e
semicarbazona. Dessa forma, espera-se que em meio biologico, o Fe(NO),(L,) seja capaz de
liberar os ligantes organicos (L) para atuarem como farmacos no organismo, enquanto o

Fe(NO), acabe por inibir o sistema enzimatico da glutationa.

Figura 2 - Esquematizacéo da interagcdo GSTs - Dinitrosilo de ferro.
Fonte: Adaptado de De Maria, et al (2003).
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1.2 Infecgbes bacterianas

Infeccgdes bacterianas sdo responsaveis por um grande numero de 6bitos inesperados
em doencas infecciosas. Segundo dados da OMS (2016), as bactérias encontradas em meio
hospitalar e no meio da comunidade sdo as que mais merecem atencdo, devido a resisténcia a
antibidticos tradicionalmente usados. A lista organizada pela OMS aponta 0s agentes
patogénicos prioritarios resistentes aos antibioticos, em que estdo presentes bactérias como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Streptococcus
pneumoniae, seguidas da Salmonella spp

Dentre essas, a Escherichia coli é uma bactéria gram-negativa presente no trato gastro-
intestinal humano e de outros animais e é auxiliadora da digestdo. Certos tipos de E. coli
podem causar dores abdominais, vomitos, diarreias, infeccGes no trato urinario, meningite
neonatal e levar o paciente a um quadro clinico grave por destruicdo das células vermelhas e,
consequentemente, insuficiéncia renal. Ja a Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-
positiva responsavel por parte das infeccBes hospitalares, incluindo a sepse (infeccao
generalizada), infeccdes na pele, nos tecidos e adquiridas na comunidade, como também,
participa de intoxicacdo alimentar. Sua patogenicidade é devida as toxinas, invasividade e
resisténcia a antibidticos.

As bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus foram selecionadas, neste
trabalho, para ensaios bioldgicos com tiossemicarbazonas e semicarbazona, a fins de estudo

do grau de inibicdo causado por esses compostos nos patégenos mencionados.

1.1 Dinitrosilados de ferro

Os dinitrosilos de ferro (DNICs), Figura 3, que contém dois grupos NO em sua
estrutura e ligantes (X) como grupos proteicos, imidazdis e tiois, sdo conhecidos por serem
capazes de estocar e transportar o regulador enddgeno universal de processos metabolicos
NO. O o¢xido nitrico é biossintetizado de forma enddgena no corpo a partir de L-arginina,
oxigénio e NADPH, sendo modulador de funcdes fisioldgicas, como o relaxamento do
masculo liso, transmissdo neural, regulador da pressdo sanguinea, inibigdo de agregacédo
plaquetéria, ativacdo / inibicdo de expressdo génica e inducdo de apoptose. No sistema
imunologico e gerado por macréfagos e neutrofilos e € citotoxico para patogenos e células

tumorais em certos niveis®®.
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Figura 3 - Estrutura dos complexos do tipo [Fe(NO),(X).]

Quando o grupo NO esta presente em complexos a ligacao entre o metal e o NO ocorre,
geralmente, através do a&tomo de nitrogénio formando os complexos nitrosilos (M-NO). Essa
ligacdo se d& por meio de doagdo de densidade eletrdnica do nitrogénio para o metal através
de uma liga¢do ¢ e uma retrodoacao dos orbitais dm ocupados do metal para os orbitais n* do
grupo NO que atuam como 6timos =« receptores, conforme pode ser observado na Figura 4.
Ademais, o grupo NO pode assumir diferentes estados de oxidacdo para formar ligacdes,
sendo elas o NO (6xido nitrico), NO™ (fon nitros6nio) e NO™ (ion nitroxyl) como representado
na Figura 5 . Quando ocorre a perda de um elétron a ligacdo N-O ¢é fortalecida, pois a ordem
de ligacdo aumenta, enquanto o ganho de um elétron ao orbital ©* a enfraquece ja que a
ordem de ligacéo diminui?®“®*, Para melhor compreenséo dessa caracteristica, conta-se com
0 auxilio dos orbitais moleculares representados na Figura 6.

Para os DNICs - {Fe(NO),}- é adotada a notacdo de Enemark-Feltham devido aos
diferentes estados de oxidacdo e de ligacdo que o grupo NO pode assumir®, assim, é
considerado o numero total de elétrons presentes nos orbitais n* do NO e os elétrons
presentes nos orbitais d do metal, refletindo na representacdo: {M(NO),}’. Assim, observa-se
em literatura, a descricéo dos estados Fe(NO),’, Fe(NO),’ e Fe(NO),* acoplados e Fe(NO),*.
Em geral, os dinitrosilos de ferro séo descritos com configuracdo d9, presenca de 17 elétrons e
densidade eletronica ao redor do atomo de ferro®.

Os ligantes presentes nesses compostos podem conter atomos doadores duros e nédo
polarizdveis como oxigénio ou fluor que produzem uma distor¢do em direcdo a uma
geometria planar, colocando o elétron impar em um orbital predominantemente dyo.y». Os
ligantes que contém atomos doadores mais moles como fosforo ou enxofre ddo complexos
com um tipo diferente de distorcdo, levando a colocacdo do elétron impar em um orbital
predominantemente d,,. Ligantes doadores de nitrogénio e halogeneto produzem distor¢des
menores, levando a orbitais moleculares contendo spin com contribui¢gdes de uma mistura de

orbitais d com geometria de um tetraedro distorcido?.
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Figura 6 - Orbitais moleculares para as espécies de NO.
Fonte: Neto, 2017.

Em literatura, foi observado que além de estocar e liberar NO, os DNICs que contém
ligantes tidis atuam como inibidores de agregacdo plaquetaria e da formacgdo de agregados

entre plaquetas e células tumorais, contribuindo para a reducdo de tromboses e metéstases.
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Atuam como cardioprotetores e hipotensores, melhoram a elasticidade dos eritrocitos
contribuindo para a microcirculacdo e reduzem o risco de infarto do miocéardio. Estudos
demonstraram inibicdo seletiva de endometriose em ratos,’® além das propriedades
mencionadas com relacdo a sua interacdo com a glutationa.

Dessa forma, este estudo sugere a sintese de Fe(NO),(CO), como complexo precursor,
para que ocorra, a partir da propriedade de ligacdo mais forte entre M-NO, apenas a
substituicdo dos grupos CO por ligantes organicos (L) formando [Fe(NO),(L).]. A hipotese
trabalhada é que tais ligantes sejam liberados como farmacos no organismo enquanto o
sistema enzimatico da glutationa € conjugado com a estrutura Fe(NO), responsavel por inibir

tal sistema.

1.3 Vanilina e ligantes derivados

Os complexos dinitrosilados podem utilizar, além dos tidis, ligantes como
tiossemicarbazonas e semicarbazonas.

A vanilina ou 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido ¢ um composto orgéanico com grande
aplicacdo na area alimenticia, de bebidas e farmacéutica®’. Na area farmacéutica encontram-se
estudos que relatam sua capacidade antimutagénica?’, antimicrobiana®’, antioxidante? e
gastroprotetora?®. Estudos demonstraram também interessante atividade anticancerigena na
qual a vanilina demonstrou efeito inibidor de crescimento celular, anti-metastico e indutor de
apoptose?®. A vanilina semicarbazona (VSC) e a vanilina tiossemicarbazona (VTS)
apontaram, em estudos anteriores, interessante capacidade de inibicdo de crescimento celular
e aumento do niimero de macréfagos.?***Nesse contexto, propde-se a utilizacio de derivados
de vanilina, como a vanilina semicarbazona e tiossemicarbazona (Figuras 7 e 8) como
ligantes ao dinitrosilo de ferro. Sabe-se que as tiossemicarbazonas atuam como ligantes N,S-
doadores e possuem propriedades farmacologicas de grande potencial, como acdo
|27 |28.

antibacteriana®®, antiviral?’ e antitumora



28

H H H H

| | | |
N/NTN\R N/N\H/N\R
! o
H H

HO HO

O\ O\

CHs CHj

Figura 7 - Vanilina semicarbazona Figura 8 - Vanilina tiossemicarbazona

A estrutura da tiossemicarbazona néo substituida é praticamente planar, tendo o enxofre
em posicdo anti em relacdo ao nitrogénio do grupo imina, isso ocorre devido a formagdo de
ligacdo de hidrogénio intramolecular entre os hidrogénios da tioamida e o nitrogénio da
imina, caso sejam adicionados substituintes ao nitrogénio (N-4) a conformacao sin pode
prevalecer®® (Figura 9). Como o ligante pode se coordenar de vérias maneiras (Figura 10),

sendo a principal delas a forma bidentada por meio dos &tomos de nitrogénio e enxofre.

H\ S T
H N;—R
N, 3
_N/ N,—H : /\N2
1 4
\\\ / N‘l
H S
H
Anti Sin

Figura 9 - llustracdo do arranjo estrutural de tiossemicarbazonas
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Figura 10 - Representacdo dos tipos de coordenagdo que as tiossemicarbazonas podem adquirir
Fonte: Adaptada Thomazella.

Para melhor compreensdo na interpretacdo dos resultados foi adotada uma numeragéo
para as tiossemicarbazonas®, como ilustra a Figura 11. Os ligantes selecionados para o
trabalho foram 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido-4-tiossemicarbazona (VATSC), 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldeido-4-metiltiossemicarbazona (VAMTSC), 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido-4-
etiltiossemicarbazona (VAETSC), 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido-4-feniltiossemicarbazona
(VAPTSC) e 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido-4-fenilsemicarbazona (VAPSCO) que se

encontram no Quadro 1.

OCH,

Figura 11 - Numeracdo proposta para os ligantes de tiossemicarbazona (TSC)
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Quadro 1 - Ligantes utilizados

H T T H H H
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HO

CHj;

Espera-se que o complexo precursor (dinitrosilo de ferro) reaja com o respectivo ligante
de forma a manter preferencialmente os grupos nitrosilo (NO) e liberar os grupos carbonila

(CO), uma vez que, o grupo NO é um 6timo 7 receptor “***. Ademais, de acordo com os tipos
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de coordenacdo das tiossemicarbazonas, espera-se que ocorra a coordenacdo pelos atomos de
S e N (1) permitindo que haja a sugestdo da estrutura abaixo (Figura 12):

HN\N/ \N o
|
H
HO
O\CH3

Figura 12 - llustragdo do complexo esperado
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2. OBJETIVOS
Sintetizar e caracterizar os complexos de dinitrosilo de ferro contendo derivados
vanilinicos de tiossemicarbazonas e semicarbazona e estudar o potencial biolégico desses

ligantes atraves de ensaios antibacterianos e citotdxico.

2.1 Objetivos especificos

o Caracterizar os ligantes;

o Sintetizar o complexo precursor Fe(NQO),(CO)s;

o Sintetizar e caracterizar os complexos dinitrosilos de ferro contendo ligantes organicos
- Fe(NO)(L)2;

o Avaliar a capacidade inibitéria dos ligantes frente a Staphylococcus aureus,

Escherichia coli e as células MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano).
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O procedimento experimental para a preparacdo do complexo precursor - dinitrosilo de
ferro - foi realizado em duas etapas, ambas em atmosfera inerte.

Os ligantes utilizados para a formacdo dos complexos foram feitos pelo grupo do
Professor Adriano Bof de Oliveira da Universidade Federal de Sergipe Tais ligantes foram
caracterizados por dados de andlise elementar, de espectroscopia de UV, IV e RMN e MS.
Ensaios citotoxicos foram realizados juntamente com o grupo do Professor Adelino V. G.
Netto e os ensaios bioldgicos juntamente com o grupo do Professor Saulo Santerro Garrido,
ambos docentes do Instituto de Quimica da UNESP Araraquara. Em sequéncia, foi realizada a
sintese dos complexos, o0s quais, foram nomeados de acordo com os ligantes coordenados,
resultando nas nomeacgdes: Fe(NO),(VATSC), Fe(NO),(VAMTSC), Fe(NO),(VAETSC),
Fe(NO),(VAPTSC) e Fe(NO)2(VAPSCO).

A seguir, estdo indicadas as especificacbes dos equipamentos e 0s consumiveis

utilizados no desenvolvimento desse estudo.

3.1 Consumiveis

e Agua destilada;

e Pentacarbonil de ferro - Marca: Sigma-Aldrich, >99,99%, Lote #SHBC3293V;
o Nitrito de sddio PA - Marca: INLAB, Lote A-0621;

¢ Hidroxido de s6dio PA - Marca: Synth, 97,0%, Lote 174206;

e Acido acético glacial PA - Marca: Merck;

e Tetrahidrofurano - Marca: PanReac Applichen, 99,5%, Lote 0000956326;
e Metanol - Marca: NEON Comercial LTDA, 99,8%, Lote 42935;

e DMSO - Marca: Mallinckrodt Chemicals, 99,9%, Lote B24H34;

e DMSO -D6 - Marca: Cambridge Isotope Laboratories LTDA, 99,9% D;
e CDCL3 - Marca: Aldrich, 99,8% D, Lote #STBH0191;

e Gas nitrogénio;

e Gas argonio.
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3.2 Equipamentos

e Agitador magnético GoStirrer MS-H-Pro;

e Refrigerador Tecnal TE-184;

e Aparelho de Ponto de Fusdo MicroQuimica modelo MOAPF - 301;

e Espectrofotbmetro de absorcdo na regido do infravermelho médio com Raman
acoplado Bruker com faixa de leitura — 400 a 4000 cm-1 cm e lente ATR (cristal de
diamante);

e Espectrofotdmetro de absorcdo na regido do UV /Vis / NIR com esfera integradora,
Lambda 1050 da Perkin Elmer com faixa de leitura de 200 a 800 nm;

e Espectrometro de Massas 3200 QTRAP AB SCiex. As amostras foram analisadas em
solugdo H,0O: MeOH 1:1 com 0,1% de &cido formico. lonizacdo por eletrospray (ESI),
modo positivo, voltagem do conjunto do capilar em 5500 v, circuito de gas / pressao
do nebulizador a 12 psi e energia de coliséo de 25 v;

e Espectrometro RMN Bruker Avance |11 HD 600 (14,1 T) equipado com criossonda de
5 mm com detecc¢do inversa;

e Espectrometro de EPR Bruker EMX Plus banda X com frequéncia de 9,77 GHz,
frequencia de modulacdo de 100 KHz, amplitude de modulacdo de 4G, poténcia de

microondas de 6,33 mW, constante de tempo de 81,92 ms e numero de scans igual a 8.

3.3 Sintese de tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas podem ser sintetizadas por condensagdo equimolar de um
derivado carbonilado, como cetona ou aldeido, com tiossemicarbazidas em meio alcoolico sob
refluxo e quantidades cataliticas de acido, sendo essa reacdo conhecida por alta
quimiosseletividade, rapidez e bom rendimento. Abaixo, demonstra-se 0 mecanismo de
formagdo de tiossemicarbazonas a partir da protonacdo do oxigénio da carbonila para
formagéo do intermediario ion oxénio e, posterior, adi¢cdo nucleofilica do nitrogénio (N-1) da
tiossemicarbazida, que ao perder uma molécula de agua, forma, por fim, a

tiossemicarbazona®’.
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3.4 Sintese do complexo precursor: dinitrosilo de ferro (DNIC)

A sintese do dinitrosilo de ferro (DNIC) envolveu duas etapas: primeiramente um
sistema de refluxo e em seguida o gotejamento de &cido acético.

Para o inicio da sintese foram pesados 6 gramas de nitrito de sédio (NaNO;) e 10
gramas de hidroxido de sédio (NaOH) que, juntamente, com 75 mL de agua destilada,
formaram uma solugéo a qual foi transferida para um bal&o de fundo redondo tritubulado de
250 mL sob atmosfera inerte de nitrogénio. Posteriormente, foram adicionados 5 mL de
pentacarbonil de ferro (Fe(CO)s) ao baldo de reacdo, que permaneceu sob agitacdo magnética
constante, a temperatura de 150 °C para alcancar o refluxo registrado em 93 °C. O sistema
permaneceu em refluxo por cerca de 3 horas e com a apresentacdo de uma coloragdo marrom
escura. O aquecimento foi desligado a fim de resfriar a solugdo e o sistema de refluxo

desmontado.



Entrada de 4gua

NaNO, + NaOH
+ [Fe (CO)s]
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Para a segunda etapa o condensador de refluxo foi substituido por uma bureta, com
sistema para alivio de pressdo, contendo 100 mL de uma solucdo gelada de acido acético
glacial e 4gua - CH3COOH: H,0 (3:1) - que ao ser gotejada lentamente na solucdo com o
pentacarbonil de ferro provocou a mudanca de coloracdo para um vermelho intenso
caracteristico da formacéo do dinitrosilo de ferro (DNIC) - [Fe (NO),(CO),].** O vapor de
DNIC formado percorreu o circuito montado e foi condensado em um tubo em U imerso em
agua a 8,5 - 9,0 °C. Um fluxo de nitrogénio gasoso foi utilizado e conduziu o produto em fase
gasosa para ser condensado no tubo em U. O complexo obtido, de coloragdo vermelha
intensa, foi transferido para um frasco e armazenado em congelador. Para melhor
compreensdo, as reacdes foram representadas abaixo, juntamente, com a montagem que se

encontra na Figura 13:

[Fe(CO)s]y + NaNOx(ag) + 2 NaOHag) — 2 Na[Fe(CO)3NO](ag) + CO(g) + NayCOgz(aq) +
H20q)

Na[Fe(CO)gNO](aq) + NaNOy(q) + 2 CH3COOH (5g) — [FE(CO)z(NO)z](g) +COg +2
CH3COONa(aq) + H20(|)

CH3;COOH:H,O
— (3:1)

Saida de 4gua -
I:} sl

Saida de

gas

Banho de
agua gelada

Figura 13 - llustracdo do sistema de refluxo da sintese de complexo precurso.
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3.5 Sintese dos complexos

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados 10 mL de THF e
quantidade equimolar do ligante a ser utilizado, correspondente a 15 pulL do DNIC produzido,
permanecendo em constante agitacdo por 30 minutos - tempo definido a partir de um
acompanhamento por infravermelho durante 120 minutos da sintese do complexo feito a
partir do ligante VAMTSC - em atmosfera inerte atraves de argbnio. A adicdo do dinitrosilo
de ferro a solugdo contendo o ligante organico induziu a rapida formacdo de um produto de
coloracdo marrom. Cada solugdo resultante foi transferida para um béquer e permaneceu em

repouso para evaporacao lenta do THF.
3.6 Ensaios bioldgicos
3.6.1 Ensaio citotoxico

A citotoxicidade dos ligantes foi avaliada frente a linhagem MCF-7 (adenocarcinoma
mamario humano). As células foram descongeladas e cultivadas em meio DMEM
(Vitrocell®) enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) e acrescido de sulfato de
gentamicina (50 mg/L) e anfotericina B (2 mg/L), incubadas a 37°C com 5% de CO, até
atingir a confluéncia celular. Uma concentracdo de 1x10° células/mL foi semeada em
microplacas de 96 orificios, com volume final de 100 pL, incubada por 24h a 37°C com 5%
CO, para permitir a adesdo celular. Os compostos foram aplicados as placas com tempo de
tratamento de 48h. Apds o periodo de tratamento foram adicionados 100 uL. de uma solugéo
de MTT 1 mg/mL em PBS, e depois de 3h o contetido da placa foi removido e 100 pL de
alcool isopropilico foram adicionados em cada orificio para solubilizar os cristais formados. A
leitura da absorbancia foi realizada no leitor ELISA Stat Fax 4200. O valor de ICs, foi

determinado utilizando as curvas de dose-resposta no GraphPad Prism.
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3.6.1 Padronizacao das suspensfes bacterianas

As suspensdes bacterianas de Staphylococcus aureus (14458) e Escherichia coli
enterohemorragica 07H157 (43895) foram padronizadas a partir de uma cultura de 24 horas,
em meio de cultura Muller Hinton (CMH), adicionando-se meio de cultura estéril até atingir
turvacao igual & suspensdo do tubo 0,5 da escala de McFarland, aproximadamente, 1,0 x 10°
UFC/mL. Em seguida, foi verificada a leitura espectrofotométrica a 620 nm para confirmacéo
da concentracdo de micro-organismos. Posteriormente, foi realizada uma diluicdo 1:10, em

CMH, obtendo-se uma suspensdo de 1,0 x 10" UFC/mL, a qual, foi utilizada nos ensaios.
3.6.2  Determinacado da concentracao inibitéria minima (CIM)

A CIM foi determinada pela técnica de diluicdo em microplacas (96 orificios) de
acordo com a metodologia descrita, segundo a norma M7-A6 do Manual Clinical and
Laboratory Standards Institute.*® Os orificios das microplacas foram preenchidos com 80 pL
de meio de cultura (CMH). Em seguida, foram acrescentados 100 uL do analito previamente
solubilizado em solucdo de DMSO (5%) e realizada a diluicdo seriada. Adicionalmente,
foram distribuidos 20 uL das suspensbes dos micro-organismos em cada orificio das
microplacas. Como controle positivo foi utilizado a ciprofloxacina em concentracdo adequada
para cada micro-organismo, visando alcancar a CIM. Também foram realizados o controle do
meio de cultura e o controle de crescimento bacteriano. As microplacas foram encubadas em
estufa microbiol6gica a temperatura de 37° C durante 24 horas. Posteriormente, foram

realizadas leituras em leitor de microplaca Epoch em 595 nm.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo espectroscopico dos ligantes VATSC, VAMTSC, VAETSC, VAPSCO e
VAPTSC serviu de base para o estudo dos complexos a serem formados, sendo realizadas as
técnicas de Anédlise Elementar, UV-Vis, Infravermelho, Espectrometria de Massas e
Ressonancia Magnética Nuclear. Os complexos formados foram analisados por
Infravermelho, UV-Vis, Espectrometria de Massas, Ressonancia Magnética Nuclear e

Ressonancia Paramagnética Eletronica.

4.1 Ligantes

4.1.1 Analise Elementar

A andlise elementar (C,H,N) dos ligantes mostrou valores experimentais proximos aos

valores calculados (Tabela 1), auxiliando na confirmacao da formula molecular.

Tabela 1 - Resultados da analise elementar de (C,H,N) para os ligantes; valores

experimentais (VE), valores calculados (\VC) e erro.

% C % H %N
Ligantes

VE | vC€ | Erro | VE | vC | Erro | VE | vc | Erro

VATSC | 4806 | 4799 | 015 | 498 | 492 | 122 | 1865 | 1864 | 0.0°

vAMTSC | 2075 | 5019 | 112 | 554 | 548 | 1,09 | 1774 | 1756 | 103

VAETSC | 9219 | 5215 | 008 | 595 | 599 | 117 | 1662 | 1759 | °°1

VAPTSC | 9935 | 59,78 | 0,72 | 498 | 502 | 080 | 1349 | 1304 | 323

VAPSCO | 6310 | 6315 | 008 | 535 | 530 | 094 | 1466 | 1473 | 048
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Nos espectros de UV obtidos para os ligantes com tiossemicarbazona foram observadas

bandas na faixa de 328 nm a 335 nm que correspondem a transi¢des do tipo n — ©* ¢ / ou

n—n* do grupo tioamida®. Bandas no intervalo de 293 nm a 304 nm foram atribuidas a

o~ . ~ r £t 3
transicdes m — m* de C=N e em torno de 230 nm a excitagdo de elétrons dos aromaticos.

4

Além dessas, transi¢des n — 7* de cromodforos C=N ocorrem na faixa de 250 a 360 nm.®

Para o ligante VAPSCO foi atribuida a banda em 282 nm a transi¢do n — n* de Cc=0.%

2,54

2,0

Os espectros obtidos na regido do UV-Vis encontram-se abaixo:
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Figura 14 - Espectro eletrénico de absorcdo na regido UV - Vis: Espectro de VATSC (a) e Curva
analitica obtida para a banda principal em 328 nm(b).
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Figura 15 - Espectro eletronico de absorcdo na regido UV - Vis: Espectro de VAMTSC (a) e Curva
analitica obtida para a banda principal em 329 nm (b).
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Figura 16 - Espectro eletronico de absor¢éo na regido UV - Vis: Espectro de VAETSC (a) e Curva analitica
obtida para a banda principal em 328 nm (b).
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Figura 17 - Espectro eletronico de absorcdo na regido UV - Vis: Espectro de VAPTSC (a) e Curva
analitica obtida para a banda principal em 335 nm (b).
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Figura 18 - Espectro eletrénico de absor¢do na regido UV - Vis: Espectro de VAPSCO (a) e Curva
analitica obtida para a banda principal em 315 nm (b).

Tabela 2 — Valores de absorgéo e absortividade molar em UV-Vis para VATSC, VAMTSC, VAETSC,
VAPTSC e VAPSCO.

Ligante

A (nm)

T I
€(cm mol L)

VATSC

340, 328, 302, 290, 230

52498,6
(328 nm)

VAMTSC

341, 329, 301, 288, 234

44823,3
(329 nm)

VAETSC

342, 328, 301, 289, 231

41376,5
(328 nm)

VAPTSC

335, 304, 291, 238

33484,7
(335 nm)

VAPSCO

315, 293, 282, 233

29516,8
(315 nm)
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4.1.3 Espectroscopia de absorg¢ao na regido do Infravermelho

Os espectros de absorcao na regido do infravermelho dos ligantes VATSC, VAMTSC,
VAETSC e VAPTSC, (Figura 19), obtidos em estado sélido, apresentaram absor¢des no
intervalo de aproximadamente 3157 cm™ a 3527 cm™ que sugerem a presenca de estiramento
NH. Observaram-se também absorcées em torno de 1500 cm™ que sugerem a presenca de
tiomida I (SNH + 8CH + v(C=N)); entre 1200 - 1300 cm™ as bandas sugerem a presenca de
tioamida 11 (SNH+3CH+ v(C=N)+v(C=S)); em torno de 1000 cm™ o grupo tioamida IlI
((V(C=N)+v(C=S)) e na faixa de 700 - 850 o grupo tioamida IV (v(C=S))**. A auséncia de
bandas no intervalo de 2600 cm™ a 2500 cm™ indica que o estiramento da forma tiol (v S-H) é
menos favorecido quando comparado ao da forma (v C=S), sendo ambas as formas
tautoméricas para as tiossemicarbazonas (Figura 20). Absor¢des encontradas entre 1100 -
1300 sugerem o estiramento C-O, que pode estar justaposto as absor¢des do grupo tioamida,
enquanto absorcdes entre 1475 - 1600 cm™ sugerem a presenca de C=C de aromaticos*>. J4 o
ligante VAPSCO, com espectro obtido em forma sélida, apresentou absor¢do em 3354 cm™
que sugere a presenca de estiramento NH. Observaram-se também absorcdes em 1670 cm™
caracteristica de estiramento C=0, em 1588,12 cm™ sugere-se estiramento C=N e em 1280

cm? estiramento C-O.

VAMTSC " ™\

VAETSC

T T T T T T T T T T
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Namero de onda (cm™)

Figura 19 - Espectros dos ligantes na regido do Infravermelho

Abaixo na Tabela 3 encontram-se as principais atribuices dadas a cada ligante:
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Tabela 3 - Principais atribuicdes de cada ligante na Espectroscopia na regido do
Infravermelho

NUmero de onda (cm™)
Ligante : :
v(NH) | Tioamidal | Tioamida Il | Tioamida 111 | TioamidalV
. 836,86
1544,77; 100,
VATSC 3527,06 151411 1275,73 1029,05 815,13
_ 829,29;
1556,48; 2;
VAMTSC 3358,56 153173 1282,39 1033,41 807,46
. 818,01;
1557,68; L
VAETSC 3309,96 1517 61 1277,14 1031,72 802,80
. 856,75
1549,48; 193
VAPTSC 3318,98 1508.20 1283,31 1032,61 819,78
v (N-H) v (C=0) v (C=N) v (C=C) v (C-0)
VAPSCO
3353,47 1670,07 1588,12 1444,14 1280,08
H T H
N i\.]Hz .s e
N W N 4\,\(
. N
8 —
HO HO (
. O'. .
. X
e \

CH,

Figura 20 - Formas tautoméricas possiveis para as tiossemicarbazonas
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4.1.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

O espectro de RMN de 'H do ligante VATSC (Figura 21) est4 de acordo com o
esperado, pois apresentou trés sinais na regido dos hidrogénios aromaticos, sendo atribuidos
um dupleto em & 6,77 com constante de acoplamento equivalente a 8,1 Hz, um duplo dupleto
em 6 7,03 (J =8,1e 19 Hz) e um dupleto em & 7,47 com J = 1,9 Hz. Foi observado um
simpleto em & 11,26, referente, ao hidrogénio da ligacdo N-H de numero (2). Um simpleto em
o 3,82, correspondente, aos hidrogénios presentes em O - CH3 e dois simpletos em 6 8,11 e &
7,95 se referem aos hidrogénios do grupo NH, que ndo se comportam como um Unico
simpleto, devido & conformac&o da molécula e a rotacdo da ligacao®. Os sinais em & 9,47 e
em ¢ 7,92 foram atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios das ligacdes CH=N e O-H.

O experimento de RMN de *C (Figura 22) apresentou um espectro com 9 sinais de
carbono: seis sinais relativos a carbonos de anel aromatico, onde trés sdo metinicos (6 109,24;
115,20; 122,40) e trés quaterndrios (8125,61; 148,12; 148,82) correspondem, respectivamente,
ao carbono de numero 6 (Cg), ao carbono ligado ao grupo metoxila e, por fim, a hidroxila.
Outros sinais de C (& 55,76; 142,90; 177,38), referem-se, respectivamente, a metila, ao
carbono de nimero 5 (Cs) e ao carbono da ligagdo C=S (Tabela 4). Atenta-se para a presenca
de sinais relativos ao solvente DMSO.d6 e a &gua como contaminante do solvente em todos
os espectros de RMN de *H com sinal em & 2,50 pertencente a0 DMSO.d6 ¢ a 4gua em &

3,39. Nos espectros DEPT o deslocamento quimico do solvente equivale a 6 39, 52.



Tabela 4 - Dados de RMN 1D de VATSC.

N© VATSC
atomo

o1, n° H, Mult, J (Hz) dc
1
2 11,26 (1H; s) -
3 177,38
4 8,11 (1H;s) e 7,95 (1H; s) -
5 9,47 (1H; 5) 142,90
6 - 125,61
7 7,47 (1H; d; 1,9) 109,24
8 - 148,12
9 - 148,82
10 6,77 (LH; d; 8,1) 115,20
11 7,03 (1H;dd; 1.9e8,1) | 122,40
12 3,82 (3H; s) 55,76
13 7,92 (1H; s) -

®Espectros obtidos em DMSO.d6, 600/150MHz.
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Figura 21 - Espectro de RMN de 'H de VATSC (DMSO0.d6, 600MHz).
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O espectro de RMN de *H do ligante VAMTSC (Figura 23) apresentou trés sinais na
regido de hidrogénios arométicos, sendo um dupleto em & 6,79 com constante de acoplamento
equivalente a 8,1 Hz, um duplo dupleto em 6 7,10 (J = 8,1 e 1,9 Hz) e um dupleto em & 7,40
com J = 1,9 Hz. Foram observados ainda, um simpleto em & 11,32 referente ao hidrogénio
ligado ao N (4) e um quarteto em & 8,37 referente aos hidrogénios de CH, como parte do
grupo R. Um simpleto em 6 3,83 corresponde aos hidrogénios presentes em O - CH3 Os sinais
em 6 9,47 e em 6 7,93 foram atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios das ligacbes CH=N
e O-H. O dupleto em 6 3,02 refere-se aos hidrogénios da metila (H -14).

Com o experimento de RMN de **C (Figura 24) foi possivel listar sinais de carbono e
atribui-los como: seis sinais relativos a carbonos de anel aromatico, onde trés sdo metinicos (3
109,81; 115,37; 121,98) e trés sinais (0125,66; 148,04; 148,77) que correspondem,
respectivamente, ao Cg, ao carbono ligado ao grupo metoxila e, por fim, a hidroxila. Outros
sinais de C (6 31,27; 55,84; 142,47; 177,36), referem-se respectivamente, a metila em (N-4), a

metoxila, ao Cs e ao carbono da ligagdo C=S (Tabela 5).



Tabela 5 - Dados de RMN 1D de VAMTSC.

N VAMTSC
atomo | 5,2 No H, Mult, J
(Hz) dc

1
2 11,32 (1H; 5) -
3 177,36
4 8,37 (1H; dd; 4,6) -
5 9,47 (1H; s) 142,47
6 . 125,66
7 740 (1H; d; 1,9) | 109,81
8 . 148,04
9 . 148,77
10 6,79 (1H; d;8,1) | 11537
11 | 7,10(1H;dd; 1,9e8,1) | 121,98
12 3,83 (3H; s) 55,84
13 7,93 (1H; 1s) -
14 3,02 (3H; d; 4,6) 31,27

®Espectros obtidos em DMSO.d6, 600/150MHz.

49



50

T9T0°E %
L£20°E *
: B
9T€8'E — b
S8LL9~ Ti
0z6L'9" - S -3
T
a
o
S8L°9
6v8£°9 o
02649 M~
ftedn 99802 ~ R
. 8680°Z -\ ool | AE -
€00T°L . L= 0T <5
. €00T°L-T T >
SEO0T'/ ceorz) =
ey,
£H0b'L ~
81€6°L r~ ”
0SS€'8 N T
129€'8 ¥
£69€°8 Lo T-
19/€°8
oL~ N |-
. svopLs T frotr = w
v8Lb'6 — T -—
I
e/
CM|N <
on (@] ~
TLTETT — T

Aeo't
=0T

M\No.ﬁ
=€0'T

=960

=160

=/60

0.5

5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

5.5

f1 (ppm)

Figura 23 - Espectro de RMN de *H de VAMTSC (DMSO.d6, 600 MHz).
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o1

O espectro de RMN de *H de VAETSC (Figura 25) apresentou trés sinais na regi&o de
hidrogénios aromaticos, sendo um dupleto em & 6,79 com constante de acoplamento
equivalente a 8,2 Hz, um duplo dupleto em 6 7,13 (J =8,2 e 1,9 Hz) ¢ um dupleto em 6 7,37
com J = 1,9 Hz. Foi observado um simpleto em 6 11,26 referente ao hidrogénio da ligacdo N-
H de nimero 2 e um tripleto em & 8,39 referente ao hidrogénio de nimero 4. Os sinais em &
9,49 e em 6 7,94 foram atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios das ligagées CH=N e O-
H. Um simpleto em & 3,83 corresponde aos hidrogénios presentes em O - CH3 O sinal em 6
3,59 corresponde aos hidrogénios metilénicos e o tripleto em 6 1,15 refere-se aos hidrogénios
metilicos.

Com o experimento de RMN de **C (Figura 26) foi possivel listar sinais de carbono e
realizar as atribuicfes: seis sinais relativos a carbonos de anel aromaético, onde trés sao
metinicos (6 110,12; 115,43; 121,86) e trés sinais (6125,60; 147,98; 148,79) correspondem,
respectivamente, ao Cg, a0 carbono ligado ao grupo metoxila e, por fim, a hidroxila. Outros
sinais de C (6 14,78; 38,23; 55,87; 142,58; 176,31), referem-se, respectivamente, a metila, ao

grupo CH,, ao carbono do grupo metoxila, ao Cs e ao carbono da ligagdo C=S (Tabela 6).
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Tabela 6 - Dados de RMN 1D de VAETSC.

Ne VAETSC
atomo
844, Mult, J (H2) oc?

1
2 11,26 (1H; 5) -
3 176,31
4 8,39 (1H; t; 5,9 Hz) -
5 9,49 (1H; s) 142,58
6 - 122,60
7 7,37 (1H; d; 1,9) 110,12
8 - 147,98
9 - 148,79
10 6,79 (1H; d; 8,2) 115,43
11 7,13 (1H;dd; 1,9¢8,2) | 12186
12 3,83 (3H; s) 55,87
13 7,94 (1H; 1s) -
14 3,59 (2H; qd; 59e7,1) | 38,23
15 1,15 (3H; t; 7,1 e 5,9Hz) 14,78

®Espectros obtidos em C,D¢0S, 600/150MHz.
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O espectro de RMN de 'H de VAPTSC (Figura 27) apresentou trés sinais na regi&o de
hidrogénios aromaticos, sendo um dupleto em & 6,80 com constante de acoplamento
equivalente a 8,1 Hz, um duplo dupleto em 6 7,18 (J = 8,1 e 1,9 Hz) e um dupleto em & 7,52
com J = 1,9 Hz. Foi observado um simpleto em 6 11,67, referente, ao hidrogénio da ligacéo
N-H de nimero 2. Os sinais em & 8,05 e em & 9,56 foram atribuidos, respectivamente, aos
hidrogénios das ligagdes HC=N e O-H. O simpleto em & 9,98 refere-se ao hidrogénio de NH
de nimero 4. Um simpleto em & 3,83 corresponde aos hidrogénios presentes em O - CH3 Os
hidrogénios aromaticos do segundo anel apresentaram-se de forma a sugerir H15 como o sinal
de dupleto em & 7,55, H16 como um triplo tripleto de sinal & 7,36 e H17 como um triplo
tripleto em 6 7,20.

Com o auxilio dos experimentos de RMN de *C (Figura 28), HSQC (Figura 29) e
HMBC (Figura 26) foi possivel listar sinais de carbono e realizar as atribuicdes: doze sinais
relativos a carbonos de anel aromético que serdo nomeados, para facilitar a compreenséo,
como anéis A e B. No anel A trés carbonos sdo metinicos (6 110,47; 115,74; 123,05) e trés
quaternarios (6125,73; 148,39; 149,19). No anel B cinco carbonos sdo metinicos (6 126,48;
128,56; 125,85) sendo que o valor de 6 126,48 refere-se aos carbonos 15 e o valor de 128,56
aos carbonos 16. Outros sinais de C (8 55,92; 142,58; 176,31), referem-se respectivamente, ao

carbono do grupo metoxila, ao carbono de nimero 5 e ao carbono da ligacdo C=S (Tabela 7).



Tabela 7 - Dados de RMN 1D e 2D de VAPTSC.

N VAPTSC
atomo

844 n°H, Mult, J (Hz) dc
1
2 11,67 (1H; s) -
3 175,55
4 9,98 (1H; s) -
5 8,05 (1H; s) 144,22
5 - 125,73
7 7,52 (1H; d; 1,9) 110,47
3 - 148,39
9 - 149,19
10 6,80 (1H; d; 8,1) 115,74

11 | 7,18 (1H;dd;19e8,1) | 123,05

12 3,83 (3H;s) 56,20
13 9,56 (1H; 1s) -

14 - 139,46
15 7,55 (2H; d) 126,48
16 7,36 (2H; tf) 128,56
17 7,20 (1H; 1) 125,85

®Espectros obtidos em DMSO.d6, 600/150MHz.
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O espectro de RMN de *H de VAPSCO (Figura 31) apresentou trés sinais na regido de
hidrogénios aromaticos, sendo um dupleto em & 6,80 com constante de acoplamento
equivalente a 8,1 Hz, um duplo dupleto em 6 7,14 (J = 8,1 e 1,9 Hz) e um dupleto em & 7,47
com J=1,9 Hz. Foi observado um simpleto em & 10,55, referente, ao hidrogénio da ligacédo
N-H de numero 2 e um simpleto em & 9,41 atribuido ao H de nimero 4. Os sinais em & 8,85 e
em o 7,84 foram atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios das ligagdes HC=N e O-H. Um
simpleto em & 3,86 corresponde aos hidrogénios presentes em O - CHs. Os hidrogénios
aromaticos do segundo anel apresentaram-se de forma a sugerir H15 como um dupleto em 6
7,65, H16 como um triplo tripleto de sinal 6 7,29 e H17 como um triplo tripleto em 6 7,00.

Com o auxilio dos experimentos de RMN de **C (Figura 32) e associacdo com o0s
experimentos de HSQC e HMBC realizados para VAPTSC foram possiveis listar sinais de
carbono e atribui-los como: doze sinais relativos a carbonos de anel aromatico, conforme a
nomeacdo dos anéis para facilitar a compreensdo. No anel A trés carbonos sdo metinicos (8
109,83; 115,32; 119,81) e trés quaternarios (6121,46; 147,96; 148,37). No anel B cinco
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carbonos sdo metinicos (6 122,37; 128,48; 125,87), sendo que o valor de 6 125,87 refere-se
aos carbonos 15 que sdo quimicamente equivalentes e o valor de 6128,48 aos carbonos 16.
Outros sinais de C (& 55,77; 141,34; 153,17), referem-se respectivamente, ao carbono do

grupo metoxila, ao carbono de nimero 6 e ao carbono da ligacdo C=0 (Tabela 8).

Tabela 8 - Dados de RMN 1D e 2D de VAPSCO.

. VAPTSC
atomo | 5.2 No de H, Mult, J

(Hz) dc
1
2 10,55 (1H; ) i
3 153,17
4 9,41 (1H; 5) i
5 8,84 (1H; s) 141,34
6 i 121,46
7 747 (1H; d; 1,9) 109,83
8 i 147,93
9 i 148,37
10 6,80 (1H; d; 8,2) 115,32
11 | 7,14 (1H:;dd; 1,9e8,2) | 119,81
1 3,86 (3H; 3) 55,77
13 7,84 (1H; 1s) i
14 i 139,20
15 7,65 (1H; d) 12587
16 7,29 (1H; 1) 128,48
17 7,00 (1H; t) 122,37

®Espectros obtidos em DMSO.d6, 600/150MHz.
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4.1.5 Espectrometria de Mass
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A molécula protonada do ligante VATSC observada no espectro de massas, modo

positivo, indicou uma m/z de 226,1 (Figura 33) sendo compativel com a férmula molecular

CoH1102N3S. A andlise de fragmentos (Figura 34) permitiu sugerir algumas estruturas de

fragmentacéo.

B =21: 0100 10 0351 min fram Sampie 11 (VATSC)
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J.0e5

1.0e5 -
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180
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Figura 33 - Espectro de massas obtido por ESI de VATSC em solugdo metandlica (modo positivo)
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Figura 34 - Espectro de massas obtido por ESI de VATSC em solucdo metanolica (modo positivo) -

fragmentacdes
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O estudo do espectro de massas permitiu propor a seguinte fragmentacao:

H+

-17

—,

HO

\_

O,

N

CH3;

m/z = 209.1

_/

A molécula protonada do ligante VAMTSC observada no espectro de massas, modo

positivo, indicou uma m/z de 240,1 (Figura 35) sendo compativel com a férmula molecular

C10H1302N3S. A anélise de fragmentos (Figura 36) permitiu sugerir:
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1.00ef -
B.00e% -
6.00e5 -

4.00e5 -

Intensity, cps

1.00e5 -

2401

Max.1.125 oS

0.00) r . . . . . . . : : . . : .
100 120 140 160 130 200 220 I40 260 280 300 320 30 3460 380 400

m/z, Da

Figura 35- Espectro de massas obtido por ESI de VAMTSC em solucdo metandlica (modo positivo)
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Figura 36 - Espectro de massas obtido por ESI de VAMTSC em solugdo metandlica (modo positivo) -
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O estudo do espectro permitiu propor as fragmentacdes:
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A molécula protonada do ligante VAETSC observada no espectro de massas, modo
positivo, indicou uma m/z de 254,2 (Figura 37) sendo compativel com a férmula molecular

C11H1502N3S. A andlise de fragmentos (Figura 38) permitiu sugerir algumas estruturas de

fragmentacéo,
B -21- 10 MC A scans fom Sampls T {(WVAETSC) Max. 3128 oS
2842
3.0e6 |
B 206
=
Z 1066
- EEEHE

0 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340
m/z, Da

Figura 37 - Espectro de massas obtido por ESI de VAETSC em solugdo metandlica (modo positivo).
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Figura 38 - Espectro de massas obtido por ESI de VAETSC em solugdo metandlica (modo positivo) -

fragmentacdes.
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O estudo do espectro de massas permitiu propor as seguintes fragmentacoes:

HO
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+

-

-45
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N \
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A molécula protonada do ligante VAPTSC observada no espectro de massas, modo

positivo, indicou uma m/z de 302,1 (Figura 39) sendo compativel com a férmula molecular

C1sH1502N3S.. A analise de fragmentos (Figura 40) permitiu sugerir algumas estruturas de

fragmentacéo.
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Figura 39 - Espectro de massas obtido por ESI de VAPTSC em solucdo metanolica (modo positivo.
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Figura 40 - Espectro de massas obtido por ESI de VAPTSC em solucdo metandlica (modo positivo) -

fragmentacdes.
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A molécula protonada do ligante VAPSCO observada no espectro de massas, modo
positivo, indicou uma m/z de 286,3 (Figura 41) sendo compativel com a férmula molecular

C1sH1503N3S. Os fragmentos (Figura 42) apresentaram padrdo semelhante aos anteriormente

expostos.
B -21: 0150 0 0351 minfrom Sampls 3 (VARSCO) Mai £ 1a5 mos
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Figura 41 - Espectro de massas obtido por ESI de VAPSCO em solucdo metanolica (modo positivo).
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Figura 42 - Espectro de massas obtiido por ESI de VAPSCO em solucdo metanolica (modo positivo) -

fragmentacdes.
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4.1.6 Ensaios bioldgicos
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Na literatura, sio relatadas tiossemicarbazonas com atividade antibacteriana,

antiviral®’

e antitumora

2
|28

antifingica® e anticonvulsiva® (Figura 43) o que evidencia uma

grande versatilidade farmacol6gica desses compostos aplicados na sintese de uma variedade

de drogas sintéticas. Por conta da capacidade quelante desses compostos ha um favorecimento

em mecanismos biogquimicos, sendo a atividade anticancer a mais explorada. O mecanismo

antitumoral das tiossemicarbazonas atua na inibicdo da sintese do DNA através de processos

envolvendo complexos e / ou enzimas associadas ao desenvolvimento de células cancerosas e

geracao de espécies reativas de oxigénio®.
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Figura 43 - Perfil geral de atividades bioldgicas das tiossemicarbazonas
Adaptado de Siqueira, et al, 2019.

Juntamente com as tiossemicarbazonas, os tiazoéis e tiazolidinas participam de uma
gama de compostos com interessante potencial bioldgico. Estudos avaliam através de ensaios
bioldgicos a capacidade inibitoria frente a células tumorais e micro-organismos. Assim,
propde-se o0 estudo do potencial citotdxico frente a células MCF-7 (adenocarcinoma mamario
humano) e antibacteriano frente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Os ensaios de citotoxidade frente a linhagem MCF-7 (adenocarcinoma mamario
humano) realizados em duplicata - ensaios 1 e 2 demonstrados no grafico - indicaram para o
ligante VAETSC, a partir do valor médio obtido da duplicata, um ICs equivalente a 24,67
uM (Figura 44), de 41,48 pM para VAPTSC e maior que 100 uM para os outros ligantes. Na
literatura, sdo relatadas tiossemicarbazonas com potencial citotoxico interessante frente a
células MCF-7 em valores de 76 ¢ 54 uM com efeito citotoxico baixo frente as ceélulas
normais.®” Portanto, para os ligantes em estudo neste trabalho, podemos sugerir que sua

atividade antitumor in vitro esta equivalente com o esperado para esse grupo de compostos.



73

% Viabilidade Celular

VATSC
1507
-
2
100 1
50
0= T T T T T
’\/9 09% %P(Q‘ ’\/'\b‘ “)?;\ bgb(
,]/'1/ Ny =) v N
[1 (@wm)

Viabilidade Celular

%

Figura 44 - Ensaio citotoxico VATSC

VAMTSC
15017
I
2
100 1
50
oA
N S AR M A
b"\ Q/Q ,\/Q “ Vv N
[1(sM)

Figura 45 - Ensaio citotoxico VAMTSC
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Figura 46 - Ensaio citotdxico VAETSC

Figura 47 - Ensaio citotoxico VAPTSC
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Figura 48 - Ensaio citotéxico VAPSCO
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Em levantamento bibliogréfico encontra-se entre ensaios bacterianos realizados na
literatura, por exemplo, a seguinte tiossemicarzabona com atividade antimicrobial promissora
frente a bactérias gram-positivas. Para o0 composto esquematizado na Figura 49 em relacéo ao
organismo Staphylococcus aureus ATCC6538 a concentracdo inibitéria minima foi de 4-8
(ng/mL)*. J& os ensaios biolégicos realizados com os ligantes demonstraram uma melhor
inibicdo dos mesmos em relacdo a Escherichia coli (gram negativa) em comparacdo com a
Staphylococcus aureus (gram positiva), indicando uma interessante inibicdo em bactérias com
estrutura de parede celular complexa. Sendo as tiossemicarbazonas conhecidas por um amplo
perfil farmacoldgico, tais resultados sugerem o potencial dessa classe de compostos como
anti-bacterianos, devido aos grupos substituintes e as possiveis modificagdes estruturais que
ocorrem nos compostos durante o contato com o meio bioldgico lipofilico, além disso, as
tiossemicarbazonas e semicarbazonas apresentam relatos de aumento de atividade quando
complexadas. Para o teste biolégico com a Staphylococcus aureus o ligante VAPTSC,

praticamente, ndo apresentou inibicao.

L
\N/NTN\/
S

Figura 49 - Tiossemicarbazona com atividade antibacteriana descrita em literatura.
Fonte: Adaptado de Rathbone, 2008.
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Figura 50 - Ensaio biologico frente a Staphylococcus aureus - VAETSC
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Figura 51 - Ensaio biologico frente a Staphylococcus aureus - VAMTSC
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Figura 52 - Ensaio bioldgico frente a Staphylococcus aureus - VATSC
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Figura 53 - Ensaio bioldgico frente a Staphylococcus aureus - VAPSCO
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Figura 54 - Ensaio bioldgico frente a Escherichia coli - VATSC
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Figura 55 - Ensaio bioldgico frente & Escherichia coli - VAMTSC
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Figura 56 - Ensaio bioldgico frente a Escherichia coli - VAETSC

100

80

60 —

Inibicao (%)

Concentragdo (uM)

Figura 57 - Ensaio bioldgico frente a Escherichia coli - VAPTSC
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Figura 58 - Ensaio bioldgico frente a Escherichia coli - VAPSCO

4.2  Complexos

O complexo precursor (Figura 59) produzido a partir de hidroxido de sodio e nitrito

de sodio apresenta duas etapas como demonstradas a seguir:

[Fe(CO)s]y + NaNOx(aq) + 2 NaOH gy — 2 Na[Fe(CO)3NO](ag) + CO(g) + NaxCOsz(ag) + H20)

Na[Fe(CO)gNO](aq) + NaNOz(aq) +2 CH3COOH(aq) — [FC(CO)z(NO)z](g) + CO(g) +2
CH3COONa(aq) + H20(|)
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Figura 59 - Imagens da sintese do complexo precursor a) Baldo de sintese b) Dicarbonildinitrosilferro

O dinitrosilo formado apresenta coloracao vermelha caracteristica e um espectro de
absorcéo na regido do infravermelho com duas bandas de estiramento CO entre 2015 cm™ a
2085 cm™, duas bandas caracteristicas de estiramento NO presentes no intervalo de 1720 cm™
a 1800 cm™, bandas em torno de 810 cm™ e 750 cm™ sugestivas de estiramento Fe-NO e em

478 cm™ ao estiramento Fe-C como pode ser observado na Figura 60.
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Figura 60 - Espectro de Infravermelho para o precursor [Fe(CO),(NO),]
Fonte: Adaptado de Zanetti.
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Encontra-se em literatura que a sintese dos complexos produzidos a partir do
dinitrosilo de ferro ocorre em um tempo de 6 horas*’. Para analisar as mudancas estruturais no
decorrer da reacdo, bem como propor um tempo menor para a realizacdo da sintese feita em
atmosfera inerte, foi realizado um acompanhamento por infravermelho da reacdo de producéo
do complexo a partir do ligante VAMTSC. Os espectros obtidos da reacdo entre o complexo
[Fe(CO)2(NO),] e o ligante VAMTSC (Figura 61) apresentam bandas de estiramento NO na
regido de 1794 cm™ e 1724 cm™, a auséncia de bandas caracteristicas de CO indicando uma
possivel substituicdo do grupo CO pelo ligante e a auséncia de banda em torno de 470 cm™
atribuida ao Fe-C.***° Apés um tempo de 30 minutos de reagéo, foi observado a diminuic&o
dos picos relativos ao dinitrosilo produzido, indicando que poderia ocorrer a liberagdo do
ligante nitrosil da esfera de coordenacdo. Assim, por meio da andlise da intensidade das
bandas em 1794 cm™ e 1724 cm™ em funcdo do tempo de reacdo, pode-se concluir que o

tempo de reacdo ideal para sintese destes compostos seria de no maximo 30 minutos.
Fe(CO)2(NOy)g) + L — Fe(L)(NO); 5) + 2 CO(g)

O acompanhamento por infravermelho com destaque para a absor¢do caracteristica de
estiramento NO pode ser visto abaixo:

b

A )
S, Uy Ve R

10 min. 15min. 20min. 25min. 30min. 45min. 60min. 90min. 120 min.

Figura 61 - Destaque da absor¢ao de vNO

4.2.1 Espectroscopia de absorc¢ao na regido do Infravermelho

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho dos complexos, (Figura 62),
obtidos em forma sélida, apresentaram absorcées em 1868 cm™ e em 1861 cm™ para
Fe(NO),(VAETSC) e Fe(NO),(VAPTSC), respectivamente, indicando assim, a presenca de
NO. Os complexos ndo apresentaram absor¢do no intervalo de 2100 cm™ e 2000 cm™,

demonstrando a auséncia de CO nesses compostos, em que a ligagdo Metal - C € mais fraca
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quando comparada & ligacdo Metal - NO.” Dessa forma, o estudo teve como foco 0s
complexos Fe(NO),(VAETSC) e Fe(NO),(VAPTSC).

Fe{NTI_(MAETSC)

1861

Fe{MO) (WVAFSCO)

T T T
4000 3500 3200 2800 2400 2000 1§00 1200 800

MUmero de onda (cm™)

Figura 62 - Comparacédo dos espectros dos complexos na regido do Infravermelho.

A comparacgéo dos espectros entre 0s complexos e seus respectivos ligantes (Figuras
63 a 67) ainda permitiu observar que ha auséncia de estiramento S-H em torno de 2500 cm™ o
gue sugere que o atomo de enxofre participa da coordenacdo. Houve também a presenca de
estiramento N-H em torno de 3400 cm™ em que h4 a permanéncia de um grupo NH apés a
coordenacdo. Nota-se que com a coordenagcdo o infravermelho pode apresentar bandas
deslocadas para frequéncias maiores ou menores em comparagdo com o espectro de absorgédo
dos ligantes, devido a polarizabilidade dos atomos envolvidos e das liga¢fes. Para o grupo
tioamida 111 os complexos indicam uma absorcdo em torno de 1030 cm™, entretanto, os
ligantes indicam diversas bandas nessa regido que podem sugerir além do grupo tioamida a
presenca de estiramento C-O, ou seja, é incerto apontar em regides tdo ricas em absor¢édo a

presenca de alguma banda caracteristica a fins de comparacao direta com os complexos.
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Figura 63 - Comparacao dos espectros de VATSC e Fe(NO),(VATSC) na regido do infravermelho
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Figura 64 - Comparacao dos espectros de VAMTSC e Fe(NO),(VAMTSC) na regido do

infravermelho.
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Figura 65 - Comparacéo dos espectros de VAETSC e Fe(NO),(VAETSC) na regido do

infravermelho.
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Figura 66 - Comparacéo dos espectros de VAPTSC e Fe(NO),(VAPTSC) na regido infravermelho.
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Figura 67 - Comparacédo dos espectros de VAPSCO e Fe(NO),(VAPSCO) na regido do

infravermelho.
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4.2.2 Espectroscopia na regido UV/Vis

O espectro de absor¢do na regido do UV/vis para o complexo Fe(NO),(VAETSC)
(Figura 68), obtido em solucdo metandlica, mostrou absor¢des em 303 nm, 328 nm e 342 nm
que podem ser atribuidas a presenca do ligante. A curva analitica realizada para a absorcao de

328 nm indicou um € igual a 13371,56 cm™mol.L™
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Regressao linear
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Figura 68 - Espectro eletrénico de absorgdo na regido UV - Vis: Espectro de Fe(NO),(VAETSC) (a) e
Curva analitica obtida para a banda principal em 328 nm (b).

J& o espectro de absorcdo na regido do UV/Vis para o complexo Fe(NO),(VAPTSC)

(Figura 69), obtido em solucdo metandlica, mostrou absor¢cdo em 330 nm que pode ser

atribuida a presenga do ligante. A curva analitica realizada indicou um € igual a 5202,11 cm’
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Figura 69- Espectro eletronico de absor¢do na regido UV - Vis: Espectro de Fe(NO),(VAPTSC) (a) e

Curva analitica obtida para a banda principal em 330 nm.
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A mudanca no valor de € dos ligantes para os complexos sugere uma transferéncia de
carga metal - ligante, sendo que o espectro de complexo Fe(NO),(VAPTSC) aponta para uma

instabilidade em solucdo.

4.2.3 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas dos compostos (Figuras 70 a 74) ndo indicou o resultado
esperado para os complexos. O complexo Fe(NO),(VAMTSC) apresentou um fragmento de
massa 479,2 indicativo da unido de dois ligantes VAMTSC enquanto o complexo
Fe(NO),(VAPTSC) apresentou um fragmento de massa em 358,1 que sugere a presenca de
ferro com o ligante em questdo. Ademais, alguns fragmentos foram encontrados em mais de
um complexo, consequentemente, ndo foi possivel uma elucidacdo clara dessa andlise e
indicou que a ionizacdo aplicada pode ter fragmentado o composto inviabilizando uma

possivel elucidacéo.
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Figura 70 - Espectro de massas obtido por ESI de Fe(NO),(VATSC) em solucao

metanolica (modo positivo)
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Figura 71 - Espectro de massas obtido por ESI de Fe(NO),(VAMTSC) em solucdo metanolica (modo

positivo)
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Figura 73- Espectro de massas obtido por ESI de Fe(NO),(VAPTSC) em solu¢do metandlica (modo

positivo).
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Figura 74 - Espectro de massas obtido por ESI de Fe(NO),(VAPSCO) em solugdo metandlica (modo

positivo).
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4.2.4 Ressonancia Magnética Nuclear

A comparacido dos dados de RMN 'H para o complexo Fe(NO),(VAETSC) e seu
respectivo ligante (Figura 75) sugeriu que o complexo pode ser instavel com o decorrer do
tempo e permitiu ainda considerar que a quantidade de complexo formado foi muito abaixo da
quantidade de ligante presente na amostra. Outra possivel observacao para tais espectros seria

alguma coordenacdo com a agua presente no DMSQO utilizado.

Fe(NO),(VAETSC)

(VAETSC)

13.0 12.6 122 1.8 (VK] LD 106 .z 9.8 94 .0 &b B 78 76 TA RZ TN

Figura 75 - Espectro comparativo de RMN de H para Fe(NO),(VAETSC) e VAETSC
4.2.5 Ressonancia Paramagnética de Elétron

Os valores de g obtidos da anélise dos espectros de EPR dos complexos dinitrosilos,
contendo tiossemicarbazonas, estdo em torno de 2,042 que podem ter relagdo com formacao
de nitrosilos de ferro*. Os resultados de EPR supracitados em conjunto com os resultados dos
espectros de infravermelho indicam que ocorreu formacao de dinitrosilos de ferro. Quanto ao
espectro do complexo Fe(NO)(VAPSCO) apresentou sinal em 2,058 indicando possivel

mistura de espécies com estrutura ndo determinada. E importante ressaltar que este foi o tnico
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complexo cujo espectro ndo apresentou picos referentes ao estiramento Fe-NO. Abaixo,
encontra-se os espectros por EPR realizados.

g=2,042
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1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
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Figura 76 - Espectro de EPR do complexo Fe(NO),(VATSC) em forma sélida.
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Figura 77 - Espectro de EPR do complexo Fe(NO),(VAMTSC) em forma sélida.
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Figura 78 - Espectro de EPR do complexo Fe(NO),(VAETSC) em forma sélida.
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Figura 79 - Espectro de EPR do complexo Fe(NO),(VAPTSC) em forma solida.
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Figura 80 - Espectro de EPR do complexo Fe(NO),(VAPSCO) em forma sélida.

4.3 Novas propostas de sintese

Devido aos resultados inconclusivos dos espectros de massa, podemaos supor que podem
ocorrer alteragdes nas estruturas dos complexos em solugdo como, por exemplo, liberacdo de
ligante da esfera de coordenacgéo ou alteracdo na estabilidade do nitrosilo durante a ionizacéo
do complexo. Outra possibilidade seria a presenca de outras espécies precipitadas em
conjunto com o complexo durante o processo de sintese.

Portanto, devido ao exposto acima, foram propostas duas novas rotas de sintese dos
complexos: uma das propostas com excesso de metal (excesso do complexo de partida) e a
outra com excesso do ligante VAETSC. O complexo com excesso de metal contém a
proporcdo 2 (Fe(NO),) : 1(VAETSC). Neste caso, acreditamos que ao final da sintese o
complexo de partida que n&o reagiu seria facilmente eliminado devido sua volatilidade. Ja o
complexo com excesso de ligante possui a proporcao inversa. Ambos os complexos foram
sintetizados com o uso de THF durante 30 minutos. O complexo Fe(NO), (VAETSC) (Exc.
Metal) apresentou uma coloragdo preta, enquanto o complexo Fe(NO), (Exc. VAETSC) se

mostrou marrom.
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4.3.1 Espectro de absorcéo na regido do Infravermelho

O espectro na regido do infravermelho (Figura 81) indicou a presenca da absorcdo em
torno de 1850 cm™, sugestiva de Fe - NO e as absorcdes caracteristicas do ligante, conforme

observado abaixo:

Fa(lO)2({Exe. VAETEC)

Nimero de onda (cm™)

Figura 81 - Espectroscopia na regido do infravermelho dos complexos sintetizados.

4.3.2 Ressonancia Magnética Nuclear

Para 0 complexo [Fe(NO)x(Exc, VAETSC)] foram realizados RMN de 'H, DEPT,
HSQC e HMBC em cloroférmio deuterado, devido a possivel coordenacdo apresentada com
DMSO em complexos e a presenca de agua no mesmo.

O espectro de RMN de *H do complexo (Figura 82) apresentou trés sinais na regi&o de
hidrogénios aromaticos, sendo um dupleto em & 6,94 com constante de acoplamento
equivalente a 8,2 Hz, um duplo dupleto em 6 7,13 (J = 8,2 e 1,9 Hz) e um dupleto em & 7,77
com J = 1,9 Hz. Foi observado um simpleto em & 8,90, referente, ao hidrogénio da ligacdo N-
H de nimero 2 e um tripleto em & 7,34, associado, ao hidrogénio de nimero 4. Os sinais em 6
7,68 e em 6 5,90 foram atribuidos, respectivamente, aos hidrogénios das ligacdes CH=N e O-
H. Um simpleto em & 3,96 corresponde aos hidrogénios presentes em O - CH3 O quinteto em
& 3,78 corresponde aos hidrogénios metilénicos e o tripleto em & 1,33 refere-se aos

hidrogénios metilicos.
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Com o experimento de DEPT (Figura 83) foi possivel listar sinais de carbono e atribui-
los como: seis sinais relativos a carbonos de anel aromatico, onde trés sdo metinicos (&
108,22; 114,77, 122,75) e trés sinais (6125,46; 147,06; 148,55) correspondem,
respectivamente, ao Cg, ao carbono ligado ao grupo metoxila e, por fim, a hidroxila. Outros
sinais de C (6 14,68; 39,57; 56,19; 142,77; 177,23), referem-se respectivamente, a metila, ao
grupo CHy, ao carbono do grupo metoxila, ao Cs e ao carbono da ligagdo C=S (Tabela 9).

Dos resultados obtidos, observa-se que houve uma alteracdo no sistema da amina
préxima ao etil, ou seja, na regido de interesse para a complexacdo. Através do espectro de
RMN de 'H, percebe-se a presenca de grupos metinicos sobrepostos, e com 0 experimento
TOCSY 1D foi possivel irradiar cada grupo metinico do sistema, ou seja, p6de-se irradiar 0
sinal em & 3,78 ¢ em & 3,74 e verificar a alteracdo do deslocamento quimico NH (4) de & 7,34
para & 1,85, sugerindo uma complexagdo nessa regido. Com os experimentos por RMN
realizados, percebeu-se que se os espectros fossem feitos apos horas do preparo da solucao,
ocorriam mudancas nas frequéncias de deslocamento e alargamento de bandas. Além disso, a
solucdo passava a apresentar algum precipitado. Isso nos sugere que em solucdo ha uma
instabilidade do complexo formado, possivelmente, por degradacédo da estrutura e alteracdo do

nox do ferro.
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Tabela 9 - Dados compartivos de RMN de *H e *C DEPT 1D entre VAETSC e [Fe(NO),
(Exc.VAETSC)].

VAETSC Fe(NO),(Exc. Metal)
NO
o1 % Mult, J (Hz) o2 o1 %, Mult, J (Hz) o2

1

2 11,26 (1H; s) - 8,90 (1H; s) -

3 176,31 177,23
4 8,39 (1H; t; 5,9 Hz) - 7,34 (1H; t; 5,9 Hz) -

5 9,49 (1H; 5) 142,58 7,68 (1H; 5) 142,77
6 - 122,60 - 125,60
7 7,37 (1H; d; 1,9) 110,12 7,17 (1H; d; 1,9) 108,22
8 - 147,98 - 147,06
9 - 148,79 - 148,55
10 6,79 (1H; d; 8,2) 115,43 6,94 (1H; d; 8,2) 114,77
11 | 7,13(1H;dd;19e8,2) | 121,86 | 7,13 (1H;dd;1,9e82) | 122,75
12 3,83 (3H; s) 55,87 3,96 (3H; s) 56,19
13 7,94 (1H; 1s) - 5,90 (1H; 1s) -
14 | 359 (2H;qd;59¢e7,1) | 3823 3,78 (2H; m) 38,23
15 | 1,15(3H;t; 7,1e59Hz) | 14,78 1,32 (3H;t; 7,1 e 5,9Hz) 14,68

*Espectros obtidos em CDCl3, 600/150MHz
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Figura 84 - Espectro de RMN de HSQC *H - **C - Jcy; de Fe(NO), (Exc. VAETSC) (CDCls, 600 e
150 MHz).
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Figura 85- Espectro de RMN de HMBC 'H - **C de Fe(NO), (Exc. VAETSC) (CDCls;, 600 e 150
MHz).
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Espectro de RMN de 'H de Fe(NO),(Exc.VAETSC)
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Figura 86 - Espectros de RMN de *H comparativos com auxilio de TOCSY 1D da amostra
Fe(NO), (Exc. VAETSC) (CDCl,, 600 MHz).

4.3.3 [Espectroscopia na regido UV/Vis

O espectro de absor¢do na regido do UV/vis para o complexo Fe(NO), (Exc.
VAETSC) (Figura 87), obtido em solucdo metandlica, mostrou absor¢ées em 301 nm, 328
nm e 344 nm que podem ser atribuidas a presenca do ligante. A curva analitica realizada para
a absorc&o em 328 nm indicou um € igual a 23924,64 cm™mol.L™.
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Figura 87 - Espectro eletrénico de absor¢do na regido UV - Vis: Espectro de Fe(NO),(Exc.VAETSC)
(a) E Curva analitica obtida para a banda principal em 328 nm (b).

Ja o espectro de absorcdo na regido do UV/Vis para o complexo Fe(NO),(Exc. Metal)
(Figura 88), obtido em solucdo metandlica, mostrou absor¢do em 329 nm que pode ser

atribuida a presenca do ligante e apresentou um € igual a 25250,78 cm™mol.L™ para tal

absorcéo.
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Figura 88 - Espectro eletronico de absorgédo na regido UV - Vis: Espectro de Fe(NO),(Exc.Metal) (a)

e Curva analitica obtida para a banda principal em 329 nm (b).

Sugere-se a ocorréncia de transferéncia de carga do metal para o ligante pelos valores

de € apresentados.
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4.3.4 Espectrometria de massas
A molécula protonada observada no espectro de massas indicou uma m/z de 370,9

(Figuras 89 e 90), sendo compativel com a férmula molecular C11H1504NsSFe proposta,
confirmando a sintese do complexo pelas duas alternativas escolhidas de preparo.

e 370.9
N

354.9 56\8.7
658.2
37R.8 570.8 N
_393.1 463.6 _672.3
a02fr. N\ 51\6.8 55\1_9]{8\0.9 62\3.3 664.%\ L
_Mu"l“‘ D ,4:“\ Moo hkl‘mmJ i “l A.u‘d \ ‘ L ,,|'j Ll ul \ 'llu‘mliﬂ‘hﬂh L n‘l All ,J i \
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 70C
m/z, Da

Figmura 89 - Espectro de massas obtido por ESI de Fe(NO),(Exc. VAETSC) em solucéo metanolica

(modo positivo).
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Figura 90 - Espectro de massas obtido por ESI de Fe(NO),( VAETSC) (Exc. Metal) em solugéo

metandlica (modo positivo).
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4.3.5 Ressonancia paramagnética de elétron

Os valores de g obtidos da analise dos espectros de EPR (Figuras 91 e 92) de ambos
os complexos [Fe(NO),(Exc. Metal)] e [Fe(NO),(Exc. VAETSC)] estdo em torno de 2,042
confirmando a formagé&o de dinitrosilos de ferro.

(&
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1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000
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Figura 91 - Espectro de EPR do complexo Figura 92 - Espectro de EPR do complexo
Fe(NO),(Exc. Metal) em forma solida Fe(NO),(Exc. VAETSC) em forma sélida
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5  CONCLUSAO

O estudo permitiu a caracterizacdo espectroscopica de alguns compostos derivados da
vanilina e possibilitou um maior conhecimento sobre o estudo das tiossemicarbazonas e
semicarbazonas atraves dos ensaios biologicos. As andlises adotadas para caracterizacdo dos
ligantes orgénicos foram Analise Elementar, Espectroscopia no UV-Vis, Espectroscopia no
Infravermelho, Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria de
Massas. Os ligantes também foram avaliados através de ensaio citotoxico frente a linhagem
MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano) e bacteriano por Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, sendo que para essa ultima, os resultados de inibicdo foram relevantes e
demonstraram, de forma condizente com a literatura, a variedade de uso para a classe de
semicarbazonas e tiossemicarbazonas.

A metodologia do complexo precursor (DNIC) foi melhorada a partir de alteracbes no
tempo, na temperatura e nos meios utilizados na metodologia anterior, possibilitando uma
obtengdo mais eficaz.

Apbs analise dos resultados obtidos com a formacdo dos primeiros complexos foram
propostas outras duas rotas de sintese que resultaram em dois complexos, os quais, foram
analisados através de técnicas ja mencionadas que indicaram o alcance do complexo proposto
em forma sélida. Ressalta-se que mais estudos sdo necessarios, pois em solu¢do o complexo
demonstrou ser instavel por conta de O, ou pela presenca de luz, como também ha a
possibilidade de haver a liberacdo de NO, fazendo com que ndo seja possivel concluir a

estrutura adotada em solucéo.
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