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RESUMO

Neste trabalho, foi desenvolvido e caracterizado um novo complexo de paladio(ll)
derivado da tiossemicarbazona funcionalizada com N-etilpiperidina (ASP) visando
explorar seu potencial como agente antitumoral alternativo aos compostos classicos
de platina. A sintese foi conduzida em duas etapas: inicialmente, a funcionalizacéo da
vanilina com cloridrato de N-(2-cloroetil)piperidina, seguida pela condensagcédo com N-
etiltiossemicarbazida para obtencdo do ligante N-etil-2-(3-metoxi-4-(2-(piperidin-1-
il)etoxi)benzilideno)hidrazina-1-carbotioamida (VP-TSC). O complexo metélico foi
obtido pela reacdo estequiométrica entre VP-TSC, o precursor [PdCI,(CH;CN),] e
triifenilfosfina (PPhs), com posterior purificagdo por recristalizagdo em sistema
CHCl3/pentano e tratamento com solucao acida HCI 0,05 mol L™ para remocéo de
aminas residuais. A caracterizacao estrutural foi realizada por meio de RMN de *H,
13C e 3P, complementada por experimentos bidimensionais (H-H COSY, tH-13C
HSQC e !H-3C HMBC), que confirmaram a formacédo da espécie [PdCI(PPh)(VP-
TSC)]ICI, com coordenacdo N,S-bidentada do ligante tiossemicarbazona. A
condutividade molar em etanol (A, = 17,5 uS-cm?-mol™) corroborou a natureza neutra
do complexo. O composto demonstrou alta estabilidade em DMSO por 48 h, condicéo
essencial para os ensaios biolégicos. Por meio de estudos de interacdo com
biomoléculas, o complexo reagiu de forma progressiva com guanosina, sendo
evidenciado pelo deslocamento do préton H8 de 7,92 a 8,13, indicando coordenacéao
ao N7. Contudo, ndo foi detectada interacao significativa com DNA de fita dupla em
tampéao Tris-HCI (pH 7,2) por UV-Vis. Apesar disso, o complexo ASP exibiu notavel
atividade antiproliferativa contra a linhagem de cancer de ovario A2780 (IC5, = 0,65 *
0,01 pM), superando a cisplatina em torno de 17 vezes, e alto indice de seletividade
(23,08) frente a células normais (MRC-5). Esses resultados podem sugerir um
mecanismo de acado diferente daquele observado para a cisplatina, que, todavia,
necessitam maiores estudos para compreensao. Diante do conjunto de evidéncias, 0
complexo ASP emerge como um candidato promissor para a continuidade de estudos
visando o desenvolvimento de novos agentes antitumorais, tendo em vista ao seu perfil
de alta poténcia, seletividade e potencial para contornar mecanismos de resisténcia
frente a células tumorais de ovario resistente a cisplatina.

Palavras-chave: agentes antineoplasticos; paladio; tiossemicarbazonas; piperidinas.



ABSTRACT

In this study, a novel palladium(ll) complex derived from an N-ethylpiperidine-
functionalized thiosemicarbazone (ASP) was developed and characterized, aiming to
explore its potential as an alternative antitumor agent to classical platinum-based
compounds. The synthesis was carried out in two steps: first, vanillin was
functionalized with  N-(2-chloroethyl)piperidine  hydrochloride, followed by
condensation with N-ethylthiosemicarbazide to afford the ligand N-ethyl-2-(3-methoxy-
4-(2-(piperidin-1-yl)ethoxy)benzylidene)hydrazine-1-carbothioamide (VP-TSC). The
metal complex was obtained via stoichiometric reaction of VP-TSC with the precursor
[PACI,(CH3;CN),] and triphenylphosphine (PPhs), followed by purification through
recrystallization from a CHCls/pentane system and treatment with 0.05 mol L™ HCI to
remove residual amines. Structural characterization was performed by H, 13C, and 3P
NMR spectroscopy, complemented by two-dimensional experiments (*H-'H COSY,
1H-13C HSQC, and *H-13C HMBC), confirming the formation of the [PdCI(PPh;)(VP-
TSC)]CI species, in which the thiosemicarbazone ligand coordinates in an N,S-
bidentate fashion. Molar conductivity in ethanol (A, = 17.5 puS-cm2-mol™) corroborated
the neutral nature of the complex. The compound exhibited high stability in DMSO over
48 h, a prerequisite for subsequent biological assays. Biomolecular interaction studies
revealed progressive reactivity with guanosine, evidenced by the downfield shift of the
H8 proton from 7.92 to 8.13 ppm, indicating coordination at N7. However, no significant
interaction with double-stranded DNA was detected in Tris—HCI buffer (pH 7.2) by UV—-
Vis spectroscopy. Notably, the ASP complex displayed remarkable antiproliferative
activity against the ovarian cancer cell line A2780 (ICs, = 0.65 %= 0.01 pM),
approximately 17-fold more potent than cisplatin, and exhibited a high selectivity index
(23.08) toward normal cells (MRC-5). These findings suggest a mechanism of action
distinct from that of cisplatin, although further investigations are required to elucidate
the underlying pathways. Collectively, the ASP complex emerges as a promising
candidate for continued development as a novel antitumor agent, given its high
potency, selectivity, and potential to circumvent resistance mechanisms in cisplatin-
resistant ovarian cancer cells.

Keywords: anticaneoplastic agents; palladium; thiossemicarbazone; piperidine.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Cancer: Um Problema De Saude.

Segundo estimativas recentes da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2023), o
cancer, atualmente, representa um dos maiores desafios de saude publica mundial.
Essa enfermidade, a qual é caracterizado por um conjunto de doencas marcadas pelo
crescimento celular descontrolado e, pela capacidade de invaséo de tecidos e 6rgaos
adjacentes (quando atinge o ponto de metastase), é responsavel por milhdes de
mortes anualmente e apresenta tendéncia crescente de incidéncia nas proximas
décadas, impulsionada pelo envelhecimento populacional e por fatores ambientais e
de estilo de vida (Santos et al., 2023)

No cenario brasileiro, dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA, 2023) apontam
para um aumento continuo no numero de novos casos, refletindo tanto mudangas
demograficas quanto desigualdades no acesso a prevencao e ao tratamento. Apesar
dos avancos no diagnostico precoce e nas modalidades terapéuticas, incluindo
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, muitos tipos de céancer ainda apresentam
prognostico desfavoravel, seja pela resisténcia adquirida aos farmacos convencionais,
seja pelos efeitos colaterais severos associados a esses tratamentos. Nesse contexto,
a busca por novas abordagens terapéuticas mais eficazes e seletivas constitui uma
necessidade urgente no cenario da pesquisa biomédica contemporanea (SUNG et al.,
2021)

Sabendo-se que, as células que comp&em nossos tecidos passam por um processo
de crescimento organizado, multiplicacdo e, posteriormente, uma morte programada,
0 cancer passa a ser uma doenca resultante de alteracdes genéticas e epigenéticas,
ou seja, mudancas na expressao génica, que podem ou ndo alterar a sequéncia de
DNA e, que podem ser herdadas e influenciam em como os genes séo ativados e
desativados, que conferem a determinadas células a capacidade de escapar desses
mecanismos regulatérios (Hanahan; Weinberg, 2011). Essas alteracdes permitem a
proliferacdo continua, a evasédo da apoptose e a formacado de massas tumorais, que
podem comprometer funcdes vitais do organismo. Além disso, a heterogeneidade
tumoral e a habilidade dessas células em desenvolver resisténcia a tratamentos
convencionais tornam o cancer ndo apenas complexo do ponto de vista biol6gico, mas
também um dos maiores obstaculos contemporaneos no desenvolvimento de terapias
eficazes (INCA, 2023).
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O crescimento tumoral ocorre de forma lenta, sendo denominado como
carcinogénese ou oncogénese e, de modo geral, segue trés etapas principais: a
iniciagao, promogao e progressao (Esquema 1). Este modelo foi inicialmente proposto
por Berenblum e Shubik (1947) em estudos com camundongos expostos a agentes

quimicos.

Esquema 1: Representacao dos estagios que compdem a oncogénese.

Carcinogénicos Célula Comum 1°Etapa: Iniciacdo 2°Etapa: Promogao 3°Etapa: Progressao

Fonte: Elaborada pela autora, 2025.

A iniciacdo representa a etapa primaria do processo carcinogénico e consiste em
uma modificacdo permanente e essencialmente irreversivel na sequéncia do DNA
(dcido desoxirribonucleico), resultante da interacdo com agentes quimicos
mutagénicos, em geral, espécies eletrofilicas ou capazes de gerar radicais livres e
espécies reativas de oxigénio (BERENBLUM & SHUBIK, 1947). Esses agentes
reagem covalentemente com nucleobases, ou induzem les@es oxidativas que, quando
nao reparadas pelos sistemas celulares de manutencéo, tornam-se mutacdes fixas no
genoma. Uma vez incorporada, essa alteracdo € replicada com fidelidade durante a
divisédo celular, sendo transmitida de forma estavel as células-filhas, mesmo na
auséncia continua do agente indutor (COHEN & ELLWEIN, 1991). Apesar de nao
conferir imediatamente um fendtipo tumoral, a célula iniciada carrega uma carga
mutacional latente que a torna particularmente suscetivel a expansao clonal quando
exposta a sinais proliferativos, como os mediados por agentes promotores (BALMAIN
& PRAGNELL, 1983). Nesse contexto, a iniciagdo é, portanto, um evento
guimicamente determinado, cuja eficiéncia depende da reatividade do composto, da
formacdo de adutos estaveis com o DNA e da capacidade da célula em reparar ou

tolerar o dano induzido.
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A etapa de iniciagdo esta diretamente relacionada a fatores genéticos,
principalmente quando combinados a exposi¢cao cumulativa a agentes carcinogénicos
externos, por exemplo, a exposicdo a radiacdo UV e ionizante, componentes da
fumaca do tabaco, substancias contaminantes presentes na agua e alimentos,
infeccbes causadas por certos virus, bactérias ou parasitas e envelhecimento
(Velasques, 2022).

A promocao constitui a segunda etapa do processo carcinogénico e é caracterizada
por ser reversivel, ndo genotoxica e dependente da exposi¢cao continua e prolongada
a agentes denominados promotores. Diferentemente dos iniciadores, que causam
lesBes diretas e irreversiveis no DNA, os promotores ndo interagem covalentemente
com o material genético. Em vez disso, atuam por meio de mecanismos epigenéticos,
como ativacao de vias de sinalizac&o proliferativa, inibicdo da apoptose ou inducéo de
estresse oxidativo cronico, favorecendo a expansao clonal de células ja iniciadas
(Cohen & Ellwein, 1991; Pitot & Dragan, 1991). A promoc¢ao requer exposi¢cao
sustentada; a interrupcdo do contato com o promotor em fases precoces geralmente
leva a regressao das lesdes pré-neoplasicas, confirmando a reversibilidade do
processo (Balmain & Pragnell, 1983).

A Progresséao é o terceiro estagio e fase final da oncogénese. Esta, por sua vez, €
caracterizada pela transformacao de uma lesdo pré-neoplasica (uma condicdo pré-
cancerosa, que indica um risco aumentado de desenvolver o cancer, caracterizado
por alteracbes nas células que se multipliquem de forma anormal) em um tumor
maligno invasivo e metastatico (FOULDS, 1958). Nesta etapa, as células adquirem
instabilidade genémica, heterogeneidade clonal e capacidade de invadir e colonizar
outros tecidos. A progressao € irreversivel e representa o estagio clinico do cancer
(COHEN; ELLWEIN, 1991).

Segundo o INCA, sdo esperados 704 mil casos novos de cancer no Brasil para o
triénio 2023-2025. Excluindo o cancer de pele ndo-melanoma, o niumero de casos
novos projetados € de 483 mil, sendo deste valor, 49,5% (239 mil casos) sao
esperados para pessoas do sexo masculino e, 50,5% (244 mil casos) em pessoas do
sexo feminino.

Para o sexo masculino, o cancer de prostata € o mais frequente, representando
30,0% dos casos, seguido por cancer de célon e reto (9,2%), traqueia, brénquio e
pulmédo (7,5%), estbmago (5,6%) e cavidade oral (4,6%). Enquanto para o sexo

feminino, o cancer de mama é o mais prevalente, correspondendo a 30,1% dos casos,
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o cancer de cdlon e reto é o segundo mais frequente (9,7%), seguido por cancer do
colo do utero (7,0%), traqueia, brénquio e pulméo (6,0%) e tireoide (5,8%) (INCA).

Figura 1: Gréaficos com estimativas para o numero de casos de Cancer, no triénio 2023-

2025, entre homens e mulheres no Brasil.

Total

Prostata ;14,8

Outras localizagdes ;36,1
\

Mama feminina ;15,2

Cavidade oral ;3,1

\ Célonereto; 9,4
Corpado.itwo ;1,6 Colo do tero; 3,5
Glindula tireoide 3,4

Homens 3
Estdmago; 4,4 Pulm? Mulheres

Préstata ; 30,0 Outras

. . localizagBes; 27,3, b\ Mama feminina; 30,1

Pancreas ;2,3
Ovirio ;3,0
Célon e reto; 9,2 Corpo do dtero; 3,2 / Célon e reto; 9,7

Estdmago; 3.3

Outras
localizagles ; 28,4

Linfoma ndo Hodgkin ; 27/'

Laringe; 2,7~
Bexiga; 3,3
Esdfago; 3,4

Cavidade oral ; 4,6/ eadaa Glandula “’P"'d?»s-ﬂ/ Pulmio; 60 \Colo do dtero; 7.0

Estdmago; 5,6

Fonte: Adaptado de Santos et al. (2023, p. 7), com base no original.

1.2 Quimica De Coordenacéao E Bioinorganica

A Quimica de Coordenacdo constitui um dos pilares centrais da Quimica
Inorganica. Esta se dedica ao estudo das interacfes entre os centros metalicos com
moléculas ou ions, o qual sdo denominados de ligantes (Godoy Netto, 2018). Desde
os trabalhos pioneiros de Alfred Werner, no inicio do século XX, que estabeleceram
os fundamentos estruturais e estereoquimicos dos complexos metalicos, essa area
vem se consolidando como um campo dinamico e interdisciplinar (Godoy Netto, 2018;
Esteves, 2012)

O entendimento das propriedades eletrénicas, geométricas e reativas dos
complexos de metais de transicdo permitiu avancos significativos em catalise, ciéncia
dos materiais e, mais recentemente, em aplicacdes biomédicas. A capacidade desses
metais em se coordenar a diferentes ligantes, modulando seletivamente suas
propriedades fisico-quimicas, confere a Quimica de Coordenagdo um papel
estratégico no desenvolvimento de novos compostos funcionais com relevancia

cientifica e tecnolégica (Godoy Netto, 2018).
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Dessa forma, a Quimica de Coordenacédo, expandindo-se nas ultimas décadas,
passou a assumir um papel central na interface com a Biologia, dando origem a
Quimica Bioinorganica, campo interdisciplinar que investiga tanto os metais presentes
em sistemas bioldgicos naturais, responsaveis por processos vitais como transporte
de oxigénio e catalise enzimatica, quanto o desenvolvimento de complexos metalicos
sintéticos com aplicagdo terapéutica. Nesse contexto, compostos a base de um centro
metalico e que sejam bioativos surgem como exemplo notavel da convergéncia entre
essas areas, explorando a versatilidade dos metais de transicdo na modulacao das
propriedades eletronicas e estruturais dos ligantes, de modo a gerar compostos com
potencial para atuacao seletiva em alvos biomoleculares.

Com o avango da resisténcia a medicamentos convencionais e os efeitos
colaterais associados a quimioterapia classica, especialmente no tratamento do
cancer, cresce 0 interesse por compostos metalicos com acao farmacoldgica, os
chamados metalofarmacos. Esses complexos sédo capazes de interagir com
biomoléculas por mecanismos que podem ser inacessiveis a espécies organicas,

abrindo caminhos para o desenvolvimento de agentes mais seletivos e eficazes.

1.3 Metalofarmacos: Uma Alternativa Antineoplastica

A quimioterapia, desde suas origens com o0s agentes alquilantes utilizados na
Primeira Guerra Mundial, explora diversos mecanismos para combater o cancer por
meio de farmacos que interagem diretamente com componentes celulares essenciais.
Nesse contexto, os metalofarmacos emergiram como uma area de pesquisa
extremamente promissora (Santos et al., 2020).

Historicamente, a descoberta da cisplatina (cis-diaminodicloroplatina(ll)) por Barnett
Rosenberg em 1965 marcou um ponto de virada na oncologia, estabelecendo a platina
como nucleo importante na quimioterapia anticancerigena. Sua descoberta foi
acidental: durante experimentos com eletrodos de platina em meio contendo NH,* e
Cl~, formando-se o complexo cis-[PtCl,(NH5),], que demonstrou capacidade de inibir a
divisdo celular, se tornando eficaz contra diversos tipos de tumores, incluindo
carcinomas testiculares e pulmonares, consolidando sua posicdo no arsenal clinico
por décadas (MACIEL et al., 2022).



15

Apds comprovacdo de sua atividade antitumoral, a cisplatina tornou-se o primeiro
metalofarmaco aprovado pela FDA (1978) para uso clinico no tratamento de cancer
(Dasari; Bernard Tchounwou, 2014).

Figura 2. Férmula estrutural da cis-diaminbiscloridoplatina(ll) (cisplatina)

CI 'l,"’ \\‘\\ N H 3

W

Pt
cl”” NH,

Fonte: elaborada pela autora, 2025.

Diversos estudos foram feitos, tentando desvendar os mecanismos de acéo
da cisplatina no meio bioldgico, sendo assim, foi iniciado também as proposi¢des das
relacbes estrutura-atividade do composto, destacando-se a importancia da
estereoespecificidade para a acao terapéutica (Velasques, 2022).

O mecanismo de acéo da cisplatina envolve sua hidrolise em meio fisiolégico, onde
a baixa concentracdo de cloreto intracelular favorece a substituicdo dos ligantes CI~
por moléculas de agua, gerando espécies ativas (Esquema 2)., capazes de interagir
com bases nitrogenadas do DNA, principalmente via nitrogénio N7 guanina,
promovendo a formacdo de crosslinks intra e inter-helicoidais, que bloqueiam a

replicacao e transcri¢cao (Maciel et al., 2022).

Esquema 2. Reacédo de hidrdlise da cisplatina, formando suas espécies reativas.
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Fonte. Velasques, 2022
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Todavia, o sucesso clinico da cisplatina foi acompanhado por limitacdes
significativas, principalmente relacionadas a toxicidade sistémica, a resisténcia
adquirida pelos tumores e a falta de especificidade celular, resultando em efeitos
colaterais graves, como nefrotoxicidade, neurotoxicidade e ototoxicidade (Maciel et
al., 2022). Muitos tumores desenvolvem resisténcia intrinseca ou adquirida, mediada
por mecanismos como reducéo da captacao celular, aumento da desintoxicagao por
glutationa ou reparo eficiente do DNA (Maciel et al., 2022; “Cisplatin in Cancer

Treatment...”) (Esquema 3).

Esquema 3: Proposta de mecanismo de agdo para a cisplatina e possiveis

mecanismos de resisténcia ao farmaco.
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Fonte. Adaptado de Velasques, 2022

Para superar essas barreiras, a pesquisa expandiu-se para outros metais da tabela
periddica, como ruténio, 6smio, rodio, iridio, zinco, cobre, prata, estanho e paladio,
cada um oferecendo diferentes propriedades quimicas e bioldgicas, iniciando-se
assim, o desenvolvimento de analogos de segunda e terceira geracdo, visando
superar limitacdes (Santos et al., 2020). A carboplatina e a oxaliplatina, por exemplo,
resultaram de modificacdes estruturais que preservam a geometria ativa, mas alteram
a cinética de hidrélise, conferindo menor toxicidade e melhor perfil farmacocinético
(Dasari; Bernard Tchounwou, 2014).

A forma com que os derivados da cisplatina de segunda e terceira geracéo,
adentram o meio intracelular ainda néo é totalmente esclarecida, um dos mecanismos

propostos € através da difusdo passiva, ou seja, 0 soluto presente no meio extracelular
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passa pela membrana através de uma diferenca de concentracdo entre o meio interno
e externo (Esteves, 2012). Outro possivel mecanismo, é através da afinidade do
complexo pelas proteinas responsaveis pelo transporte de cobre, como as proteinas
transportadoras de cobre de alta afinidade codificadas pelo gene CTR1, que do meio
extracelular passara para o meio intracelular (Dasari; Bernard Tchounwou, 2014)

Dessa forma, o desenvolvimento de metalofarmacos evoluiu através de trés
abordagens principais. A primeira, € mais antiga, é a modificacéo estrutural de agentes
jA existentes, como no caso da cisplatina, este caminho buscou melhorar a
farmacocinética e reduzir a toxicidade, resultando na carboplatina e na oxaliplatina,
previamente citadas, as quais sao amplamente utilizados hoje (Godoy Netto, 2018)

A segunda abordagem é a exploracdo de metais diferentes, focando na descoberta
de novos mecanismos de acdo que possam ser inerentes ao novo centro metalico.
Esta estratégia reconhece que a atividade anticancerigena de um complexo metalico
nao reside apenas no ligante, mas também na interacéo sinérgica entre o metal e seus
ligantes. O paladio, por exemplo, representa um candidato particularmente
interessante nesta categoria, os compostos de paladio(ll), como os derivados de
tiossemicarbazonas, tém demonstrado potencial para induzir apoptose por meio da
via mitocondrial, regulando a expressao de proteinas chave como Bcl-2 (Ferreira et
al., 2023). Isso sugere um mecanismo de acao distinto da cisplatina, que geralmente
é atribuido a formacao de crosslinks no DNA.

A terceira abordagem, mais recente e avancada, é a construcdo de novos farmacos
inteligentes. Neste paradigma, o metal atua como um catalisador ou sensor
intracelular. Por exemplo, alguns complexos de platina podem gerar espécies reativas
de oxigénio (EROs) sob condi¢cdes celulares especificas, permitindo uma
citotoxicidade dependente do ambiente redox da célula cancerigena (Dasari; Bernard
Tchounwou, 2014). Da mesma forma, complexos de cobre e ferro estdo sendo
explorados para ativar grupos funcionais de ligantes em resposta a EROs elevadas
ou pH &cido presentes nos tumores, liberando agentes alquilantes de forma espacial
e temporalmente controlada (Ferreira et al., 2023). Esta abordagem representa uma
fronteira promissora, visando maximizar a seletividade e minimizar a toxicidade

sistémica.
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1.4 Complexos De Paladio: Uma Alternativa A Cis-Platina

A comparacdo fundamental entre o palddio e a platina reside na sua posi¢cao no
mesmo grupo do sistema periédico, o Grupo 10, o que Ihes confere propriedades
guimicas e fisicas semelhantes (Czarnomysy et al., 2021a; Mandal, 2025). Ambos os
metais formam complexos quadrado-planar estaveis no estado de oxidacgao +2 (Pd(ll)
e Pt(Il)), partiiham uma configuracdo electronica d® e tém comprimentos de ligacao M- Cl
muito préximos em compostos analogos, como K,[MCl,], onde a ligacéo é de 2.316 A
para o Pt e 2.318 A para o Pd (Czarnomysy et al., 2021a). Esta similaridade estrutural

levou naturalmente a investigacdo do paladio(ll) como um substituto promissor.

Esquema 4. Mecanismo associativo de substituicdo de ligantes em complexos quadraticos

planares de paladio (Il).
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Fonte. Adaptado de Polez, 2023

No entanto, a sua principal caracteristica diferenciadora, e simultaneamente o seu
maior desafio, € a sua alta labilidade e consequente cinética de troca de ligantes. Os
complexos de paladio(ll) sédo, aproximadamente, 10° vezes mais rapidos a sofrer
hidrolise e troca de ligantes do que os seus analogos de platina(ll) (Kim et al., 2020;
Marques, 2013). Esta alta reatividade significa que os complexos de paladio(ll) podem
ser instaveis no meio fisiolégico, rapidamente a serem desativados por biomoléculas
como proteinas e GSH (glutationa reduzida) antes de chegarem ao seu alvo no DNA.
Historicamente, este fato explicou a falta de atividade antitumoral observada em
isbmeros cis simples como a cis-palladina (Zmejkovski; Panteli¢; Kaluderovi¢, 2022).
Embora a platina(ll) forme complexos cineticamente inertes e termodinamicamente
estaveis, o paladio(ll), também um acido macio segundo a teoria HSAB (Hard and Soft
Acids and Bases), exibe maior labilidade ligante, resultando em complexos menos
inertes e mais reativos em meio bioldgico.(Kim et al., 2020).
Esta diferenga fundamental na estabilidade cinética é o ponto de partida para toda

a estratégia de design molecular moderna de complexos de Pd(ll), focada para
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estabilizar o centro metalico e permitir a sua sobrevivéncia no ambiente biolégico.
Transformando este obstaculo em uma oportunidade, desenvolvendo estratégias de
design molecular inteligentes para construir complexos de Pd(ll) estaveis e, acima de
tudo, eficazes. Estas abordagens focam-se na modulagem molecular para bloquear
as vias de hidrodlise rapida e conferir estabilidade cinética e termodinamica, permitindo
gue o complexo sobreviva no ambiente bioldgico até encontrar o seu alvo.

Uma das estratégias mais bem-sucedidas € a utlizacdo de complexos
ciclopaladados. Nestes sistemas, a formacdo de uma ligacao sigma carbono-paladio
(C-Pd) cria uma ligacdo covalente extremamente forte e quimicamente inerte. Esta
ligacdo bloqueia a via de hidrdlise, que é a principal via de decomposi¢cao para
complexos de paladio(ll) simples. A presenca de uma ligacdo C-Pd impede a ligacao
de nucledfilos (como a agua) ao centro metalico, estabilizando drasticamente o
complexo (Velasques, 2022). Complexos ciclopaladados com diversos tipos de
ligantes, como benzofenona iminas, ferroceno e ditiocarbamatos, demonstraram uma
estabilidade significativamente melhorada e potentes atividades citotoxicas, muitas
vezes superiores as da cisplatina (Scattolin et al., 2021; Serhan et al., 2019).

Outra abordagem fundamental € o uso de ligantes polidentados. Ao ligar o ion de
paladio(ll) a mdiltiplos centros de coordenacédo, cria-se um quelato que é
termodinamicamente estavel e cineticamente inerte. Ligantes como poliaminas
(putrescina, espermina), N-heterociclos aromaticos (NHCs), ditiocarbamatos e
piridinas sdo exemplos de ligantes que formam complexos de paladio(ll)
extremamente estaveis no meio fisiolégico (Marques, 2013; Serhan et al., 2019)

O perfil de toxicidade é um dos dominios onde os complexos de paladio mostram
um potencial revolucionario, oferecendo uma perspectiva de seguranca
substancialmente mais favoravel em comparacao com a cisplatina. A toxicidade dose-
limitante da cisplatina, particularmente a nefrotoxicidade, € a principal barreira para o
seu uso clinico e a fonte de muitos dos seus efeitos secundarios adversos (Dasari;
Bernard Tchounwou, 2014). A investigacao pré-clinica acumulada sugere que, atraves
de estratégias de design molecular bem-sucedidas, os complexos de paladio(ll)
podem ser projetados para ter uma distribuicdo tecidual e um perfil metabdlico que
minimizam o dano a érgdos vitais, a0 mesmo tempo que mantém uma potente
atividade antitumoral.

Os complexos de paladio(ll) sdo apresentados como uma alternativa promissora a

cisplatina, ndo apenas como um substituto direto, mas como uma classe de agentes
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guimioterapéuticos com um espectro de mecanismos de acdo substancialmente
diversificado (Zmejkovski; Panteli¢; Kaluderovi¢, 2022). Esta diversidade constitui uma
vantagem estratégica, pois permite a exploracdo de novas vias celulares para induzir
a morte de células cancerosas, potencialmente revertendo a resisténcia a agentes que
funcionam exclusivamente através da lesdo do ADN. Enquanto a cisplatina opera,
primariamente, através de um mecanismo claro e monofatorial, os complexos de
paladio(ll) demonstram uma vastidao de ac¢des, que vao desde a interagcdo com o DNA
por meio de modos alternativos até a ativacdo de vias apoptéticas independentes do
DNA, como as mediadas por mitocéndrias e pelo reticulo endoplasméatico (ER)
(Czarnomysy et al., 2021a; Fanelli et al., 2016)

Um dos insights mais robustos é que muitos complexos de paladio(ll) mantém a
sua poténcia citotdéxica contra linhagens celulares geneticamente selecionadas para
resistir a cisplatina (Jahanian-Najafabadi et al., 2019; Vrzal et al., 2010). Isto ocorre,
porque eles operam por meio de mecanismos de acdo que evitam as principais vias
de resisténcia da cisplatina, como a detoxificacdo por tidis e a reducdo da entrada
celular. (Czarnomysy et al., 2021b; Vrzal et al., 2010). Esta capacidade de superar a
resisténcia cruzada é talvez o beneficio mais significativo e consistente atribuido aos
complexos de paladio(ll).

Em suma, a cisplatina estabeleceu um paradigma terapéutico poderoso, mas o seu
sucesso vem acompanhado de um conjunto de desafios clinicamente significativos. A
sua dependéncia exclusiva de um Unico mecanismo de acéo centrado no DNA tornou-
a vulneravel a multiplas vias de resisténcia. A sua toxicidade sistémica severa impde
limites rigorosos a dose e a tolerabilidade. E neste contexto que a investigacdo sobre
complexos de paladio(ll) emerge como uma area de enorme interesse, oferecendo a
perspectiva de agentes terapéuticos com perfis de seguranca melhorados,
mecanismos de acédo diversificados e, crucialmente, a capacidade de contornar as

formas estabelecidas de resisténcia a cisplatina.

1.5 Tiossemicarbazonas Bioativas

A escolha de bons ligantes sdo fundamentais quando falamos sobre design de
novos complexos bioativos, ainda mais quando tratamos de Pd(ll), pois, como ja
citado, este possui cinética de reacdo mais rapida que os seus analogos de platina.
Além de ligantes que estabilizem o composto final, é de interesse que esses também

tenham atividade biolégica, pois, causam um efeito sinérgico visando uma estratégia
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de multitarget, de modo que, a atividade em ambiente biol6gico possa advir de
diversos mecanismos de acdo, garantindo a eficiéncia do farmaco e reduzindo os
efeitos de resisténcia adquirida (Godoy Netto, 2018; Fanelli et al., 2016; Moreira; Lyon,
2025; Scattolin et al., 2021)

Seguindo esta légica, as tiossemicarbazonas (TSCs) sdo uma classe de moléculas
guelantes que pertence ao grupo dos ligantes -N,S-doadores e que despertam
interesse crescente na Quimica Inorganica Medicinal, sendo estratégicos quando
tratamos de compostos de coordenacgéo bioativos.

Figura 3. Esquema geral de uma TSC, com ordem de numeragao segundo a IUPAC,

sendo que R = H, alquil, aril.
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Fonte. Elaborado pela autora, 2025

As tiossemicarbazonas constituem uma classe versatil de moléculas organicas com
uma rica historia de atividades biolégicas diversas, incluindo efeitos antivirais,
antibacterianos e, notavelmente, potentes efeitos antitumorais (Georgiou et al., 2025;
Singh et al., 2023). Em sua esséncia, as TSCs sado bases de Schiff formadas pela
condensacdo de tiossemicarbazida com compostos carbonilicos, uma reacéo
fundamental que estabelece sua arquitetura molecular caracteristica (Singh et al.,
2023)

Esquema 5. Esquema geral de formacdo de uma TSC, a partir da condensacdo de uma

tiossemicarbazina com compostos carbonilicos
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A atividade bioldgica intrinseca dessas moléculas € atribuida principalmente a
presenca do grupo funcional NH-CS—NH-NH,, que serve como um farmacoforico
crucial para suas propriedades farmacoldégicas, isto é(Ferreira et al.,; Georgiou et al.,
2025), grupo responsavel pela atividade biolégica de uma espécie. Esse agrupamento
permite que as TSCs atuem como ligantes versateis, capazes de formar quelatos
estaveis com uma ampla gama de metais de transi¢cdo (Georgiou et al., 2025; Singh
et al., 2023). A capacidade de quelar cations metélicos ndo é meramente uma
curiosidade quimica, mas € central para sua atividade bioquimica, alterando
fundamentalmente suas propriedades e desbloqueando um vasto potencial
terapéutico que esta em grande parte ausente na forma livre da ligante (Singh et al.,
2023).

A coordenacao de um centro metalico ao esqueleto da TSC a transforma em uma
nova entidade quimica, frequentemente exibindo interacdes sinérgicas entre o metal
e o ligante que resultam em eficacia anticancer significativamente aumentada (Singh
et al., 2023). Essa transformacéo é tdo profunda que alguns complexos metalicos de
TSC demonstram citotoxicidade até 1000 vezes maior do que suas ligantes
tiossemicarbazonas parentes, sublinhando o papel indispensavel da metalacdo para

alcancar alta poténcia contra células cancerigenas (Garbuz et al., 2025).

Esquema 6. Estrutura geral numerada e representacdo dos possiveis modos de

coordenacéo de ligantes Tiossemicarbazonas.
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A base molecular para esse efeito transformador reside em varias alteracoes fisico-
quimicas induzidas pela coordenagdo metdlica. Uma das mudancas mais
significativas é o aumento da lipofilicidade. A formagdo de um complexo metalico
neutro a partir de um ligante com carga liquida diferente de zero melhora sua
capacidade de atravessar membranas celulares, pré-requisito critico para atingir alvos
intracelulares (Bai; Zheng; Qi, 2022). Essa melhora na permeabilidade esta
diretamente relacionada a biodisponibilidade e ao desempenho terapéutico
aprimorados (Veg et al., 2025).

Além da lipofilicidade, a quelagéo metalica estabiliza a prépria molécula, reduzindo
a equalizacdo de cargas e promovendo uma conformacdo mais favoravel para a
interacdo biologica, a coordenacdo também influenciara a estrutura eletrénica do
ligante, particularmente por meio do tautomerismo entre as formas tiona e tiol
(Esquema 8; Veg et al.,, 2025). Em condi¢cdes alcalinas, o ligante pode sofrer
desprotonacéo para formar o tiolato, o qual € uma espécie aniénica que exibe ligacao
metal-enxofre (M-S) mais forte devido a desprotonacédo que gera o tiolato (-S7), o
gue fortalece a interacdo global entre o metal e o ligante bidentado, aumentando a
estabilidade e a atividade biolégica do complexo, no qual € frequentemente
considerada produtora de compostos metalicos neutros com efeitos biologicos

superiores em comparacao com seus equivalentes neutros (Veg et al., 2025).

Esquema 7. Tautomerismo tiona-tiol
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Fonte. Elaborado pela autora, 2025

Essa flexibilidade notavel no design levou ao desenvolvimento de um amplo
espectro de complexos metalicos de TSC, cada um com um perfil tnico de atividade
e mecanismo. Metais de transicdo, como Cobre(ll), Niquel(ll), Zinco(ll), Paladio(ll) e

Ruténio(ll), formam prontamente complexos estaveis com TSCs, tornando-os
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escolhas comuns no desenvolvimento de complexos metalicos que apresentem
atividade antitumoral (Singh et al., 2023)

O excepcional potencial anticancer dos complexos metélicos de
tiossemicarbazonas ndo decorre de um Unico mecanismo monolitico, mas de um
ataque sofisticado e multifacetado as células cancerigenas. Esses compostos
orquestram uma cascata de eventos interconectados que perturbam processos
celulares essenciais, culminando na morte celular (Zheng et al., 2024). Embora a via
especifica possa variar dependendo do ion metélico e da estrutura da ligante, varios
temas gerais emergem consistentemente na literatura, 0 mais comum para a agéo de
muitos complexos € a inducdo de estresse oxidativo severo e subsequente disfuncéo
mitocondrial, uma estratégia que explora as vulnerabilidades metabdlicas inerentes
das células cancerigenas (Veg et al., 2025; Zheng et al., 2024).

A interag&o direta com macromoléculas celulares representa outro eixo critico de
sua atividade anticancer. Os complexos metéalicos contendo tiossemicarbazonas
podem se ligar ao DNA por meio de varios modos distintos, interferindo assim em
processos vitais como replicacdo e transcricao (Bai; Zheng; Qi, 2022; Zheng et al.,
2024)

Em adicao, as TSCs séo conhecidas por sua capacidade de inibir a ribonucleotideo
redutase (RR), uma enzima-chave dependente de ferro responsavel por converter
ribonucleotideos em desoxirribonucleotideos, os blocos de construcédo do DNA(Veg et
al., 2025). Podendo também atingir a topoisomerase Il (Topo IlI), uma enzima que
gerencia a topologia do DNA durante a replicacao, certos complexos metalicos de TSC
atuam como venenos da Topo Il, isto é, formam complexos ternarios com a enzima e
o DNA, impedindo a religacdo das quebras de fita dupla no DNA apds a enzima
realizar sua funcéo catalitica, levando a fragmentacéo letal do DNA (Bai; Zheng; Qi,
2022; Veg et al., 2025)

1.6 Vanilina: Uma Plataforma Funcionalizavel

Uma estratégia mais avancada e cada vez mais popular no design de TSC é a
multifuncionalidade, onde uma uUnica molécula € projetada para conter multiplos
grupos farmacofoéricos, cada um projetado para atingir um alvo bioldgico diferente.
Essa abordagem de "cavalo de Troia" visa alcangar efeitos sinérgicos, aumentar o
direcionamento especifico ao tumor e superar mecanismos de resisténcia

simultaneamente.
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Nesse contexto, a vanilina emerge ndo apenas como um composto natural
amplamente disponivel, mas como uma plataforma modular excepcionalmente versatil
para o design racional de moléculas bioativas (Sihag; Dhayal; Nag, 2025). Sua
estrutura aromatica, caracterizada pelo anel fendlico, oferece mdltiplos sitios para
modificacbes quimicas, permitindo a criagdo de uma vasta biblioteca de compostos
derivados com propriedades fisico-quimicas e biolégicas personalizadas(Bisceglie et
al., 2018) .

Figura 4. Férmula estrutural da vanilina, destacando seus grupos funcionais em

vermelho

HO 0O—

Fonte. Elaborado pela autora, 2025

A principal vantagem da vanilina reside em sua capacidade de servir como um
ponto de partida para a sintese de tiossemicarbazonas, a estratégia de funcionalizar
a vanilina antes da sintese da tiossemicarbazona é fundamental, pois permite a
incorporacdo de grupos especificos, como a piperidina ou a morfolina, que atuam
como moduladores criticos das propriedades finais do ligante e do complexo metalico
resultante (Ahmad et al., 2025; Bisceglie et al., 2018). Essa abordagem modular
confere flexibilidade estratégica, possibilitando a otimizacdo sistematica da
solubilidade, lipofilicidade, afinidade de coordenacédo e, em ultima analise, a poténcia
e seletividade biologica do farmaco candidato.

A escolha da vanilina como plataforma néo se deve apenas a sua acessibilidade,
mas também a sua proépria atividade bioldgica latente. A vanilina e seus derivados ja
demonstraram propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antitumorais (Sihag;
Dhayal; Nag, 2025). Ao projetar um ligante tiossemicarbazona sobre este nucleo,

espera-se ndo apenas manter, mas também potencializar essa atividade base. A
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complexacao metélica, conforme descrito pela teoria quelato, aumenta a lipofilicidade
do complexo em relagdo ao ligante livre, facilitando assim a penetracao através das
membranas celulares, um pré-requisito essencial para a atividade biolégica
intracelular(Aly et al., 2023; Veg et al., 2025) .

Adicionalmente, a presenca de um nucleo aroméatico como o da vanilina pode
contribuir para mecanismos de acéo adicionais, como a intercalacdo no DNA ou a
interacdo com proteinas alvo, complementando a funcdo primaria do
tiossemicarbazona como agente quelante de metais endégenos como ferro e cobre,
essenciais para a proliferacdo celular(Rzycka-Korzec et al., 2021) . A combinacao
sinérgica entre o nucleo aroméatico funcionalizado e o sistema tiossemicarbazona cria
uma molécula hibrida com um perfil multifuncional, capaz de interagir com multiplos
alvos biolégicos simultaneamente. Esta abordagem de design modular €
consistentemente aplicada na literatura, onde a vanilina serve como um vetor para a
construcao de uma variedade de sistemas tiossemicarbazona, incluindo analogos com
substituintes alquilicos e arilicos, podendo apresentar outros grupos heterociclicos,
todos com o objetivo comum de otimizar a atividade terapéutica (Kumar; Sunitha;
Rathika Nath, 2020; Veqg et al., 2025)

Em suma, a funcionalizacdo da vanilina representa uma estratégia sofisticada e
interessante para a descoberta de novos agentes quimioterapéuticos. A combinacgao
da estrutura modular da vanilina com o poder quelatante e a atividade biolégica das
tiossemicarbazonas cria uma sinergia que tem sido consistentemente explorada com
sucesso. A funcionalizacdo com piperidina, serd visando a fine-tuning das
propriedades moleculares para alcancar uma atividade superior e seletiva contra as
células cancerosas.

A piperidina (Figura 5) € uma molécula composta por um anel saturado de seis
membros, contendo um atomo de nitrogénio (azaciclo-hexano), sendo uma excelente
candidata para esta tarefa devido a sua basicidade, similaridade com aminas

secundarias e uso extensivo em quimica medicinal (Sihag; Dhayal; Nag, 2025).
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Figura 5. Formula estrutural da N-etilpiperidina

N

N

CH,

Fonte. Elaborado pela autora, 2025

Sendo um anel heterociclico, no qual apresenta um atomo de nitrogénio, em
hibridizacao sp3, possui um par de elétrons nao ligante, conferindo-lhe carater basico
e nucleofilico, atuando como um doador de elétrons relativamente forte, podendo atuar
como um sitio de coordenacédo adicional quando inseridas na cadeia lateral de um
ligante tiossemicarbazona. O atomo de nitrogénio de ambos os anéis pode se
coordenar ao metal central, transformando o ligante de bidentado (N,N,S) para
tetridentado (NNNS) (Aly et al., 2023; Milunovic et al., 2024). A forca dessa nova
interacdo metalico-nitrogénio depende da basicidade do nitrogénio e, mais importante,
da geometria e estereocisomerismo da aproximacao do anel ao centro metalico (Tiwari
et al., 2024).

Complexos de tiossemicarbazona derivados de vanilina funcionalizados com
morfolina (VMTSC) e piperidina (VPTSC) foram ambos referenciados como tendo
atividade anticancerigena significativa, em parte devido ao aumento da solubilidade
proporcionado pelos N-etil-piperidino/morfolina (Ahmad et al., 2025). A eficacia dos
complexos de vanilina-tiossemicarbazona como agentes terapéuticos, especialmente
no tratamento do cancer, ndo se deve a um Unico mecanismo de acdo, mas sim a um
conjunto de interacdes biologicas complexas e multifacetadas.

A analise da literatura revela que esses compostos operam como moléculas
multitarget, interferindo com varias vias metabdlicas cruciais para a sobrevivéncia e
proliferacéo das células neoplasicas. Os principais mecanismos de acao identificados
incluem a inibicdo de enzimas-chave no metabolismo de nucleotideos, a perturbacéo
da integridade do DNA, a indutéria de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a
sabotagem do citoesqueleto celular (Milunovic et al., 2024; Sihag; Dhayal; Nag, 2025;
Veg et al., 2025). Compreender esses mecanismos € fundamental para o design
racional de novos farmacos, pois permite a otimizacdo da estrutura molecular para

maximizar a interagdo com um ou mais alvos biolégicos especificos.
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2 HIPOTESE

Nosso grupo tem investigado o efeito citotoxico de bases de Schiff
funcionalizadas com grupos N-alquilpiperidina e seus derivados metalicos. Velasques
(2022) investigou o efeito de complexos do tipo [PdCl2(Et-vmTSC)(PR3)]CI (Et-vmTSC
=  N-etil-2-(3-metoxi-4-(2-(morfolin-1-il)etdxi)benzilideno)hidrazina-1-carbotioamida)

em células tumorais e ndo-tumorais (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade antiproliferativa in vitro dos compostos R-cTSC e
[PACI2(PMeOPh3)(PR3)]CI (PPhs = trifenilfosfina, PTols = tri(p-toluil)fosfina, PFPhz = tris(4-
fluorofenil)fosfina, PMeOPh; = tris(4-metéxifenil)fosfina.) frente as linhagens tumorais MCF7,
A549, MDA-MB-231 e ndo tumoral MRCS5 representadas pelos valores de Clso, em pM.

ICs0 (UM)
Compostos MCF7 A549 MDA-MB-231  MRC5
Et-vmTSC (L) 97,913,227 1,82+0,10 71,34 +3,69 > 100
[PdCly(L)(PPh3)]CI 39,1749,63 1,51+0,11  66,35+0,74 26,20+1,16
[PACIy(L)(PTols)]CI 48,87 £+9,37 3,20+0,15 58,91 +4,93 24,21+0,18
[PdCIy(L)(PFPh3)ICI 38,14 +4,03 1,74+0,10 68,80+3,54 29,16+0,69
[PAClx(L)(PMeOPh3)]CI 41,10 +6,21 2,64 +0,65 67,87 +2,76 9,62 +1,51
CDDP 60,58 +4,63 61,59 +3,02 23,36 +0,42 12,05+0,98

Fonte. Velasques, 2020

Particularmente, os valores de IC50 obtidos tanto para o ligante Et-vmTSC
guanto para os complexos [PdCIlz(Et-vmTSC)(PR3)]CI frente a linhagem A549 sdo da
mesma ordem de grandeza, sugerindo uma relacdo direta da atividade inibitoria
apresentada pelos complexos com a presenca do ligante Et-vmTSC. Em
contrapartida, a variacao dos ligantes expectadores PR3 fosfinicos praticamente nao
afetaram a acdo dos complexos, sugerindo que a presenca do ligante Et-vmTSC é
vital para a atividade contra as células A549.

Neste trabalho, foram considerados os critérios de bioisosterismo entre os
fragmentos moleculares, perfis de citotoxicidade e toxicidade para o planejamento do
composto-protétipo. O complexo [PdClz(Et-vmTSC)(PPh3)]Cl foi classificado como

precursor uma vez que é capaz de interferir na viabilidade celular da linhagem A549
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e possuir uma moderada toxicidade frente a linhagem MRCS5. Pretende-se investigar
a contribuicdo farmacoforica da troca isostérica do sistema morfolinico da Et-vmTSC
por um anel piperidinico. Essa proposta foi motivada pelo trabalho de PEREIRA e
colaboradores (2024), no qual foi observado que compostos ciclometalados de formula

[PACI(C?,N-bzox-R)(PPha)] (C?,N-bzox-P = (E)-4-(2-
piperidinoetoxi)benzaldeido oxima; C?,N-bzox-M = (E)-4-(2-
morfolinoetoxi)benzaldeido oxima) foram mais ativos que a cisplatina frente as
linhagens de osteossarcoma. Esses ciclopaladados funcionalizados com grupos N-
etilmorfolina/etilpiperidina induziram a permeabilizacdo da membrana lisossomal
(LMP) e despolarizagdo da membrana mitocondrial, sugerindo que o mecanismo de
morte celular provocado pelos complexos de paladio envolve o eixo mitocondria-

lisossomos.

Diante do exposto, propde-se a sintese do bioisostero Et-vpTSC = N-etil-2-(3-
metoxi-4-(2-(piperidin-1-il)etoxi)benzilideno)hidrazina-1-carbotioamida) a da troca
isostérica do sistema morfolinico da Et-vmTSC por um anel piperidinico (Figura 6).
Pretende-se empregar o novo ligante na obtencdo do seu derivado [PdCIz(Et-
vpTSC)(PPh3)]Cl e submeté-lo a estudos preliminares de viabilidade celular frente as
diferentes linhagens tumorais, dentre ela a A549, e nao-tumorais bem como de

interacdo com o DNA.

Figura 6. Planejamento estrutural do complexo [PdCI2(Et-vpTSC)(PPh3)]ClI (Et-vpTSC = N-
etil-2-(3-metoxi-4-(2-(piperidin-1-il)etéxi)benzilideno)hidrazina-1-carbotioamida)
[PACIL(Et-ymTSC)(PPh,)ICI
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O trabalho tem como objetivo geral a sintese de um ligante tiossemicarbazona
inédito, derivado da vanilina funcionalizada com N-etilpiperidina, o qual foi modulado
especificamente para complexacao com o Pd(Il), bem como a sintese do complexo,
também inédito, [PdCI(PPhs)(VP-TSC)], sua caracterizacdo e, avaliacdo da atividade
citotoxica frente as linhagens celulares A549, MDA-MB-23, A2780 e MRC-5.

3.2 Objetivos Especificos

- Sintetizar o ligante vanilina funcionalizado com n-etilpiperidina (VP-TSC);

- Sintetizar o complexo de férmula geral [PdCI(PPh3)(VP-TSC)] (ASP), no qual
PPhs = trifenilfosfina;

- Caracterizar 0s compostos sintetizados por meio de técnicas
espectroscopicas e espectromeétricas;

- Realizar estudos em solucéo durante 48 h por meio da ressonancia magnética
nuclear;

- Investigar a interacdo do composto com o DNA;

- Determinar a citotoxicidade e seletividade a partir da comparacao dos valores
de ICso em células tumorais humanas com elevada relacdo incidéncia/mortalidade
(A549, MDA-MB-23 e A2780) e em células nao-tumorais (MRC-5);

- Investigar o perfil de interacéo frente a biomolécula de Guanosina, a partir de

analise por ressonancia magnética nuclear.
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4. METODOLOGIA
4.1 Sintese Da Tiossemicarbazona Derivada De Vanilina Funcionalizada Com N-
etilpiperidina (VP-TSC)

A sintese do ligante foi realizada em duas etapas sequenciais, conforme
adaptado da literatura para tiossemicarbazonas aromaticas funcionalizadas, sendo a
primeira etapa de funcionalizagdo do substituinte fenol na vanilina, seguido da
formacé&o do grupo tiossemicarbazona (Velasques, 2022).

A reacao para funcionalizagdo da vanilina consistiu em uma reacgéo de substituicao
nucleofilica, onde o hidrogénio do grupo fenol no anel aromético é substituido pelo
grupo etil-piperidina. Desta forma, partiu-se de 1,0000 g (6,57 mmol) de vanilina e
1,0000 g (5,43 mmol) de cloridrato de N-(2-cloroetil)piperidina. A etil-piperidina foi
macerada em conjunto com 1,0000g de K2COs (7,23 mmol) e, em seguida, oS
reagentes foram solubilizados em 150 mL de acetona. A suspensdo resultante foi
mantida sob agitacéo sob refluxo por 24 h. Apos o periodo de agitacéo e resfriamento
do sistema, o excesso de K2COs foi removido por filtracdo simples e a solugéo
resultante foi rotaevaporada. O produto resultante foi solubilizado em CH2Cl2 (50 mL)
e a solucao foi submetida a sucessivas lavagens com solug¢éo 10 % NaOH (100 mL),
agua destilada (50 mL) e uma solucao salmoura KCI (50 mL) para remoc¢ao do excesso
de vanilina adicionado na reacdo. O produto oleoso resultante foi seco a vacuo e um
sélido amarelo ceroso foi obtido com rendimento de 64% (1,2834Q). Este sdlido foi
utilizado na 22 etapa de obtencéo do ligante VP-TSC.

Para a formacdo do grupo tiossemicarbazona, partiu-se da massa do composto
vanilina funcionalizado anteriormente obtido e 0,5813g (4,87 mmol) de N-
etiltiossemicarbazida. Primeiramente o composto vanilina foi solubilizado em 20 mL
de etanol e, a esta solucéo, o reagente N-etiltiossemicarbazida foi adicionado na forma
sélida. O meio de reacao foi acidificado e a mistura resultante foi mantida em agitacéo
sob refluxo por 6 h. Apds resfriamento do sistema, a solucdo de reacéo foi refrigerada
overnight para precipitacdo do produto. Um precipitado de coloracdo amarelo claro foi
isolado da solucdo por filtracdo a vacuo, apresentando um rendimento de 78%
(1,4545g). O solido apresentou-se soluvel em solventes organicos polares como
etanol, metanol, acetona e DMSO. Apds seco a vacuo, o sélido foi caracterizado pelas

técnicas de espectroscopia na regido do IV e RMN.
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4.2 Sintese Do Complexo Metalico Com Pd(Il) (ASP)

O complexo de Pd(ll) derivado de tiossemicarbazona foi sintetizado pela
metodologia adaptada reportada por Velasques, 2022.

Desta forma, partiu-se de uma relagédo equimolar entre o ligante VP-TSC (0,3192g;
1,12 mmol), o precursor metélico [PdCIl2(CHsCN)] (0,2872g; 1,1mmol) e o ligante
fosfinico PPhs (0,2893g; 1,0mmol).

Primeiramente o precursor metalico foi solubilizado em 5 mL de CH3CN sob
agitacdo. A esta solucéo, gotejou-se 7 mL de uma suspenséo contendo o ligante VP-
TSC em CHsCN. A suspensdo laranja resultante foi mantida em agitacdo a
temperatura ambiente por 24 h. Apds este primeiro periodo de agitacdo, gotejou se
sobre a suspensdo 5 mL de uma solucao contendo o respectivo ligante fosfinico em
CHsCN.

A suspensao foi mantida sob agitacdo por mais 24 h. Apés 48 h de agitacdo a
temperatura ambiente, obtiveram-se solucdes coloracdo amarelo alaranjadas. Os
respectivos complexos foram recristalizados em um sistema CHCls/pentano,
resultando no isolamento de sélidos laranja com rendimentos que variaram entre 75 a
90 %. Em seguida, realizou um processo de lavagem acida, para remover tracos de
impurezas com iminas, o solido foi dissolvido em CHCI; e submetido a quatro
extracdes sucessivas com solucdo aquosa de HCI 0,05 mol L™ (preparada com agua
gelada), utilizando-se funil de separacdo. ApOs agitacao vigorosa, as fases foram
separadas, descartando-se a fase aquosa (contendo a amina protonada) e mantendo-
se a fase organica (contendo o complexo). O produto purificado foi entdo seco a vacuo
e caracterizado.

4.3 Caracterizacdes
4.3.1. Espectroscopia na regiao do infravermelho (V)

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram gerados
no espectrofotdmetro Nicolet IS5 Thermo Scientific na faixa de 400 — 4000 cm™
utilizando pastilhas de KBr. O tratamento dos espectros foi feito no programa OriginPro
9.0

4.3.2. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os experimentos de RMN H, 3P e 13C foram realizados por meio de um

espectrometro Multinuclear BRUKER, modelo avance Ill HD 600, operando a 14,1 T

a 298 K, pertencente ao Laboratério Multiusuarios do Instituto de Quimica- IQ/Unesp-
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Ar. Assim foram obtidos espectros de experimentos unidimensionais {TOCSY 1D
(Total Correlated Spectroscopy), HOMODEC-'H (Homonuclear decopling), NOESY-
'H (Nuclear Overhauser Enhancement Spectrsocopy)} e bidimensionais {*H-'H COSY
(Homonuclear Correlation Spectroscopy), 'H-3C HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Coherence), *H-*C HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Coherence)}. Os
espectros foram coletados utilizando-se como solvente deuterado o dimetilsulfoxido
(DMSO-ds). O tratamento grafico dos espectros foi realizado no software MestreNova
9.0.
4.3.3. Estudo da estabilidade dos complexos em solugéo
O solvente dimetilsulfoxido (DMSO) é aplicado como co-solvente nos ensaios de

acéo antiproliferativa, tendo em vista a baixa solubilidade de compostos em agua.
Desta forma, foi avaliada a estabilidade dos compostos em DMSO-ds com o
monitoramento dos espectros de RMN H e 3!P coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h
a temperatura ambiente.
4.3.4. Espectroscopia de massas

A espectrometria de massas usando a ionizacdo por electrospray (ESI-MS) foi
realizada por meio do espectrometro Amazonspeed ETD Bruker Daltonics, contendo
o analisador de lon Trap de baixa resolucao.
4.3.5. Analise de condutividade molar

A condutividade molar foi determinada no condutivimetro DM 31 Digimed,

solubilizando o complexo metalico de concentragdo 1 mm L em etanol.

4.4.Analise Da Interacdo Com Biomoléculas
4.3.1. Titulagdo Espectrofotométrica com DNA

Espectros de UV-Vis foram obtidos para o complexo na presenca de quantidades
crescentes de DNA na regido de 200 a 800 nm em tampéao salino Tris-HCI (pH 7,4). A
titulacdo foi realizada a 25 °C mantendo a concentracdo do complexo fixa em 2x10-°
mol L , enquanto a concentracdo de DNA foi variada de 0 até 4,2x10° mol L.
Partindo de uma solucdo do complexo 1 mmol L-1 preparado em DMSO, foram
adicionados 60 puL do composto em 2940 pL de tampéo tris-HCI (pH 7,4) em uma
cubeta de quartzo de 3 mL. Uma segunda cubeta para o branco foi preparada com 60
pL de DMSO e 2940 uL de tampéo tris-HCI (pH 7,4). Apds a primeira leitura do
complexo livre da presenca de DNA, foram adicionados 18 pL de uma solucéo fresca

de DNA 1 mmol L%, tanto na cubeta contendo o complexo quanto no branco. Foram
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realizadas adi¢des sucessivas de 18 L da solucdo de DNA (tanto no branco quanto
no complexo) até um total de 10 adi¢cdes. A proporcdo molar do complexo: DNA foi
variada de 0,3 a 3,0 com intervalos de 0,3 em cada adic&o.
4.3.2. Reagdo com guanosina

A reagao com guanosina foi realizada utilizando o procedimento descrito por Rocha
et.al., com algumas modificacdes. O Complexo ASP (2,0 mg, 3,53 umol) foi dissolvido
em 0,2 mL de DMSO-dgs em um tubo de microcentrifuga (1,5 mL). Em seguida, AQNO3
(1,2 mg, 7,06 umol) foi adicionado e a mistura foi agitada por 10 minutos. A suspensao
branca resultante foi mantida em repouso por 1 hora a temperatura ambiente; ap6s
esse periodo, o sélido insoltvel foi removido por centrifugacao (14.000 rpm), obtendo-
se uma solucdo amarela. Uma solugéo de guanosina (2,0 mg, 7,06 umol) em DMSO-
ds (0,2 mL) foi entdo adicionada, e a solucéo foi agitada por 10 minutos. A mistura foi
deixada em repouso por 48 horas antes da analise por espectroscopia de RMN *H.
4.3.3. Viabilidade Celular

A atividade antiproliferativa dos complexos foi avaliada através do ensaio
colorimétrico de MTT frente as células tumorais humanas A549 (pulméo), MDA-MB-
23 (mama; triplo-negativo) e A2780 (ovario) e ndo-tumorais MRC-5 (fibroblasto de
pulméo). O ensaio foi realizado pela MSc. Nadija Natalice P. da Silva, sob orientacéo
do Dr. Fillipe V. Rocha no Laboratério de Compostos de Coordenacédo na Quimica
Medicinal (CCQM) — UFSCar. O cultivo celular foi mantido em meio de cultura
apropriado (DMEM/RPMI 1640) enriquecido com 10% de soro bovino fetal inativado
pelo calor (FBS) e suplementado com sulfato de gentamicina (50 mg L) e anfotericina
B (2 mg L) a 37 °C em atmosfera de 5% de CO2. 1x10* células/pogo foram semeadas
em microplacas de 96-pocos e incubadas por 24 h para adeséo celular. As células
foram tratadas em solucées de DMSO (0.5% v/v) com diferentes concentracdes por
48 h. Assim, uma aliquota (100 uL) da solucdo de MTT [3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio brometo] a 1 mg mL* foi adicionada em cada poco e incubada por 4
h. Os cristais de formazam formados foram dissolvidos em 100 uL de isopropanol. A
densidade o6ptica foi mensurada em 540 nm usando um leitor de 96-pocos. Os valores
de ICso foram obtidos a partir de curvas de dose resposta (viabilidade celular vs log
[concentracdo do complexo]) para trés experimentos independentes. Os plots das

curvas de viabilidade celular foram gerados através do software Graph Pad Prism 9.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.3.Sintese do Ligante VP-TSC

A funcionalizacdo de moléculas organicas, visando aplica-las como ligantes na
formacdo de novos complexos, vem se mostrado uma estratégia dentro do design de
Novos compostos na quimica inorganica medicinal.

Dessa forma, analisando-se a molécula de vanilina, percebe-se possiveis sitios
ativos reativos pertencentes a seus grupos substituintes, sendo eles, o fenol, o aldeido
e éter. Tendo em seu grupo OH fendlico um hidrogénio acido de pKa ~ 10, o qual se
torna passivel de realizar uma reacéo de substituicdo nucleofilica, substituindo-o pelo
grupo de interesse (N-etilpiperidina) (Silva, 2020; Sihag; Dhayal; Nag, 2025;
Velasques, 2022)

Utilizando-se como base a sintese organica, neste tipo de reacdo um haleto de
alquila pode ter o halogénio substituido por um grupo nucleofilico em funcdo da
polaridade da ligacdo C-halogénio. A vanilina, quando desprotonada por uma base,
se torna um nucledfilo aniénico, podendo ser funcionalizada via reacéo de substituicdo
nucleofilica (F.A. Carey, Quimica Organica, 2011).

Desta forma, esta estratégia sintética foi utilizada na primeira etapa de formacéo do
ligante de interesse (VP-TSC), esta etapa teve como objetivo inserir o grupo N-
etilpiperidina a molécula de vanilina, a partir da reacdo de substituicdo nucleofilica
bimolecular (SN2) entre a vanilina e a N-(2cloroetil)piperidina, conforme o esquema
simplificado abaixo, no qual, a reacdo se inicia pela desprotonacdo do grupo OH
fendlico pela base (K2COs), dando origem ao nucledfilo anidnico que substitui 0 atomo

de cloro na N-(2-cloroetil)piperidina, conforme esquema 11:

Esquema 8. Mecanismo de substituicdo SN2 adaptado para a funcionaliza¢éo da

vanilina com cloridrato de N-(2-cloroetil)piperidina.

K,CO;

N

SR
“O

Fonte. Elaborado pela autora, 2025
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As tiossemicarbazonas, por pertencerem a classe das iminas, podem ser obtidas
via reacbes de condensacdo em meio alcéolico (Velasques, 2022). Sendo esse 0
método de obtencao utilizado neste trabalho, para a segunda etapa de obtencéo do
ligante de interesse (VP-TSC), pois, além de serem de baixo custo contemplam
aspectos inerentes a quimica verde, como economia de &tomos e a minimizacao na
formacgao de subprodutos.

Segundo este mecanismo, a rea¢do se inicia pela protonacao da carbonila alddlica
e ativacdo da carbonila pela formacéo do ion oxénio. Em sequéncia, ocorre o ataque
nucleofilico do nitrogénio terminal da tiossemicarbazida ao carbono carbonilico da
vanilina, formando o intermediario hemiaminal protonado. Esse intermediario é
rearranjado, formando a ligacdo C=N, que caracteriza o composto base de Schiff, e
liberando uma molécula de agua (Velasques, 2022), vale destacar que as
tiossemicarbazonas podem ser obtidas em duas formas isoméricas (E e Z) que se
diferenciam pelo posicionamento do grupo mais volumoso com relacéo a ligacdo C=N.
Conforme esquema abaixo:

Esquema 9. Mecanismo de reacédo geral para a obtencéo de tiossemicarbazonas

adaptado para a sintese do ligante VP-TSC.
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Fonte. Adaptado de Velasques, 2022
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Na primeira etapa, foi feito 24 h de reacdo e sucessivas extrac¢oes, foi isolado um
composto oleoso de coloragdo amarela, com rendimento de 64 %. Para a inser¢cao do
grupo tiossemicarbazida, ap6s 6 h de reacéo e, deixado 24h em refrigeracdo, foi
isolado um sélido amarelo bem claro, quase branco. Este sdlido, apds seco a vacuo,

apresentou um rendimento de 60 %.

5.4. Sintese do Complexo Com Pd (ll)

O complexo de Pd(Il), contendo o ligante sintetizado, foi obtido também por duas
etapas de reacéo.

A primeira etapa exigiu-se 24 h de reacao, reagindo o ligante VP-TSC com o
precursor [PdCI2(CH3CN)]2, Velasques J. (2022) propds que nesse tipo de reacéo
ocorre a possibilidade de formacdo de uma forma dimérica intermediaria, onde o
ligante tiossemicarbazona substitui as moléculas de acetonitrila, mantendo os ligantes
clorido em ponte.

A segunda etapa da reacdo ocorreu in situ, se iniciando pela adicdo do ligante
fosfinico (PPhs-trifenilfosfina) que, considerando a existéncia do dimero intermediario
supracitado, cliva uma das ligacdes Pd-Cl pela coordenacédo do atomo de fosforo,

dando origem aos complexos, conforme € ilustrado no esquema 11 abaixo:

Esguema 10. Mecanismo de reacdo proposto para a reagao de sintese do complexo de
férmula geral [PdCI(PPhs)(VP-TSC)]

+2

VP-TSC = Clivagem /
[PACI,(CH4CN);] VPTSC 0« H :

Precursor metalico & X Cl, NH

Fonte. Adaptado de Velasques, 2022
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O complexo obtido tem aspecto de filamentos sdélidos e, coloracdo alaranjada
brilhante, com rendimento de 78%

5.5.Purificagdo do Complexo

O complexo obtido (ASP), passou por duas etapas de purificacdo, sendo a
primeira, um sistema binario de solventes composto por cloroférmio (CHCI;) e
pentano. Essa escolha é altamente coerente com as propriedades fisico-quimicas
esperadas para complexos de Pd(ll) contendo ligantes organicos do tipo
tiossemicarbazona e triifenilfosfina (PPh3), uma vez que, o complexo obtido possui um
carater predominantemente organico, devido a combinacdo de ligantes volumosos e
pouco carregados resultando em uma espécie molecular neutra e tipicamente apolar.
Tal natureza confere boa solubilidade em cloroformio, um solvente de polaridade
intermediaria capaz de solvatar os sistemas aromaticos presentes, enquanto o
pentano, como anti-solvente apolar, induz a cristalizacao seletiva do complexo sem
promover sua decomposicdo. Essa abordagem € consistente com protocolos
reportados na literatura para complexos similares de Pd(ll) com tiossemicarbazonas
(Pereira et al., 2024; Velasques, 2022)

Nesse sistema, o complexo ASP foi inicialmente solubilizado em CHCI;, e em
seguida o pentano foi adicionado lentamente, promovendo a precipitacdo seletiva do
produto desejado, essa técnica permite a remocao de impurezas polares (ex.: sais
inorganicos, excesso de K,CO3;, tracos de agua) que permanecem insolGveis ou séo
retidas na fase liquida, bem como a eliminacdo de subprodutos apolares, como
triifenilfosfina ndo coordenada, que, apesar de soliuvel em CHCI;, pode ser
parcialmente removida pela ajuste fino da polaridade do meio.

Apés a sintese e recristalizacdo inicial, foi percebido a partir das andlises
bidimensionais em RMN, a presenca residual de N-(2-hidroetil)piperidina (amina
alquilica funcionalizada) no sélido, provavelmente oriunda de rea¢Ges incompletas ou
secundarias na etapa de alquilacdo da vanilina, a principal hipétese é a reacéo
secundaria de hidrélise da N-(2-cloroetil)piperidina com agua residual presente no

sistema, conforme demonstrado no esquema 14:
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Esquema 11. Mecanismo de reacao proposto para hidrélise da N-(2-

cloroetil)piperidina, formando a N-(2-hidroxietil)piperidina

+
cl Oty
N + H0 N >
<+ Cl

l

Fonte. Elaborado pela autora, 2025

Para remové-la, optou-se por um procedimento de extracdo acida sequencial,
utilizando quatro lavagens com solucdo aquosa de HCI 0,05 mol L™ em sistema
bifasico CHCIls/agua. Esse método baseia-se no diferencial de basicidade e
protonacéo entre o complexo metélico neutro e a amina terciéria livre, a amina terciaria
alifatica (ex.: N-etilpiperidina ou N-(2-hidroetil)piperidina) € uma base relativamente
forte (pKa do ion conjugado = 9-10). Em meio acido (pH < 3, como em HCI 0,05 mol

L™, pH = 1,3), essa amina é protonada, formando um ion amdnio soluvel em agua:

RsN +H" ——> RsNH" 1)

O cation R;NH* é altamente polar e, portanto, preferencialmente solubilizado na
fase aquosa, em contraste, o complexo de Pd(Il) (ASP) € uma molécula neutra e
predominantemente apolar, com ligantes quelantes (tiossemicarbazona) e fosfina que
estabilizam a carga metalica e ndo possuem grupos facilmente protonaveis em pH
moderado. O nitrogénio iminico (C=N) e o enxofre tiolato da tiossemicarbazona estao
coordenados ao Pd(ll), tornando-os menos basicos e ndo suscetiveis a protonacao
nas condicdes levemente acidas empregadas. Assim, 0 complexo permanece na fase
organica (CHCI5).

O uso de quatro lavagens sucessivas com pequenos volumes de HCI diluido é uma
estratégia eficiente para maximizar a extragdo da impureza sem risco de

decomposicdo do complexo, que poderia ocorrer em condicfes muito acidas. Além
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disso, o0 uso de 4gua gelada minimiza a solubilidade residual do complexo na fase
aquosa, preservando o rendimento.

Esse tipo de purificagdo por extracdo acida seletiva é particularmente eficaz para
separar bases organicas de compostos neutros nao ionicos (Silverstein et al.,
Spectrometric Identification of Organic Compounds; Vogel's Textbook of Practical
Organic Chemistry).

A eficacia desse procedimento pode ser confirmada posteriormente por
espectroscopia de RMN de *H (Figura 6), onde a auséncia de sinais caracteristicos da
amina livre indica sucesso na purificacdo e, pelo RMN 3P {*H} para confirmacdo da

estabilidade da PPhs coordenada, mesmo em contato com meio acido.

Figura 7. Espectros comparativos no RMN *H do complexo ASP em suas etapas de

purificacdo
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Fonte. Elaborado pela autora, 2025

5.6.Andlise De Infravermelho (FTIR)
A espectroscopia FTIR é uma técnica poderosa para caracterizar compostos

organicos e inorganicos, fornecendo informacBes detalhadas sobre os grupos
funcionais presentes em uma molécula. No presente estudo, utilizamos o FTIR para
analisar o ligante VP-TSC e o complexo de paladio(ll) formado (ASP), visando

confirmar a formagao do complexo e avaliar potenciais impurezas.
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Os dados espectroscopicos apresentados no espectro de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), presentes no gréafico 1 e na tabela 2, representados
abaixo, fornecem informacgdes sobre as caracteristicas vibracionais e a composicao

quimica do ligante sintetizado (VP-TSC)
Figura 8. FTIR do ligante VP-TSC
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025.
Tabela 2 — Atribuicdes do FTIR do ligante VP-TSC
Numero de onda Intensidade Atribuicao Vibracional
(cm™)
3590 Média v(O-H)
3318 Média v(N-H)
3174 Média v(N-H)
2939 Média v(C-H)
1671 Média v(C=N)
1600 Média v(C=C)
1546 Média v(C=C) + 5(N-H)
1514 Forte v(C=C)
1461 Média d(C-H) + v(C=C)
1307 Média v(C-N) / 3(N-H)
1263 Forte v(C-0) (metdxi)
1236 Forte v(C-N)
1131 Forte v(C-S)
1028 Média V(C-N) + v(C-S)
943 Média y(C—H) fora do plano
848 Fraca v(C=S)
813 Fraca y(C-H)
757 Fraca y(C—H) fora do plano
610 Fraca T(esqueleto)

Fonte: Elaborada pela autora, 2025.
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Na regido de alta frequéncia, observa-se uma banda em 3318 cm™, atribuida ao
estiramento v(N-H) do grupo —NH- da hidrazina (semicarbazona). Esse sinal é tipico
de tiossemicarbazonas e indica a presenca da funcionalidade —NH-N=C- na
molécula. Uma banda secundaria em 3174 cm™ é uma segunda vibracdo N—H
deslocada para menor frequéncia devido a formacédo de ligagbes de hidrogénio
intramolecular ou intermolecular. Além disso, a banda em 3590 cm™, de intensidade
média, provavelmente corresponde a tracos de solvente adsorvido.

A banda em 2939 cm™ corresponde aos estiramentos v(C-H) alifaticos,
compativeis com a presenca do grupo N-etil (-CH,CHs) na estrutura. Esse sinal
reforca a alquilacéo no nitrogénio da hidrazina, conforme planejado na sintese.

Na regido de 1600-1700 cm™, destaca-se uma banda em 1671 cm™, corresponde
ao alongamento v(C=N) da ligagao iminica (azometina, -N=C-), formada durante a
condensacao entre o grupo aldeido da vanilina e a hidrazina. A auséncia de banda na
regiao de 1700-1750 cm™ confirma a converséo do grupo carbonila (C=0) da vanilina
em C=N, caracteristico de TSCs. Assim, a banda em 1671 cm™ ¢é tipica da ligacao
C=N conjugada, frequentemente deslocada para valores mais baixos quando
envolvida em ressonéncia com anéis aromaticos.

Na regido de 1500-1600 cm™, destaca-se uma banda forte em 1514 cm™, atribuida
a deformacao 6(N—-H) combinada com v(C=C) do anel aroméatico da vanilina. Abanda em
1546 cm™, de intensidade média, também contribui para esse modo vibracional,
indicando a presenca do sistema aromatico conjugado.

Uma banda fraca em 848 cm™ ¢é atribuida a vibragdo de v(C=S) do grupo
tiocarbonila, caracteristica de tiossemicarbazonas. Essa banda é consistente com a
presenca do grupo funcional —C(=S)-N- na estrutura do ligante e complementa a
evidéncia fornecida pela auséncia da banda de carbonila (C=0) da vanilina original,
indicando a formacéo da tiossemicarbazona

Abaixo, se encontra os dados espectroscéopicos do complexo sintetizado ASP,
na sua forma cristalizada, os quais estdo apresentados no espectro de infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), presentes no grafico 2 e na tabela 3,

representados abaixo.
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A andlise cuidadosa das bandas observadas permite inferir a presenca de

grupos funcionais especificos, além de elucidar interacbes moleculares e possiveis

alteracdes estruturais decorrentes de processos quimicos ou fisico-quimicos.

Transmitancia (%)

Figura 9. FTIR do composto ASP cristalizado
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025.
Tabela 3. Atribuic6es do FTIR do composto ASP

NuUmero de onda Intensidade Atribuicéo Vibracional
(cm™)
3371 Média v(O-H)
2935 Forte v(C-H) aliftico
2865 Fraca v(C-H) alifatico
2652 Média v(C-H) alifatico
2550 Média v(C-H) alifatico
1600 Média v(C=N) + v(C=C)
1510 Forte v(C=C) aromatico
1467 Média O(C-H) + v(C=C)
1310 Média v(C-N)
1269 Forte v(C-0) (metdxi)
1134 Média V(P-C) (PPhs)
809 Média v(C=S)
749 Forte O(C-H) fora do plano
661 Fraca T(esqueleto)

Fonte: Elaborada pela autora, 2025.
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O espectro na regido de alta frequéncia (3600—3200 cm™) apresenta uma banda
média em 3371 cm™, que pode ser atribuida a v(O—H) de solvente residual, ja que a
banda de v(N-H) presente no ligante (3318 cm™) desaparece apds a complexacao,
sugerindo que o grupo —NH- foi desprotonado durante a coordenacédo ao Pd(ll),
resultando em um ligante anionico bidentado (N,S") .

Na regido de 3000-2800 cm™, observam-se bandas de v(C—-H) alifatico em 2935
cm™ e 2865 cm™, consistentes com os grupos —CH,— e —CHj; presentes na porcao
etilpiperidinica do ligante. Adicionalmente, bandas acima de 3000 cm™ s&o atribuidas
a v(C-H) aromético, oriundas tanto do anel da vanilina quanto dos anéis fenila da
PPh,.

A banda em 1600 cm™ é atribuida a sobreposicédo de v(C=N) da ligacdo iminica e
v(C=C) de anéis aromaticos (vanilina e fenil da PPhs), a presenca dessa banda é
coerente com a estrutura do composto.

Na regido de 1500-1300 cm™, observam-se bandas de 8(N-H), v(C—-O) do grupo
metoxi da vanilina (1269 cm™) e v(P-C) da PPh; (1134 cm™), compativeis com a
estrutura propostas

Nas bandas abaixo de 1000 cm™, destaca-se uma banda em 809 cm™, atribuida a
vibragédo v(C-S) do grupo tiolato (—S™). Comparada a banda do ligante em 848 cm™
(v(C=8)), essa reducao na frequéncia € consistente com a desprotonacéo do grupo —
NH-C=S e a subsequente formacao de um ligante anionico bidentado (N,S7), no qual
o enxofre coordena ao Pd(ll) na forma de tiolato. Esse deslocamento para menor
frequéncia reflete a diminuicdo na ordem da ligacdo C—S devido a doacéo do par de
elétrons do enxofre ao metal. Adicionalmente, o pico intenso em 749 cm™ corresponde
a deformacdo fora do plano y(C-H) de anéis aromaticos monossubstituidos,
caracteristica dos grupos fenila da PPh;. A banda em 661 cm™ pode ser atribuida a
vibracbes de esqueleto da molécula. Vibracbes metal-ligante (Pd—N ou Pd-S)
geralmente ocorrem abaixo de 500 cm™, regido ndo acessivel no espectrdmetro
utilizado, ndo sendo possivel confirmar diretamente a presenca de ligacdes Pd—L por
FTIR. Ainda assim, o deslocamento de v(C=S) — v(C-S") fornece evidéncia indireta
robusta da coordenacéo do enxofre.

Em seguida, foi realizado uma analise comparativa dos espectros de infravermelho
do ligante VP-TSC (em vermelho) e do complexo ASP (em preto). A comparacgéo

permitiu identificar alteracdes estruturais decorrentes da complexagdo com paladio.
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Os resultados corroboram com a formacéo do complexo [PdCI(PPh3)(VP-TSC)]CI. Na
Figura 8, temos o espectro do complexo ASP sobreposto ao do ligante VP-TSC,

enquanto na Tabela 4 tem as principais bandas comparativas observadas:

Figura 10. Espectros de FTIR do complexo ASP (em preto) e do ligante VP- TSC
(em vermelho) sobrepostos
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Tabela 4. Comparacdes do FTIR do complexo ASP com o ligante VP-TSC
Atribuicao Vibracional  Banda VP-TSC Banda ASP Interpretacéo
(cm™) (cmt)
v(N-)(tiossemicarbazona) 1546 e 3318 — Desprotonacéo NH

Grupo etil ndo
v(C-H) alifatico 2939 2935 coordena.

Coordenacéo do N
v(C=N)(imina, azometina) 1671 1600 ao Pd(ll)

Grupo metoxi ndo
v(C-0O)(metoxi, vanilina) 1263 1269 coordena
v(P-C)(PPh3) — 1134 Presenca da PPh;

Formacé&o tiolato
v(C=8)/v(C-S") 848 809 (S-)

Fonte: Elaborada pela autora, 2025.
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A banda de v(C=N) desloca-se de 1671 cm™ no ligante para 1600 cm™ no
complexo, indicando coordenacdo do &tomo de nitrogénio iminico ao Pd(ll), com
consequente reducao na ordem da ligacdo C=N devido a delocaliza¢do eletrénica. Em
1546 cm™ e 3318 cm!, observa-se no ligante uma banda atribuida a 3(N-H) e v(N-H),
tais bandas desaparecem no espectro do complexo, reforcando a desprotonagéao do
grupo hidrazonico.

O complexo apresenta uma banda em 1134 cm™, ausente no espectro do ligante,
atribuida a v(P—C) da PPhs;. Essa banda confirma a incorporagéo da trifenilfosfina
como ligante neutro na esfera de coordenagao.

Além disso, o deslocamento da banda de v(C=S) de 848 cm™ (ligante) para 809
cm™ (complexo) corrobora a formacao do grupo tiolato (—-S°), reforcando a natureza
bidentada do ligante e sua coordenacao efetiva ao centro metalico

5.7.Condutividade Molar (AM)

A condutividade molar do complexo ASP foi determinada em etanol a 25 °C e
concentracao de 1 mmol L™1. O valor obtido foi A, =17,5 uS-cm?2-mol™. Esse resultado
€ altamente informativo quanto a natureza iénica do complexo em solucéo e permite
inferir sua estequiometria e comportamento eletrolitico.

Em solventes de constante dielétrica intermediaria, como o etanol (¢ = 24,3), os
valores de condutividade molar sdo sensiveis a presenca de espécies ibnicas
dissociadas. De acordo com a literatura (Geary, Coord. Chem. Rev., 1971), os
intervalos de condutividade molar esperados para solu¢des de 1072 mol L™t em etanol
a 25 °C séo:

o Compostos néo eletrdlitos (neutros): 35—45 uS-cm2-mol™

o Eletrdlitos 1:1 (ex.: [M]*CI): 70—90 puS-cm2-mol—

o Eletrélitos 2:1: >120 pS-cm2-mol™—

O valor experimental de 17,5 uS-cm2-mol™! encontra-se abaixo da faixa tipica de
compostos ndo eletrdlitos, o que pode indicar limitacbes na dissociagdo em meio
pouco polar. Contudo, ele esta claramente distante da faixa caracteristica de eletrolitos
1:1, descartando a presenca de um contra-ion livre em solucéo.

Essa observacdo é consistente com os dados de espectroscopia de FTIR, que
evidenciam a desprotonacdo do grupo —NH-C=S do ligante VP-TSC durante a

complexacdo, como demonstrado pelo desaparecimento da banda de v(N-H) em
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3318 cm™ e pelo deslocamento da banda de v(C=S) de 813 cm™ (ligante) para 750
cm™ (complexo), caracteristico da formacéo de um grupo tiolato (-S").

Nesse contexto, a estrutura mais plausivel para o complexo € [PdCI(PPh;)(VP-
TSC)], em que o ligante coordena como anion bidentado (N,S"), o cloreto permanece
coordenado ao metal e ndo ha contra-ion dissociavel, resultando em uma espécie
neutra e predominantemente ndo eletrolitica.

Portanto, apesar do valor absoluto de condutividade estar ligeiramente abaixo do
esperado para um néo eletrélito ideal, o comportamento global é compativel com um
complexo molecular neutro, sem dissociacdo i0nica significativa em etanol. Isso
reforca a coeréncia entre as analises espectroscépicas e fisico-quimicas, sustentando

a proposta estrutural do complexo ASP.

5.8.Ressonéancia Magnética Nuclear (RMN)
5.8.2. RMN H

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de H)
constitui uma das técnicas mais poderosas e amplamente utilizadas na caracterizacéao
estrutural de compostos organicos e organometalicos. Sua alta sensibilidade,
associada a capacidade de fornecer informacbes detalhadas sobre o ambiente
guimico dos prétons, conectividade molecular, pureza da amostra e modificacbes
induzidas pela coordenacdo metalica, a torna indispensavel na confirmacdo da
formacédo de ligantes e seus respectivos complexos.

No presente trabalho, os espectros de RMN de tH foram empregados para:

e Verificar a concluséo das etapas de sintese do ligante VP-TSC,;

e Confirmar a coordenacdo efetiva deste ao ion Pd(ll) por meio de
deslocamentos caracteristicos dos prétons proximos aos sitios de
ligacéo;

e Avaliar a pureza do material apds as etapas de purificacdo, assegurando
a integridade estrutural necessaria para as analises subsequentes.

A caracterizacdo dos sinais nos espectros seguiu as numeracdes apresentadas no

Esquema 12, abaixo:
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Esquema 12. Numeracdo adotada para a caracterizacdo da estrutura do complexo e do

ligante, respectivamente.

23

Fonte. Elaborado pela autora, 2025

Com isso, temos na Figura 9 o RMN *H do ligante VP-TSC e, em seguida suas
respectivas atribuicdes (Tabela 5), para discussdo e comparacao deste dado com o
complexo final obtido.

O espectro de RMN 1H do ligante VP-TSC, realizado em DMSO-d¢, apresentou
sinais consistentes com a estrutura proposta. Um singlete em 6 9,83 ppm foi atribuido
ao proton do grupo —NH-C(=S)- (H9), caracteristico de tiossemicarbazonas. Os
prétons aromaticos do anel da vanilina apareceram na regido de & 7,20-7,53 ppm
como um sistema ABX (3H), compativel com um anel trissubstituido. O grupo metoxi
foi observado como um singlete em & 3,83 ppm (3H, H16), enquanto o sinal em & 4,17
ppm (t, 2H, H17) confirma a presenca do grupo —O—CH,— resultante da alquilacédo do
fenol.

A regido alifatica (6 1,37-3,31 ppm) exibe uma série de mdultiplos sinais
sobrepostos, somando aproximadamente 19H, atribuidos aos grupos —CH,— e —CHj5
da cadeia N-etilpiperidinica. A sobreposicdo é esperada devido a similaridade dos
ambientes quimicos dos metilenos na piperidina e no grupo etil, além da flexibilidade

conformacional da cadeia alifatica, que limita a resolucéo espectral unidimensional.



Figura 11. RMN *H do ligante sintetizado VP-TSC
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Fonte. Elaborado pela autora, 2025
Tabela 5. Atribuicdes do RMN H do ligante VP-TSC

Deslocamento

Quimico Multiplicidade  Atribuicédo Grupo N°de H
(ppm)
9.83 s H9 —NH-C(=S)- (TSC) 1H
7.53 dd H1 Aromatico (orto —-CH=N-) 1H
7.39 d H2 H aromatico (meta) 1H
7.20 d H5 H aromatico (para) 1H
4.17 t H17 —O—CH,— 2H
3.83 S H16 —OCHj5; (vanilina) 3H
3.31 m H19 N—-CH,— (piperidina, a N) 2H
2.68 t H10 —C(=S)-CH,— 2H
2.62 m H20, H25 CH,, (piperidina, B/y) 4H
2.43 m H21, H24 CH,, (piperidina, y/d) 4H
1.49 p H22, H23 CHj; (piperidina, o/¢) + 5H
—N-CH>— (etil)
1.37 m H(etil) —CHj3 do N-CH,—CH3; 3H

Fonte. Elaborado pela autora, 2025
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A auséncia de sinal para o proton do fenol (<OH, ~9—-12 ppm) corrobora 0 sucesso
da etapa de funcionalizacdo da vanilina. E, cabe destacar que o préton iminico (—
CH=N-), esperado na regido de & 8,0-9,0 ppm, nao foi observado no espectro do
ligante. Esse fenbmeno € frequentemente relatado na literatura para
tiossemicarbazonas. Kowol et al. (2012) observaram comportamento semelhante em
ligantes analogos, atribuindo a ndo deteccéo do sinal a troca quimica rapida entre os
prétons acidos do sistema —CH=N-NH-C(=S)- e o solvente, acentuada pela
polaridade do DMSO.

Adicionalmente, o equilibrio tautomérico tiol-tiona pode contribuir para o
alargamento ou desaparecimento do sinal em temperatura ambiente (Kalinowski et al.,
2009). Apesar da auséncia desse sinal, a formagcdo bem-sucedida da
tiossemicarbazona € corroborada pelo desaparecimento da banda de aldeido
(confirmado por FTIR), pela presenca do préton —_NH-C(=S)— em 9,83 ppm e pela
coeréncia de todos os demais sinais com a estrutura proposta.

Ja o espectro de RMN 'H do complexo ASP (Figura 8), realizado nas mesmas
condicles, revela alteracfes espectroscopicas indicativas da coordenacao do ligante
ao centro metéalico. Notavelmente, o sinal em & 9,83 ppm (Tabela 5) desaparece
completamente, indicando a desprotonacao do grupo —NH-C(=S)- durante a reacao.
Essa desprotonacao € essencial para a formacdo de um ligante anionico bidentado
(N,S7), onde o nitrogénio iminico (-CH=N-) e o enxofre tiolato (-S~) atuam como
doadores ao ion Pd(ll).

Além disso, observa-se a auséncia do sinal caracteristico do proton tioureidico, que
normalmente aparece entre & 10-12 ppm em tiossemicarbazonas livres, o que
contribui com a hipétese do grupo —NH- ter sido desprotonado durante a reacao de

complexacao



Figura 12. RMN *H do complexo sintetizado ASP
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Fonte. Elaborado pela autora, 2025

Tabela 6. Atribuicdes do RMN *H do complexo ASP
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Deslocamento

Quimico Multiplicidade Atribuicéo Grupo N°H
(ppm)

8,27 S H7 —CH=N- (iminico) 1H
7,66-7,46 m H6, H5, H2 Anel vanilina 3H
7,45-7,10 m H fenilicos 3 anéis fenilicos (PPhs) 15H

4,17 t H17 —O-CH,—- 2H

3,61 S H16 —OCHj3; 3H

2,68 t H10 —C(=S)—-CH,— 2H

2,42 m H21, H25 —N-CH,— (piperidina, a-N) 4H

1,48 m H22, H23, H24 —CH,— (anel pipe., B/y-N) 6H

1,37 t H13 —CH,— (etil) 2H

0,92 t H14 —CHj (etil) 3H

Fonte. Elaborado pela autora, 2025
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Comparando os espectros de RMN *H do ligante VP-TSC e do complexo ASP,
percebe-se alteracdes consistentes com a coordenacgédo do ligante ao ion Pd(ll), bem
como a integridade estrutural da molécula apdés a complexacdo. Essas mudancas
refletem modificacdes no ambiente eletrbnico dos prétons préximos aos sitios de
ligacdo, além da desprotonacdo e reorganizacdo estérica imposta pelo metal,
conforme demonstrado Tabela 6.

Tabela 6. Principais comparacdes das atribuices do RMN H para o ligante (VP-TSC) e 0
complexo (ASP) sintetizados

Grupo/Préton VP-TSC ASP Mudanca Observada
(ppm) (Ppm)
Proton iminico - 8,27 Aparecimento
Proton tiureitidico 9,83 Ausente Desaparecimento
Leve downfield (~0,1-0,3
Prétons aromaticos 7,56-7,18 7,66—7,46 ppm)
Grupo metoxi 3,83 3,61 Leve upfield
7,45-7,10 Aparecimento de novos

Sinais de PPh; Ausente (envelope, 15H) sinais aromaticos

Fonte. Elaborado pela autora, 2025

Embora o proton iminico (—CH=N-) ndo seja observado no espectro do ligante VP-
TSC (devido a troca quimica rapida e equilibrio tautomérico), ele aparece claramente
no complexo ASP em 6 8,27 ppm, como um singlete. Isso indica que a coordenacao
ao Pd(ll) estabiliza a forma iminica do ligante, tornando o préton detectavel. A posi¢cao
em campo mais alto (8,27 ppm) em relac&o a iminas tipicas (~8,5-9,0 ppm) é coerente
com a ressonancia conjugada com o anel aromatico e a doacdo de densidade
eletrbnica do anel para o sistema C=N-Pd.

Além disso, os prétons aromaticos do anel de vanilina exibem um leve
deslocamento downfield (de & 7,56—-7,18 para 7,66—7,46 ppm), refletindo a modulacao
eletrbnica indireta causada pela coordenacdo do grupo —CH=N-N-C(S)- ao metal. O
grupo metoxi, por sua vez, vai de 6 3,83 — 3,61 ppm, 0 que era esperado, ja que esta
distante do sitio de ligacdo, reforcando a integridade estrutural da fracdo aromatica
apo6s a complexacdo. Por fim, o aparecimento de um envelope de sinais entre 6 7,45—
7,10 ppm, correspondente aos 15 prétons aromaticos da triifenilfosfina (PPh3),
corrobora a estequiometria proposta para o complexo.

Em conjunto, essas mudancgas espectroscopicas dao indicios robustos da formacéo
do complexo ASP, além de demonstrarem que a estratégia de sintese e purificacédo

foi eficaz.
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5.8.3. RMN 3p

O espectro de RMN de 31P{tH} do complexo ASP, foi registrado em DMSO-d¢ a
temperatura ambiente, apresentando um anico sinal bem definido, observado em &
27,78 ppm. Esse resultado é altamente indicativo de formag&o de uma Unica espécie
majoritaria, com geometria quadrado-plana tipica de complexos de Pd(ll) d&.

Esse deslocamento quimico encontra-se dentro da faixa tipica reportada na
literatura para complexos do tipo [Pd(N"S)(PPh3)CI] entre & 25-33 ppm (Velasques,
2022), e esta significativamente deslocado em relagdo ao PPh; livre (& = =5 ppm),

indicando a coordenacdo da fosfina ao centro metélico.

Figura 13. Espectro de RMN *'P{*H} para o complexo ASP
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025.

A auséncia de picos adicionais no espectro descarta a presenca de espécies
secundarias, como PPh; ndo coordenada, complexos com estequiometria
[PA(PPh3),Cl;] (& ~20-25 ppm) ou produtos de oxidacdo, reforcando a

homogeneidade do complexo isolado.
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5.8.4. RMN 13C
A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de carbono-13 (RMN de 13C)

constitui uma ferramenta indispensavel na caracterizacdo estrutural de complexos
organometalicos, pois fornece informacdes sobre o ambiente eletrénico dos dtomos
de carbono, especialmente em regides onde os sinais de *H podem estar sobrepostos

ou ambiguos.
No caso do complexo de paladio(ll) sintetizado (ASP), o espectro de 3C em DMSO-

de (Figura 12) revelou um conjunto de sinais que dao indicios da integridade estrutural

do ligante VP-TSC apés a complexacao, além de fornecer evidéncias da coordenacéo

bidentada N,S™ ao centro metalico.

Figura 14. Espectro de RMN *3C para o complexo ASP
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O sinal mais diagnostico no espectro de 3C do complexo ASP é o do carbono
iminico (-CH=N-), observado em & 150,26 ppm (Tabela 7). Esse valor esta deslocado
para downfield em relacdo ao encontrado em tiossemicarbazonas livres (geralmente
entre 6 148-150 ppm), 0 que € consistente com a doacdo do par de elétrons do
nitrogénio iminico ao Pd(Il). Essa interagdo reduz a densidade eletrénica ao redor do
carbono C=N, desshielding-o e fazendo ressonar em campos mais baixos,
constituindo uma das principais evidéncias da formacao da ligagdo Pd—N.

Tabela 8. AtribuicGes do RMN 3'C do complexo ASP

Deslocamento #C
Quimico Atribuicéo Grupo/posicéao atribuidos
(ppm)
150,26 C7 —CH=N—(iminico) 1
149,22 c4 Anel aromatico (C-4 da vanilina) 1
148,26 C3 Anel aromatico (C-3 da vanilina) 2
134,10 C-P (PPhs)  Carbono ligado ao P (por anel) 1
C-Orto (PPh3) Anéis fenilicos (PPhs) + anel
131,30 + C2/C6 vanilina 1
130,06 C5 Anel aromatico (C-5 da vanilina) 3
129,71 C-Orto (PPh3) Anéis fenilicos (PPhs) 1
128,51 C-Para (PPh3) Anéis fenilicos (PPhs) 3
C-Meta
126,92 (PPh5) Anéis fenilicos (PPhs) 3
125, 57 C-Para (PPh3) Anel fenilico (para ao P) 1
114,77 C1 Anel aromatico (C-1 da vanilina) 1
Anel aromatico (C-6 ou C-2 da
113,00 C6/C2 vanilina) 1
63,00 C17 —O-CH,— 1
55,48 C16 —OCH3; 2
54,73 C18/C19 —N-CH —(piperidina/etil) 1
52,38 C12 —NH-CH,— 6
40,04 C20-C25 —CH,—(piperidina) 6
39,85-39,08 C20-C25 —CH,—(piperidina) 1
22,44 C13 —CH,—CHj5 (etil) 1
C13
21,11 (duplicata) —CH,—CH3;(etil) 1
14,10 Cl14 —CHj(etil) 1

Fonte. Elaborado pela autora, 2025
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No espectro de RMN 13C do complexo ASP, ndo foi observado um sinal claro na
regido caracteristica da tiocarbonila (& 175-185 ppm), que seria esperado para o
carbono C=S em tiossemicarbazonas livres. Embora esse resultado possa parecer
inesperado, é importante considerar que a deteccdo do carbono tiocarbonilico em
compostos coordenados pode ser desafiadora devido a baixa intensidade do sinal,
relaxamento rapido ou efeitos de acoplamento residual. Essa auséncia pode estar
relacionada a limitacdes experimentais, como tempo de aquisi¢cao insuficiente ou
baixa concentracdo da amostra, que podem comprometer a sensibilidade do
experimento.

Nesse contexto, a espectroscopia no infravermelho (FTIR) torna-se uma ferramenta
complementar e fundamental para confirmar a presenca e a transformacao do grupo
tiocarbonila. No espectro do ligante VP-TSC, uma banda clara em 810 cm™ foi
atribuida a vibragdo de v(C=S), caracteristica de tiossemicarbazonas. Apds a
complexacao, essa banda desloca-se para 792 cm™, consistente com a formagéo do
grupo tiolato (-S7), onde a ligacdo C—S adquire carater mais simples, resultando em
uma reducéo da frequéncia vibracional. Esse deslocamento para menor frequéncia €
um indicativo direto da coordenacéo do enxofre ao Pd(ll) e corrobora a hipétese de
desprotonacédo do grupo —NH- durante a reacéo.

Assim, embora o0 RMN 3C ndo tenha permitido a visualizacédo direta do carbono
tiocarbonilico no complexo, os dados de FTIR fornecem evidéncias inequivocas da
presenca e transformacao do grupo C=S, validando a estrutura proposta e a natureza
bidentada do ligante.

A regido dos carbonos aromaticos (6 134—113 ppm) apresenta um padréo de sinais
bem definidos, compativel com uma substituicdo 1,2,4-trissubstituida no anel
benzénico da vanilina. Os sinais em & 134,10 ppm (C-3), 131,30 ppm (C-2/C-6),
130,06 ppm (C-5), 129,71 ppm (C-4), 114,77 ppm (C-1) e 113,00 ppm (C-meta) estédo
alinhados com a estrutura proposta, dando indicios que a funcionalizacdo do fenol
com o grupo N-etilpiperidina foi bem-sucedida e que o anel permaneceu intacto
durante as etapas de sintese e complexacao.

A presenca da triifenilfosfina (PPh3) € confirmada por um conjunto de sinais entre &
134-128 ppm, correspondentes aos 15 carbonos aromaticos dos trés anéis fenilicos.
Especificamente, o sinal em 6 134,10 ppm também pode ser atribuido ao carbono

ligado diretamente ao fosforo (C-P), isso pode ocorrer por conta da sobreposi¢éo dos
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carbonos quaternarios C-3 do anel aromético da vanilina (ligado ao grupo metoxi) e
C-IPSO da triifenilfosfina (ligado ao fosforo), a sobreposicéo é esperada e comum em
complexos contendo mdltiplos sistemas aromaticos, os sinais em & 131,30 ppm,
130,06 ppm, 129,71 ppm e 128,51 ppm correspondem aos carbonos orto, meta e para
dos anéis. A auséncia de sinais adicionais nesta regido indica que toda PPh; esta
coordenada ao metal, sem sua presenca como uma impureza livre, um resultado
consistente com o espectro de RMN de 3'P{tH}, que mostrou um unico sinal em &
27,78 ppm.

Os sinais na regiao 6 63,94-14,10 ppm confirmam a presenca de todos 0s grupos
alifaticos da estrutura, em & 55,48 ppm carbono do grupo metéxi (—OCHs),
confirmando a integridade da fracédo vanilina, em 6 63,94-52,38 ppm os carbonos do
grupo —O-CH,— e —-N-CH,—, referentes a cadeia que liga a vanilina a N-etilpiperidina,
0 40,04 ppm carbono do grupo etil (-CH,—CHs) e, & 14,10 ppm carbono do grupo
metila (—CHs3). A manutencdo desses sinais, sem alargamento ou deslocamento
and6malo, indica que a estrutura organica do ligante VP-TSC permaneceu intacta apés
a coordenacéo ao Pd(Il), sem degradacéo ou substituicao parcial.

Os sinais em 6 22,44 ppm e 21,11 ppm foram atribuidos ao mesmo carbono C13 (-
CH,—do grupo etil), sendo o segundo sinal uma duplicata ou componente do primeiro,
decorrente de efeitos de resolucédo ou acoplamento residual. O sinal em 6 14,10 ppm
foi atribuido ao carbono C14 (—CH; do grupo etil), indica integridade da cadeia alifatica
da N-etilpiperidina. O sinal em & 1,16 ppm, embora presente no espectro,
provavelmente corresponde a um ruido, ja que seu valor esta fora da faixa esperada

para carbonos alifaticos.

5.8.5. Analise Bidimensional COSY

O experimento bidimensional de correlacdo espectroscoépica (*H-H COSY) é uma
ferramenta poderosa para elucidar a conectividade atdbmica em moléculas organicas
e organometdlicas, pois, permite identificar protons que estdo acoplados entre si por
interacdes spin-spin (geralmente através de 2 ou 3 ligacdes, 2JHH e 3JHH). No caso
do complexo ASP, o COSY foi empregado para confirmar a estrutura dos fragmentos
alifaticos do ligante VP-TSC, particularmente os grupos N-etilpiperidina, -O—CH,— e —
CH,—CHj3;, cujos sinais podem estar sobrepostos ou mal resolvidos no espectro

unidimensional de 1H.
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O espectro COSY do complexo ASP, foi realizado em DMSO-dg a 600 MHz,
apresentando uma série de picos cruzados (cross-peaks) fora da diagonal, indicando
correlac®es entre prétons acoplados (Figura 13).

Podemos observar a correlacdo entre & 1,39 ppm e 6 1,23 ppm, o qual é bem
caracteristica do grupo etil (-CH,—CH?3), onde o préton do metileno (H13, & 1,39 ppm)
acopla-se ao préton da metila (H14, & 1,23 ppm) por meio de um acoplamento vicinal
tipico (®(JHH = 7 Hz). A presenca dessa correlacdo fornece indicios da integridade do
grupo etil na estrutura da N-etilpiperidina. Além deste, a relacéo entre & 2,50 ppme 0
2,07 ppm, corresponde aos prétons a e B ao nitrogénio no anel da piperidina (H21/H25 e
H22/H24, respectivamente). A observacdo dessa correlagdo é consistente com a
estrutura ciclica da piperidina, onde os prétons vizinhos apresentam acoplamento
spin-spin classico.

Figura 15. Espectro Cosy 'H-'H obtido para o complexo ASP
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025.

Além disso, foram observadas varias correlacdes na regido 6 3,80-3,02 ppm, entre
elas:

e 03,80 ppm < 0 3,56 ppm
e 03,56 ppm < & 3,02 ppm

e 03,02 ppm < & 2,50 ppm
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Essas correlagfes sugerem uma cadeia continua de prétons acoplados, compativel

com a conexao entre o grupo —O—CH,— (H17, & 3,80 ppm), 0 -NH-CH,— (H12, 6 3,56
ppm) e os prétons da piperidina (H21/H25, & 2,50 ppm). Embora alguns desses
acoplamentos sejam de longa distédncia (*JHH) e, portanto, mais fracos, sua
observacéo reforca a conectividade global do ligante VP-TSC.

Por fim, houve a auséncia de correla¢des envolvendo o préton iminico (H7, & 8,24
ppm), uma vez que ele estd isolado entre o carbono aromético e o nitrogénio da
tiossemicarbazona, sem prétons acoplaveis.

A anadlise do COSY permitiu confirmar a integridade dos fragmentos alifaticos do
ligante VP-TSC, como o grupo etil (correlacdo H13—-H14), o anel piperidina (correlagéo
H21/H25-H22/H24) e a conexdo entre vanilina e piperidina (sugerida pelas
correlacbes em cadeia na regido 6 3,80-2,50 ppm). Esses dados corroboram as
atribuicdes feitas no espectro unidimensional de *H e reforcam a proposta estrutural
do complexo ASP.

A Tabela 9 resume as correlacdes observadas no espectro COSY do complexo
ASP, no qual, F1 e proton 1 é a regido horizontal, enquanto F2 e proton 2 a regiao
vertical, sugerindo-se a conectividade dos fragmentos alifaticos do ligante VP-TSC.

Sendo importante destacar que, devido a complexidade da molécula e a presenca
de mdltiplos grupos alifaticos com ambientes quimicos semelhantes, alguns sinais
podem estar sobrepostos ou apresentar acoplamentos fracos, o que dificultou a
identificacéo clara de todas as correlacdes.

Tabela 9. Atribuicdes do COSY !H-'H obtido para o complexo ASP

F1 (ppm) F2(ppm) Protonl Proton 2 Atribuicao Estrutural
1,39 1,23 H13 H14 —CH,—CH; (grupo etil)
1,23 1,09  H14 H13 —CH3—CH,— (grupo etil)
2,50 2,07 H21/H25 H22/H24  —N-CH,—CH,— (anel piperidina)
2,07 1,84 H22/H24 H21/H25 —CH,—CH,— (anel piperidina)
1,84 1,70 H22/H24 H21/H25 —CH,—CH,— (anel piperidina)
1,70 1,67 H22/H24 H21/H25 —CH,—CH,— (anel piperidina)
1,67 1,39 H21/H25 H13 —N-CH,—CH,—CHj5
3,80 3,56 H17 H16 —O-CH,—/ -OCH;
3,56 3,02 H16 H17 —OCHj; / -O-CH,—
3,02 2,50 H17 H21/H25  —-O-CH,—/—-N—-CH,—
3,37 3,29 H21/H25 H22/H24  —N-CH,—CH,— (anel piperidina)
3,29 3,02 H22/H24 H17 —CH,—CH,-O-

Fonte. Elaborado pela autora, 2025
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5.8.6. Andlise Bidimensional HSQC

O experimento bidimensional HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) é
uma ferramenta essencial na caracterizacdo de complexos, pois permite identificar
correlagBes diretas entre protons e seus carbonos diretamente ligados (*JCH). No
caso do complexo ASP, o HSQC foi empregado para confirmar as atribuicdes
unidimensionais e validar a integridade estrutural do ligante VP-TSC, especialmente
nos fragmentos aromaticos e alifaticos, onde sinais podem estar sobrepostos ou mal
resolvidos no espectro 1D.

Com base no espectro obtido (Figura 14), foi feito as correla¢cdes mais significativas,
entre elas, foi observada entre o préton iminico (H7, & 8,30 ppm) e seu carbono
correspondente (C7, & 150,26 ppm), cuja posicdo deslocada para downfield em
relacéo a tiossemicarbazonas livres corrobora a coordenacdo do nitrogénio iminico ao
Pd(ll), resultando na formacdo de uma ligacdo estavel que reduz a densidade
eletronica ao redor do carbono C=N.

Além disso, os sinais referentes ao anel aromatico da vanilina foram identificados:
0s prétons H6/H2 (& 7,65 ppm), H5 (& 7,57 ppm) e H1 (& 7,16 ppm) correlacionaram- se,
respectivamente, com os carbonos C3 (6 134,09 ppm), C5 (6 131,06 ppm) e C1 (6 114,75
ppm), confirmando o padréo de substituicdo 1,2,4-trissubstituida e a preservacao da
estrutura aromatica ao longo das etapas de sintese. O grupo metoxi, caracteristico da
vanilina, também foi confirmado pela correlagéo entre H16 (6 3,80 ppm) e C16 (& 55,30
ppm), enquanto o fragmento alquiléter que conecta o anel aromatico a cadeia
funcionalizante foi validado pela correlacdo entre H17 (6 4,46 ppm) e C17 (8 63,35 ppm),
atribuida ao grupo —O—CH,—.

Paralelamente, o trecho da tiossemicarbazona foi identificado pela correlacédo entre
H12 (& 3,55 ppm) e C12 (6 54,66 ppm), referente ao grupo —NH-CH,—. A auséncia de
sinais adicionais nessa regido, aliada a auséncia do proton tiol (-NH-) no espectro de
1H, reforca a hipotese de que o grupo —NH- foi desprotonado durante a complexacao,
permitindo a coordenacéo do enxofre na forma de tiolato (—S~), em concordancia com

a estequiometria do complexo bidentado N,S™.



61

Figura 16. Espectro HSQC *H-'3C obtido para o complexo ASP
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Fonte. Elaborado pela autora, 2025

A porcao alifatica derivada da N-etilpiperidina também foi caracterizada, os prétons
a ao nitrogénio (H21/H25, & 2,50 ppm) correlacionaram-se ao carbono C21/C25 (6
52,74 ppm), enquanto os protons dos demais metilenos do anel piperidino (6 3,35—
3,02 ppm) associaram-se a seus respectivos carbonos (6 39,64-40,86 ppm), dando
indicios da integridade da cadeia ciclica. Da mesma forma, o grupo etil terminal foi
analisado pelas correlacdes entre H13 (6 1,82/1,78 ppm) e C13 (6 22,37/22,42 ppm), e
entre H14 (6 1,08 ppm) e C14 (6 13,98 ppm), correspondentes aos grupos —CH,— e —
CHs3, respectivamente.

A presenca da triifenilfosfina coordenada foi igualmente verificada pelas correlacfes
entre 0s protons aromaticos da PPh; (6 7,52 ppm) e os carbonos orto (6 128,54 ppm) e
meta (6 124,51 ppm) dos anéis fenilicos, sem indicios de espécies livres, 0 que esta
alinhado com os dados de RMN de 3tP{*H}. Por fim, a auséncia de correlacéo para o

sinal em 6 197,61 ppm (atribuivel ao carbono da tiocarbonila) é coerente com a
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natureza do sistema apés coordenacdo, uma vez que, o enxofre atua como tiolato (—

S7), o carbono C-S apresenta acoplamento *JCH muito fraco ou nulo, tornando-o

pouco visiviel no HSQC, como esperado para ligacdes C—S em sistemas metalicos.
Todas essas correlagdes estéao dispostas na tabela 10, abaixo:

Tabela 10. Atribuicées do HSQC 'H-3C obtido para o complexo ASP

'H (ppm) C (ppm) Atribuicéo Atribuic&o Estrutural
8,30 150,26 H7 & C7 —CH=N- (iminico)
7,65 134,09 H6/H2 « C3 Anel aromético da vanilina
7,57 131,06 H5 < C5 Anel aromético da vanilina
7,52 128,54 H-Orto < C-Orto Anéis fenilicos da PPh;
7,52 124,51 H-Meta «— C-Meta Anéis fenilicos da PPh;
7,16 114,75 Hl - C1 Anel aromatico da vanilina
4,46 63,35 H17 <« C17 —O-CH,—
3,80 55,30 H16 «— C16 —OCHj5
3,55 54,66 H12 < C12 —NH-CH,—
3,50 52,84 H18/C19 « C18/C19 —N-CH,— (piperidina)
3,35 39,64 H20/C25 « C20/C25 —CH,— (anel piperidina)
3,27 39,64 H20/C25 <« C20/C25 —CH,— (anel piperidina)
3,02 40,86 H20/C25 « C20/C25 —CH,— (anel piperidina)
2,50 52,74 H21/H25 « C21/C25 —N-CH,— (piperidina)
1,82 22,37 H13 < C13 —CH,— (etil)
1,78 22,42 H13 < C13 —CH,— (etil)
1,08 13,98 H14 « Cl14 —CH=N- (iminico)

Fonte. Elaborado pela autora, 2025

Em sintese, os dados do HSQC nédo apenas nos dado maior robustez de
caracterizacdo, para confirmarmos a estrutura proposta para o complexo ASP, mas
também reforcam a pureza e estabilidade da espécie isolada, sustentando as
interpretacfes espectroscopicas anteriores e fornecendo uma base soélida para as

analises complementares.

5.8.7. Andlise Bidimensional HMBC

O experimento bidimensional HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) foi
fundamental para estabelecer as conexdes entre fragmentos estruturais néo
diretamente ligados no complexo ASP, permitindo a validacdo da arquitetura
molecular do ligante VP-TSC ap0s coordenagédo ao Pd(Il). Ao detectar correlagbes de

longa distancia (2JCH e 3JCH), o HMBC fornece evidéncias de como os distintos
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subdominios da molécula (aromético, iminico, alquiléter e aminado) estao
guimicamente interligados, conforme a figura 13. A correlagdo mais significativa foi
observada entre o préton iminico (H7, & 8,30 ppm) e os carbonos aromaticos C4 (&
149,11 ppm) e C3 (o 148,99 ppm), ambas atribuidas a interacdes de trés ligacdes
(3JCH). Essas correlacdes dao os indicios que o grupo —CH=N- da tiossemicarbazona
esta diretamente conectado ao anel benzénico da vanilina, fechando o fragmento

condensado essencial a formacéo do ligante.

Figura 17. Espectro HMBC 'H-*C obtido para o complexo ASP
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Fonte. Elaborado pela autora, 2025

Além disso, o HMBC revelou correla¢des que corroboram o padréo de substituicao
1,2,4-trissubstituido do anel aromatico. Especificamente, o préton H6/H2 (& 7,64 ppm)
correlacionou-se com o carbono C3 (& 133,86 ppm) por meio de um acoplamento
geminal (3JCH), enquanto o proton H5 (& 7,57 ppm) exibiu correlacdo com o carbono

C5 (6 131,17 ppm), consistente com a posi¢do meta em relacdo ao grupo metoxi.
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Esses dados reforcam a integridade do nucleo aromatico da vanilina, mesmo apés as
modificagBes quimicas introduzidas pela funcionalizagdo com a N-etilpiperidina.

A presenca da triifenilfosfina coordenada também foi confirmada indiretamente
pelas correlagdes entre prétons aromaticos (& 7,52 ppm) e carbonos dos anéis
fenilicos (6 128,96 ppm), embora essas interacdes sejam menos informativas devido a
simetria e a sobreposicdo dos sinais tipicos da PPhs.

Um aspecto particularmente elucidativo foi a correlagdo entre o préton do grupo
metoxi (H16, 6 3,80 ppm) e os carbonos C3 (& 148,07 ppm) e C4 (6 148,19 ppm). A
primeira, via acoplamento geminal (23JCH), confirma a ligacao direta do grupo —OCH;
ao carbono C3, enquanto a segunda, por acoplamento vicinal (3JCH), reflete a
interacdo com o carbono adjacente (C4), onde esta ancorada a cadeia funcionalizante
com N-etilpiperidina. Essa dupla correlacéo reduz ambiguidades quanto a posi¢cao do
metoxi no anel reforcando a especificidade da substituicdo quimica realizada.

No dominio alifatico, o HMBC confirmou a continuidade estrutural da N-etilpiperidina:
o proton H21/H25 (6 2,50 ppm), adjacente ao nitrogénio, correlacionou-se com seu
carbono a (6 52,74 ppm, inferido com base no HSQC), enquanto o proton metileno do
grupo etil (H13, n&do diretamente observado no HMBC, mas sugerido por correlacbes
indiretas) e o proton metila (H14, & 1,08 ppm) associaram-se ao carbono C14 (6 14,10
ppm), validando a extremidade terminal da cadeia alifatica.

A Tabela 8 resume as correlacfes observadas no espectro HMBC do complexo
ASP, confirmando as conectividades de longa distancia entre fragmentos estruturais:

Tabela 8. Atribuicdes do HMBC *H-**C obtido para o complexo ASP

H BC Atribuic&o Atribuic&o Estrutural Tipo de
(ppm) (ppm) Acoplamento
830 14911 H7 - c4 —CH=N- < Anel aromético 3JCH
8,30 148,99 H7 — C3 —CH=N- < Anel aromatico 3JCH
7,64 133,86 H6/H2 — C3 Anel aromatico 2JCH
7,57 131,17 H5 - C5 Anel aromatico 2JCH
7,52 128,96 H-Orto — C-Orto Anéis fenilicos (PPhj) 3JCH
7,16 114,76 Hl —>C1 Anel aromatico 2JCH
3,80 148,07 H16 — C3 —OCHj; < Anel aromatico 2JCH
3,80 148,19 H16 —->C4 —OCH; < Anel aromatico 3JCH
3,27 39,47 H20/C25 — C20/C25  Anel piperidina 2JCH
2,50 52,74  H21/H25 — C21/C25 —N-CH,— (piperidina) 2JCH
1,08 14,10 H14 — Cl4 —CHj (etil) 2JCH

Fonte. Elaborado pela autora, 2025
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Por fim, em conjunto com os dados de HSQC e COSY, o HMBC completa o quadro
estrutural do complexo ASP, confirmando ndo apenas a presenca de todos os
fragmentos funcionais, mas também a maneira como eles se conectam para formar
uma espécie molecular coesa e estavel. Esses resultados sdo fundamentais néo
apenas para a caracterizacdo quimica, mas também para embasar interpretacdes
sobre 0 mecanismo de acao biolégica, uma vez que a geometria e a conectividade do
ligante influenciam diretamente a reatividade do centro metélico e sua interagdo com

alvos celulares.

5.9.Espectroscopia De Massas

A espectroscopia de massas foi obtida por ionizacdo por spray (Turbo Spray),
realizada com o objetivo de confirmar a formac&o do complexo [PdCI(PPh3)(VP-TSC-
Etil)]Cl, bem como investigar sua integridade e possiveis fragmentos oriundos da
dissociacao parcial do sistema. O espectro obtido (Figura 16) apresenta um pico
molecular intenso em m/z =739,1, o qual corresponde a massa monoisotdpica tedrica
(739,13 Da) calculada para o cation [PdCI(PPh;)(VP-TSC)]*, resultante da perda do

anion cloreto externo durante o processo de ionizacao.

Figura 18. Espectro de massas obtido para o complexo ASP
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Houve concordancia entre os valores experimentais e tedrico, com erro inferior a
0,1 Da,que em conjunto com as demais caracterizagcbes feitas, indicam que a
formacdo do complexo desejado foi bem sucedida. O padrao isotépico observado,
composto por picos consecutivos em m/z 738, 739 e 741, com intensidades relativas
compativeis com as abundancias naturais dos is6topos de paladio (**Pd, '®Pd, ""°Pd) e cloro
(**CI*"Cl), reforca a presencga desses elementos no ion detectado. Tal distribuicdo
isotdpica € tipica de complexos metalicos de Pd(ll) contendo cloreto coordenado,
corroborando a formulacao proposta.

Tabela 11. Atribuicdo dos picos observados no espectro ESI* do complexo ASP
m/z Intensidade Atribuicéo Atribuic&o Estrutural

(Da) Relativa (%)

739,1 100 (pico base)

[PACI(PPh3)(VP-TSC)]*

lon molecular

principal (M—CI)*

738,1
. Padréo isotopico
/ 81.7/96.8 Isotopos de [M—-CI]*
’ ’ de Pd e Cl
741,1
768,7 ~45 [M-CI + NaJ* Aduto de sodio
735,7 . ~
Fragmentos isotdpicos Fragmentacao
! 20-30 [M=CI-H,0]* arcial
730,7 2 P
[M—CI + PPh;]* Aduto com fosfina
<
8ar.7 10 ou [M + Na + PPh;—-CI]* livre
Fragmento contendo Nucleo metalico
369,6 <10 :
Pd(PPh3)* parcial
286.2 Parte organica do
/ 15-20 Fragmentos VP-TSC o g
282,2 g
264,5
/ Fragmentos de PPh; Fragmentacio da
2315 10-15 (CasHisP, CHuPh enitfosfina
/ etc.)
179,4
13/7 2 510 Fragmentos aromaticos Fragmentos
1013 do ligante fendlicos ou tropilio
79.2 35 Fragmento C¢H, Fragmento

(ion tropilio)

aromatico estavel

Fonte. Elaborado pela autora, 2025
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Além do pico base em 739,1, observa-se um sinal secundario em m/z = 768,7,
atribuido ao aduto [M-CI + Na]*, formado possivelmente pela associacdo do cation
principal com um ion sodio proveniente de impurezas residuais do solvente ou do
material de vidro. A presenca deste aduto € comum em espectros obtidos por ESI* e
nao compromete a identificacdo do complexo. Outros picos de menor intensidade,
entre m/z 730-735, correspondem a variacbes isotépicas do ion molecular e a
possiveis fragmentos parciais contendo o nicleo metalico.

Na regido de baixa massa (m/z < 400), diversos sinais de baixa intensidade foram
observados, atribuidos a fragmentos derivados da trifenilfosfina (PPhs) e do ligante
tiossemicarbazona funcionalizado (VP-TSC-Etil). Tais fragmentos resultam de
clivagens das ligagbes Pd—P e Pd-N/S durante a ionizagéo, liberando espécies
aromaticas estaveis. Picos menores em torno de m/z 101-282 s&o consistentes com
unidades tropilio, fragmentos fendlicos e por¢cdes da cadeia etilpiperidinica do ligante.
Apesar de sua presenca, o espectro € dominado pelo sinal correspondente ao ion
molecular, indicando que o complexo é estavel em fase gasosa e ndo sofre
fragmentacéo extensiva sob as condi¢cbes empregadas.

O comportamento observado € tipico de complexos catidnicos de Pd(Il) com
geometria quadrado-planar, nos quais a tiossemicarbazona atua como ligante
bidentado (N,S). Nesse caso, a perda do proton tioamidico (—NH-C(=S)-) durante a
formacdo do complexo possibilita a coordenacéo simultanea do atomo de nitrogénio
da imina e do enxofre desprotonado ao centro metalico, formando um anel quelante
de cinco membros. A trifenilfosfina completa a coordenacéo por meio de doacéo o, € o
cloreto coordenado estabiliza o ambiente eletrénico do paladio. O segundo cloreto,
atuando como contraion, € removido na fase gasosa, originando o cation detectado
[PACI(PPh3)(VP-TSC)]*, conforme indicado pelo espectro.

A presenca exclusiva desse cation como espécie dominante, acompanhada de um
padrao isotopico bem definido, evidencia que o produto isolado € mononuclear e
catibnica. A auséncia de sinais significativos atribuiveis a complexos alternativos
(como [Pd(PPh3),]?" ou espécies dimeras) demonstra que a sintese foi seletiva e que
o ligante VP-TSC-Etil atua de forma eficiente na coordenacdo ao metal.

Do ponto de vista analitico, a intensidade relativa e a nitidez do pico principal
refletem a boa estabilidade do complexo frente a ionizacdo, caracteristica desejavel

em compostos de Pd(Il) com potencial aplicagdo bioinorgénica. Essa estabilidade
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sugere uma forte interacéo metal-ligante, coerente com a coordenacao via sitios duros
e moles complementares (N e S, respectivamente) ao centro metalico de carater
intermediario.

Segundo os resultados obtidos a partir das espectroscopias no IV e de RMN, em
concordancia com os resultados de espectrometria de massas e condutividade molar,

sugere-se a seguinte estrutura para o composto ASP (Figura 17).

Figura 19. Estrutura proposta para o composto ASP.
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Fonte: Elaborada pela Autora, 2025.

Espera-se um ambiente quadrado planar ao redor do atomo de paladio, com seus
sitios de coordenacéo sendo ocupados por um atomo de fésforo (PPhs) e um atomo
de cloro. Os demais sitios de coordenacao séo preenchidos pelo atomo de nitrogénio
iminico e enxofre do tiossemicarbazonato quelante. A configuracdo menos provavel
deve ser aguela em que o fésforo se encontra trans ao atomo de enxofre (Fig. 17 B).
Ambos os dtomos doadores séo n-aceitadores e a disposi¢éo trans desses atomos
resultaria em uma competicdo pelos orbitais d do paladio. Os orbitais o* P-C da PPhs

formam ligagbes n mais fortes com os orbitais d do paladio(ll) e assim, monopoliza os
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orbitais d do metal, reduzindo a estabilidade da ligacdo trans = fraca Pd-S. Resultados
oriundos da determinacdo estrutural via difracdo de raios X de monocristal de
complexos do tipo [PACI(TSC)(PPh3)], Akinyemi et al., (2023) e Arancibia et al. (2015)

confirmam essa proposta.

5.10. Teste de Estabilidade Quimica Em Solugdo (RMN *H)

O dimetilsulféxido (DMSQO) é amplamente empregado como co-solvente em
ensaios biolégicos devido a sua capacidade de solubilizar compostos organicos e
organometalicos pouco polares, como os complexos de Pd(ll) derivados de
tiossemicarbazonas, sem causar citotoxicidade significativa em baixas concentragdes
(geralmente < 0,5% v/v). No entanto, apesar de sua utilidade, o DMSO pode atuar
como ligante competitivo frente a metais de transicdo, especialmente em sistemas
com ligantes labilizados ou em meio prético, o que pode levar a descoordenacgao
parcial ou total do ligante original e, consequentemente, a perda da atividade
esperada.

Diante disso, foi conduzido um estudo de estabilidade em solu¢cdo do complexo
ASP em DMSO puro, com monitoramento por espectroscopia de RMN de *H e 31P{tH}
nos tempos de 0, 24 e 48 h a temperatura ambiente, condicbes que abrangem ou
excedem o tempo tipico de exposicdo em ensaios antiproliferativos (geralmente 24—
72 h).

A estabilidade do complexo é indicada pela manutencdo das posicoes,
multiplicidades e razdes integradas dos sinais caracteristicos ao longo do tempo.
Especialmente relevantes s&o, o0s sinais do préton iminico (-CH=N-) da
tiossemicarbazona, tipicamente entre & 8,0-8,7 ppm, 0s sinais dos prétons aromaticos
da vanilina funcionalizada (6 6,8-7,5 ppm) e, os padrbées dos grupos N-etilpiperidina e
metoxi (6 3,8 ppm). A auséncia de novos sinais ou alargamento significativo dessas

ressonancias sugere que nao ha hidrdlise, desprotonacao ou liberacéo do ligante.
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Figura 20. Espectros de RMN *H coletados nos tempos de 0, 24 e 48 h para o complexo ASP
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025.

Para a estabilidade em RMN 3P {*H} (Figura 19), do complexo ASP, verificou-se
um unico sinal bem definido, sem desdobramento ou mudanca de posi¢do ao longo
de 48 h, indicando que a PPh; permanece coordenado ao Pd(ll) e que ndo ha
substituicdo por DMSO ou formacao de espécies secundarias (ex.: [Pd(L)(DMSO)CI]

ou PPh; livre, que apareceria em torno de 6 ~ -5 ppm).
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Figura 21. Espectros de RMN 3P{*H} coletados nos tempos de 0, 24 e 48 hpara o
complexo ASP.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025.

Dessa forma, o complexo ASP demonstrou estabilidade quimica em DMSO ao
longo de 48 h a temperatura ambiente, conforme evidenciado pelos espectros de RMN
de 'H e 3'P{tH}, que ndo exibiram alteracdes significativas nas posicdes, intensidades
ou multiplicidades dos sinais caracteristicos. Esses resultados asseguram que o0
complexo permanece intacto nas condicdes utilizadas nos ensaios antiproliferativos,

conferindo confiabilidade a interpretacdo dos dados biologicos

5.11. Testes Bioldgicos
5.11.1.Titulacdo Espectrofotométrica com DNA

A avaliacdo da interacdo entre compostos metalicos e o acido desoxirribonucleico
(DNA) é um passo fundamental na elucidacdo de mecanismos de acao de potenciais
agentes antitumorais. A espectroscopia UV-Vis é uma das técnicas mais utilizadas

para esse propdsito, pois permite monitorar alteracdes no perfil de absorbancia do
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DNA (geralmente em torno de 260 nm) diante da adicdo de um composto. Tais
alteracdes, como hipocromismo (diminuicAo da absorbéncia), hipercromismo
(aumento da absorbancia) ou deslocamentos no Amax, séo indicativas de diferentes
modos de interacéo, tais como intercalacdo, ligacdo no sulco menor ou maior ou
ligacdo covalente.

No presente estudo, o ensaio foi conduzido com DNA dissolvido em tamp&o Tris-
HCI (10 mM, pH 7,4), sob condicbes que visam mimetizar o ambiente fisiolégico.
Solugdes do complexo ASP foram adicionadas incrementalmente, e 0os espectros de
UV-Vis foram registrados ap6s cada adicao. Todavia, nenhuma alteracéo significativa
foi observada na regido caracteristica de absorbancia do DNA (240-300 nm), nem no
perfil geral do espectro, que pode ser observado na Figura 20.

A analise quantitativa por meio da curva de titulacédo (absorbancia vs. concentragéo
do complexo) revelou um coeficiente de correlagdo linear extremamente baixo (r? =
0,17), tal valor esta muito distante do esperado para compostos que interagem
fortemente com o DNA, o que pode indicar uma auséncia de relacao linear entre a
concentracdo do complexo e a resposta espectral do DNA.

Figura 22. Espectro no UV-Vis da interacdo do composto ASP com a presenca de
DNA (0 - 0,60 um)
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Fonte: Elaborada pela autora, 2025.
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O complexo ASP nao demonstrar interacdo significativa com o DNA sob as
condicdes testadas pode, a primeira vista, parecer uma limitacdo, afinal, muitos
agentes quimioterapicos classicos, como, a cisplatina, carboplatina e oxaliplatina
atuam por este meio. No entanto, essa auséncia de ligacdo ao DNA néo
necessariamente reduz o potencial terapéutico do complexo ASP, pelo contrario, pode
indicar um mecanismo de acdo alternativo e potencialmente vantajoso, alinhado as
atuais estratégias de desenvolvimento de farmacos anticancer.

Um dos maiores desafios clinicos no tratamento do cancer € a resisténcia adquirida
aos agentes platinicos, que ocorre por diversos mecanismos, incluindo, o reparo
eficiente do DNA (via NER, nucleotide excision repair), a desintoxicacao por glutationa
ou metalotioneinas e a reducao na captacéao celular. Dessa forma, complexos que nao
atuam no DNA podem burlar esses mecanismos de resisténcia, tornando-se
candidatos promissores para o tratamento de tumores resistentes, como certos
subtipos de cancer de ovario, onde a resisténcia a cisplatina é frequente.

Além disso, a ligacao indiscriminada ao DNA em células saudaveis € uma das
principais causas dos efeitos colaterais graves dos platinicos, como nefrotoxicidade,

neurotoxicidade e mielossupressao.

5.11.2. Reacdo com guanosina

A realizacdo de ensaios de interagcdo com guanosina tem como objetivo avaliar a
capacidade do complexo ASP de se ligar a sitios nucleofilicos do DNA, uma vez que
a guanosina é a nucleobase mais reativa frente a metais de transicéo, devido a alta
densidade eletronica no atomo de nitrogénio N7 do anel de purina. Essa abordagem
€ amplamente utilizada como modelo preliminar para prever o mecanismo de acao de
agentes antitumorais metalicos, como a cisplatina e seus analogos (Rocha et al.,
2018).

Essa avaliacdo é uma estratégia amplamente utilizada para investigar o potencial
de ligacao a sitios especificos no DNA, especialmente o atomo N7 do anel de purina,
gue é o sitio preferencial de coordenacédo para compostos de platina e paladio. No
entanto, € importante destacar que a interacdo com guanosina em solucéo néao implica
necessariamente ligagdo ao DNA de fita dupla, trata-se de um modelo simplificado
gue avalia a reatividade intrinseca do complexo frente a um nucleéfilo biologicamente

relevante.
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No caso do complexo ASP, os espectros de RMN de 'H coletados ap6s 24 h e 48 h
de incubacdo com guanosina revelaram mudancgas diagndsticas que confirmam uma
interacdo progressiva e especifica.

Um aspecto crucial do procedimento adotado € a pré-ativagcdo do complexo com
AgNO; antes da adicdo da guanosina. Esse passo é estrategicamente necessario
porgue o complexo ASP contém um ligante cloreto (Cl-) diretamente coordenado ao
Pd(ll), que é pouco labilizado em condicdes fisioldgicas. O ion Ag* atua como um
agente precipitante seletivo, removendo o cloreto na forma de AgCI insoluvel

(observado como suspensédo branca), gerando uma espécie céationica ativa de Pd(ll):

[Pd(VP-TSC)(PPhg)(SO|V.)]N03 o+t Ag+(|)—> [Pd(VP-TSC) (PPh3) (SO|V)]+(|) + AgC| (s) (1)

Essa espécie céationica é muito mais reativa frente a nucledéfilos como a guanosina,
pois apresenta um sitio de coordenacédo vazio (ou altamente labilizado) que pode ser
ocupado pelo atomo N7 da guanina, formando uma ligacédo covalente Pd—N7.

A capacidade de um complexo de Pd(ll) interagir com o N7 da guanosina €
considerada um indicador preliminar de potencial atividade antitumoral, pois mimetiza
a interacdo do cisplatina com o DNA, que resulta em distor¢ao da hélice, inibicdo da
replicacdo e ativacdo de vias apoptoticas. No entanto, diferentemente do cisplatina
(que forma ligagGes bidentadas com duas guaninas), complexos de Pd(ll) com ligantes
guelantes estaveis (como VP-TSC) tendem a formar adutos mononucleares, o que
pode influenciar seu perfil de atividade e seletividade.

Portanto, os indicios desta interacdo por RMN sugere reatividade biolégica do
complexo ASP, além de fornecer algumas evidéncias mecanisticas que sustentam os
resultados futuros de ensaios antiproliferativos em linhagens celulares.

Dessa forma, foi realizado o ensaio em tempo de 24H e 48H de interacdo do
complexo com a guanosina, conforme a Figura 20, quando comparado o0s
deslocamentos quimicos, percebe-se mudancas que sustentam a ideia de uma
interacdo progressiva e especifica entre o complexo ASP e a guanosina.

O sinal do préton da guanosina, inicialmente observado em & 7,92 ppm (guanosina
livre), deslocou-se para 6 8,08 ppm apds 24 h e alcancou & 8,13 ppm apods 48 h. Esse
deslocamento progressivo de +0,21 ppm em relacéo a guanosina livre € um indicador

de reducao da densidade eletrdnica no anel de purina, consistente com a coordenacao
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covalente do Pd(Il) ao &tomo N7. Esse comportamento é amplamente documentado
na literatura para complexos de Pd(Il) e Pt(ll) com nucleobases (Rocha et al., 2018).

A alteracdo do grupo —NH,, os sinais do grupo amino da guanosina (6 6,45 ppm na

guanosina pura) sofreram um ligeiro deslocamento para downfield (& 6,60 ppm apos

48 h), o que pode ser atribuido a perturbacao do equilibrio tautomérico induzida pela

metalacdo no N7. Esse efeito indireto € esperado, uma vez que a coordenacdo no N7

reduz a densidade eletronica no anel, afetando a basicidade do grupo amino

adjacente.

Preservacao da estrutura da ribose, o sinal dos prétons do acucar, observados entre

0 5,69, permaneceram inalterados ao longo do tempo, indicando que a estrutura da

guanosina nao foi degradada durante a reacdo. IsSso sugere que a interacdo é
especifica ao anel de purina, sem efeitos colaterais sobre a porcdo glicosidica do

nucleosideo.

Figura 23. Espectros de RMN H coletados nos tempos de 24 e 48 h para o complexo ASP

em interacdo com a guanosina
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Com base nos dados obtidos, propde-se 0 seguinte mecanismo:

e Ativagao:

O complexo ASP sofre substituicdo do ligante cloreto por Ag*, gerando a espécie
cationica [Pd(VP-TSC)(PPhs)] e AgCl|.

e Coordenacéo lenta:

A espécie ativa interage lentamente com a guanosina via ataque nucleofilico do N7
ao centro eletrofilico de Pd(ll), formando um aduto ternario.

e Estabilizacéo:

O aduto é estabilizado pela quelatacdo bidentada do ligante VP-TSC (N,S") e pela
presenca da PPhs, que reduz a reatividade excessiva do metal, evitando hidrolise ou
precipitacao.

A auséncia de mudancas significativas em 24 h, seguida por alteracdes claras em
48 h, indica que a reacdo é lenta, o que € consistente com, a alta estabilidade
termodinamica do complexo ASP, devido a presenca de ligantes quelantes fortes (VP-
TSC e PPhs3), a necessidade de ativacdo por Ag*, que pode nédo ter sido 100%
eficiente, as condi¢cdes ndo aquosas (DMSO), que podem reduzir a taxa de troca de
ligantes em comparacdo com meio aquoso, a cinética lenta néo invalida a interacéo,
mas sugere que o complexo ASP pode apresentar liberacdo controlada de sitios de
coordenacdo, 0 que, em contextos bioldgicos, pode ser desejavel para evitar
toxicidade aguda.

A capacidade de um complexo de Pd(ll) interagir com o N7 da guanosina €é
considerada um indicador preliminar de potencial atividade antitumoral, todavia, é
importante ressaltar que a interagdo observada com guanosina (um modelo de
nucleobase isolada em meio organico) ndo necessariamente se traduz em ligacédo ao
DNA de fita dupla em condicdes fisiol6gicas simuladas.

O ensaio de UV-Vis foi realizado em tampéao Tris-HCI, que contém grupos amina
capazes de competir com o DNA pela coordenacdo ao Pd(ll), possivelmente
mascarando a interacao real. Além disso, a estrutura tridimensional do DNA de fita
dupla imp0@e restricdes estéricas e eletrostaticas que nao estdo presentes no modelo
de guanosina livre. Assim, a interacdo com guanosina revela a reatividade intrinseca
do complexo frente a sitios nucleofilicos, enquanto a auséncia de ligagdo ao DNA sob

as condic¢Oes testadas ndo descarta um mecanismo de agao alternativo, como alvos
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enzimaticos ou redox, coerente com a alta seletividade e poténcia observadas nos

ensaios bioldgicos.

5.11.3. Testes de Viabilidade celular

Os dados de concentracdo inibitéria 50% (ICs,) apdés 48h de exposicdo em
linhagens celulares representam o potencial citotoxico dos compostos testados. A
comparacao entre o complexo metalico (ASP) e o ligante livre (VP-TSC) permite
avaliar o efeito da coordenacéo ao Pd(ll) sobre a atividade biolégica.

Os compostos foram testados nas linhagens celulares A549 (cancer de pulmao),
MDA-MB-231(cancer de mama), A2780 (cancer de ovario) e MRC-5 (fibroblasto
humanos comuns), os quais foram realizados pela MSc. Nadija Natalice P. da Silva,
sob orientacéo do Dr. Fillipe V. Rocha no Laboratério de Compostos de Coordenacao
na Quimica Medicinal (CCQM) — UFSCar, os dados obtidos estéo dispostos na Tabela

12 abaixo:

Tabela 12. Dados de ICso em 48h do complexo e ligante sintetizados
*IS= (MRC-5/ A549); IS**= (MRC-5/ MDA-MB-231); IS***= (MRC-5/A2780)

ICso (LM) — 48h

A549 MDA- A2780 MRC-5 IS* [S** | SH**
MB-231
Complexo >50 >25 0,65 + 15,00 £ -- -- 23,08
ASP 0,01 1,69
Ligante >50 >50 >50 >50 - - -
VP-TSC
Cisplatina 14,40 + >50 11,17+ 1247 + 0,86 -- 1,12
1,40 0,30 0,15

Fonte. Elaborado pela autora, 2025

O complexo ASP exibiu um perfil de atividade altamente seletivo e
excepcionalmente potente contra a linhagem A2780 (cancer de ovario), com um ICs,
de 0,65 £ 0,01 uM apds 48 h de exposicado. Esse valor representa uma poténcia 17
vezes superior a da cisplatina (ICso = 11,17 + 0,30 uM), o farmaco de referéncia
amplamente utilizado no tratamento clinico do cancer de ovario.

Além disso, o complexo apresentou um ICs, de 15,00 + 1,69 uM para o fibroblasto
MRC-5 (fibroblastos pulmonares humanos), mostrando ser menos téxico em relagéo
a linhagem de cancer de ovario. Esse comportamento resulta em um indice de
seletividade (1S) de 23,08 (calculado como IC5o(MRC-5) / IC5,(A2780)), valor 20 vezes
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maior do que o da cisplatina (IS = 1,12). Esse indice elevado indica que o complexo
ASP é capaz de discriminar entre células tumorais e normais, um atributo desejavel
para minimizar efeitos colaterais em terapias antineoplasicas.

Em contrapartida, o complexo foi inativo ou pouco ativo nas outras linhagens
tumorais testadas (A549 e MDA-MB-231), com ICs, >25-50 uM. Essa especificidade
de acdo sugere que o mecanismo biolégico do complexo ASP pode estar relacionado
a alvos moleculares ou vias celulares particularmente ativas ou expostas em células
de cancer de ovario, como altas taxas de replicacéo, deficiéncias em reparo de DNA
ou maior expressao de transportadores metalicos.

O ligante VP-TSC, quando testado isoladamente, ndo apresentou atividade
citotoxica significativa em nenhuma das linhagens celulares avaliadas (ICso >50 pM).
Esse resultado é fundamental, pois demonstra que, a atividade observada para o
complexo ASP nao € herdada do ligante orgéanico, a coordenagcao ao centro metalico
de Pd(Il) é essencial para desencadear o efeito biologico, o ligante atua como um
veiculo estrutural e funcional, modulando a reatividade, solubilidade e seletividade do
metal, mas ndo possui acao intrinseca.

Esse comportamento € comum em quimica medicinal inorganica, pois, muitos
ligantes quelantes (como as tiossemicarbazonas) acabam por apenas estabilizar o
metal em transporte e, liberar ou ativar sua reatividade apenas no microambiente

tumoral.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento e a
caracterizacdo de um novo complexo de paladio(ll) derivado da tiossemicarbazona
funcionalizada com N-etilpiperidina (VP-TSC), designado complexo ASP
([PACI(PPh3)(VP-TSC)]), visando explorar seu potencial como agente antitumoral
alternativo aos platinicos classicos. A sintese foi realizada com sucesso em duas
etapas, seguida por purificacdo cuidadosa, garantindo pureza do produto final.

A hipétese inicial deste trabalho (motivada pelos resultados de Velasques (2022)),
cujos complexos analogos contendo o ligante Et-vmTSC (com morfolina) exibiram alta
atividade frente a linhagem A549 (ICs, entre 1,51 e 3,20 uM), era que a substituicdo
bioisostérica do grupo morfolina por N-etilpiperidina potencializaria a citotoxicidade
nesta mesma linhagem. No entanto, os resultados obtidos mostraram que nem o
ligante VP-TSC nem o complexo ASP apresentaram atividade significativa frente a
A549 (IC5, > 50 uM), indicando que a troca por piperidina ndo foi benéfica para essa
linhagem especifica e que o grupo morfolina exerce um papel farmacoforico critico no
reconhecimento molecular pelas células de carcinoma pulmonar. Essa constatacéo,
embora contraria a hipoétese inicial, redirecionou a atencédo para o perfil biolégico
inesperado do complexo ASP em outras linhagens, revelando uma atividade
excepcional contra o cancer de ovario.

A caracterizacdo estrutural foi abrangente, os espectros de RMN de 'H e 13C
revelaram a integridade do ligante VP-TSC ap0s a complexacéo, com evidéncias da
coordenacao bidentada N,S™. Os experimentos bidimensionais (COSY, HSQC e
HMBC) validaram a conectividade atbmica em todos os fragmentos da molécula,
incluindo o anel aromatico da vanilina, a cadeia alifatica da N-etilpiperidina e o grupo
metoxi, reforcando a estabilidade e a coeréncia estrutural do complexo.
Adicionalmente, o RMN de 3'P{*H} apresentou um unico sinal em & 27,78 ppm,
caracteristico de complexos quadrado-planos de Pd(Il) contendo triifenilfosfina, sem
evidéncia de espécies secundarias.

O complexo ASP mostrou-se estavel em DMSO por até 48 h, conforme monitorado
por RMN de 'H e 3P, condicdo essencial para a validade dos ensaios biologicos.
Nesse contexto, foi capaz de interagir de forma progressiva e especifica com a

guanosina, formando um aduto via coordenacdo do Pd(Il) ao 4tomo N7, como
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evidenciado pelo deslocamento do préton H8 (& 7,92 — 8,13 ppm). Contudo, nao foi
observada interacdo significativa com DNA de fita dupla no ensaio de UV-Vis em
tampdao Tris-HCI, o que pode ser atribuido tanto a competicdo do tampao Tris (que
contém grupos amina capazes de se ligar ao Pd(ll)) quanto ao fato de que o
mecanismo de acédo principal do complexo ndo envolve danos diretos ao DNA.

Esse comportamento € plenamente compativel com os resultados de atividade
antiproliferativa, que revelaram uma poténcia notavel contra a linhagem de cancer de
ovario A2780 (ICso = 0,65 uM), diante do conjunto de evidéncias obtidas, 0 complexo
ASP demonstra um perfil farmacolégico distinto e promissor. Sua alta poténcia contra
a linhagem de cancer de ovario A2780, cerca de 17 vezes superior a cisplatina, e seu
indice de seletividade elevado (23,08) indicam uma capacidade notavel de discriminar
células tumorais de células normais.

Embora o complexo seja capaz de interagir com a guanosina, formando adutos
estaveis via coordenacédo ao N7, essa reatividade n&o se traduz em ligagéo detectavel
ao DNA de fita dupla nas condi¢cfes do ensaio de UV-Vis (em tampéao Tris-HCI). Essa
aparente contradicdo é, na verdade, coerente com um mecanismo de acdo néao
genotoéxico, provavelmente mediado por alvos alternativos, como enzimas redox (ex.:
tioredoxina redutase), sistemas de estresse oxidativo ou proteinas regulatorias do
ciclo celular. A estabilidade do complexo em solucéo, sua lipofilicidade conferida pela
N-etilpiperidina e a formacédo controlada de espécies reativas em meio biologico
podem contribuir para essa atividade seletiva, evitando os mecanismos classicos de
resisténcia associados aos platinicos.

Assim, o complexo ASP emerge ndo como um analogo da cisplatina, mas como um
candidato inovador com modo de ac¢dao diferenciado, alinhado as atuais estratégias de
desenvolvimento de agentes antitumorais de segunda geracéo, beneficiando-se da
lipofilicidade conferida pela N-etilpiperidina para atravessar membranas celulares com
eficiéncia, com modo de acao diferenciado, alta seletividade e com a possibilidade de
superar limitacbes associadas aos quimioterapicos classicos, como toxicidade
sistémica e resisténcia tumoral. Os resultados obtidos justificam plenamente a
continuidade dos estudos, com énfase em ensaios mecanisticos direcionados e

avaliagdo em modelos pré-clinicos
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