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Resumo

RESUMO

Muitos metais de transicao apresentam grande importancia no meio bioldgico, visto que esses
interagem diretamente com biomoléculas essenciais para a manutencdo da vida.
Uma caracteristica dos metais que os tornam tao importantes como componentes (funcionais e
estruturais) dos seres vivos € sua propensdo em perder elétrons facilmente formando ions com
cargas positivas, que tendem a ser soliveis em fluidos bioldgicos. Muitos estudos tomaram
como base as possiveis interacdes dos fons metdlicos com as biomoléculas presentes no
organismo vivo. O presente trabalho teve como objetivo a preparagdo de novos compostos de
paladio(II), contendo ligantes iminicos, com o intuito de obter compostos inéditos que
apresentem propriedades farmacoldgicas. O ligante iminico (Base de Schiff) foi preparado
através da reacdo entre o aldeido trans-cinamaldeido e a amina p-aminoacetofenona (Hfafe)
L1. O ligante iminico obtido foi complexado ao palddio(Il), conduzindo substitui¢des, com o
intuito de se produzir novos compostos de coordenagcdo de férmula geral [PdX,(Hfafe),],
sendo X = Cl (C1), N3 (C2), SCN (C3), Br (C4) e I (C5). Os compostos foram caracterizados
através das técnicas de ponto de fusdo ou decomposi¢do, solubilidade, condutividade molar,
andlise elementar (CHN), das técnicas espectroscopicas de infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H e C, estudos termogravimétricos TG-DTA, difracido de
raios-X para o monocristal de C2 e célculos de DFT de L1. Os compostos foram empregados
em testes bioldgicos, para as células MCF-7 ¢ MDA-MB-435 do cancer de mama,
Leishmania ssp, em experimentos in vitro de células promastigotas e amastigotas L. (L.)
brazilienses, antifingico em leveduras do género Candida spp.: Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida krusei, C. glabrata, C. parapsilosis. Verificou-se que o ligante livre
apresentou efeito significativo frente os testes bioldgicos compardveis aos dos controles
positivos. No entanto, os complexos sintetizados se mostraram melhores potenciais agentes
farmacol6gicos do que seu ligante precursor. Entre os complexos sintetizados merece
destaque o compostos [Pd(N3),(Hfafe),], que apresentou, qualitativamente, atividade frente as

células mamarias, a Leishmania e aos fungos testados.

Palavras-chave: Ligante iminico. Complexo de palddio(Il). Espectroscopia e metalofarmaco.



Abstract

ABSTRACT

Some transition metals are of great importance in the biological environment, since they
interact directly with the biomolecules essential for the maintenance of life. One characteristic
of the metals that make them so important as functional and structural components of living
things is their propensity to lose electrons easily by forming ions with positive charges, which
tend to be soluble in biological fluids. Many studies have considered the possible interactions
of metal ions with biomolecules present in the living organism. The present work had as
objective the preparation of new compounds of palladium (II), containing iminic ligands, with
the intention of obtaining novel compounds that present pharmacological properties.
The iminic ligand (Schiff's Base) was prepared by the reaction between the
trans-cinnamaldehyde aldehyde and the amine p-aminoacetophenone (Hfafe) L1. The imine
ligand obtained was complexed to palladium(Il), leading to substitutions, with the aim of
producing new coordination compounds of the formula [PdX,(Hfafe),], where X = CI (C1),
N3 (C2), SCN (C3), Br (C4) and I (C5). The compounds were characterized by melting point
or decomposition, solubility, molar conductivity, elemental analysis (CHN), IR spectroscopic
techniques, 'H and “C NMR, thermogravimetric TG-DTA studies, X-ray diffraction for
monocrystal of C2 and calculations of DFT of L.1. The compounds were used in biological
tests for MCF-7 and MDA-MB-435 breast cancer cells, Leishmania ssp, in vitroexperiments
of promastigotes and amastigotes L. (L.) brazilienses, antifungal in yeasts of the genus
Candida spp.: C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis. The free
ligand was shown to have a significant effect against biological tests comparable to those of
the positive controls. However, the synthesized complexes showed better potential
pharmacological agents than their precursor ligand. Among the synthesized complexes, the
compounds [Pd(Ns3),(Hfafe),] deserve to be highlighted, which presented, qualitatively,

activity against mammary cells, Leishmania and fungi tested.

Key-words: Imine ligand. Palladium complex. Spectroscopy and metallopharmaceutical.
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1 INTRODUCAO

Normalmente, quando se pensa em farmacos, a primeira idéia que surge € a de
compostos organicos, € por muito tempo a Quimica Organica foi apresentada como ‘“‘a
quimica da vida”. Acreditou-se durante muito tempo que somente 0S compostos organicos
e as reacOes que os envolviam eram indispensdveis para a Vida, e que os elementos e
compostos comumente chamados “inorgadnicos” eram escasso ou ndo tinham nenhum

significado para os sistemas vivos (BARAN, 2005).

Com o passar dos anos, descobriu-se que os metais ttm um papel importante nos
sistemas vivos, uma vez que quatro metais do grupo principal (Na, K, Mg e Ca) e oito
metais de transicio (Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, V e Mo) possuem seus ions como sendo
necessdrios para importantes funcdes bioldgicas nos seres humanos (BARRY; SADLER,
2013). A Quimica Inorganica contribui a Quimica Medicinal no desenvolvimento de novos
medicamentos com propriedades farmacoldgicas especificas a partir da escolha do metal
devido a suas propriedades (BERALDO, 2005), tais como diversos estados de oxidacao,
nimeros de coordenacdo, geometrias, como também efeitos termodindmicos e cinéticos

caracteristicos de cada fon metalico (BRUIININCX; SADLE, 2008).

1.1 A QUIMICA MEDICINAL INORGANICA

Ainda que os estudos envolvessem a acdo dos metais no organismo seja
relativamente recente, seu uso em Medicina vem sendo praticado ha aproximadamente
5000 anos (Figura 1). De fato, os egipcios usavam cobre para esterilizar a 4gua a 3000 anos
antes de Cristo, e 0 ouro era empregado na fabricacdo de medicamentos na Ardbia e na
China ha 3500 anos, mais em razdo da natureza preciosa do metal do que de suas
propriedades medicinais, pois se acreditava que um metal nobre deveria trazer beneficios

ao organismo. Medicamentos contendo ferro eram usados no Egito 1500 anos antes de
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Cristo e j4 no século dezesseis o médico suico Theophrastus Paracelsus desenvolvia e

usava medicamentos a base de mercurio, arsénio, estanho, chumbo e antimonio.

Figura 1 — Egipcios praticando medicina

Fonte: Calogeras

A Quimica Medicinal Inorginica comecou a deixar sua marca na década de 50 e
60, os quimicos comecaram a se concentrar em toda a tabela periddica e ndo apenas nos
elementos C, H, O, N (RONCONI; SADLER, 2008). Com o estudo de todos os elementos
da tabela periddica, descobertas importantes foram feitas ao longo dos anos, como

ferroceno (PAUSON; MILLER, 1951) e fluoretos de xen6nio (BARTLETT, 1962).

No entanto, Quimica Medicinal dedicava-se principalmente ao estudo de compostos
organicos e produtos naturais até a descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina
(Figura 2), observada pelo fisico Barnett Rosenberg em 1965. Em 1968, apds novos testes
frente as varias bactérias, a cisplatina foi administrada por via intraperitoneal a

camundongos portadores de tumor e foi mostrado regressdo do tumor (BAI et al., 2017).
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Figura 2 - Representacdo da estrutura da Cisplatina

CL..,,,_P wCl
pre
H:N”~ “NH;

Fonte: Stevanato (2009, p. 43).

Com o sucesso da cisplatina em uso clinico, administrados em pacientes terminais
e, em seguida, nos tumores localizados, como nos casos de cncer testicular e ovariano,
precipitou um renascimento na quimica inorganica e levou a sintese e avaliacdo bioldgica
de muitos milhares de andlogos de cisplatina, € uma investigacao completa de outros

elementos proximos da tabela periddica (por exemplo, paladio e ouro).

Em uso clinico atualmente, a cisplatina € utilizada no tratamento de cancer
testicular, ovdrio, bexiga, cabeca e pescoco, pulmdo e cancros do colo do ttero (HO;
WOODWARD; COWARD, 2016), mas tem, no entanto, desvantagens. Uma grande
porcentagem de canceres humanos tem uma resisténcia natural ao tratamento com a
cisplatina (LIPPERT, 2013), seja aquela adquirida durante ciclos de terapia com o fairmaco
(ocorre em pacientes com cancer de ovario) ou resisténcia intrinseca (visto em pacientes
com colorretal, cancer de prdstata, pulmao ou mama). Além disso, a cisplatina tem grandes
efeitos colaterais limitantes quanto a dose do medicamento. Pacientes tratados com
cisplatina mostraram sinais graves de nefrotoxicidade (KARAKOC et al., 2015),
neurotoxicidade e ototoxicidade (FREITAS et al.,, 2009). Outros grandes efeitos
registrados incluem pressdo arterial elevada, diarreia, ndusea e vOmito grave (TULLY et
al.,, 2015). Por conseguinte, os efeitos colaterais da cisplatina ainda representam uma
grande desvantagem para o uso desta droga. Isso tem provado ser um objetivo muito mais
desafiador, com base em um subjacente conhecimento de como a cisplatina atua frente ao

tumor e, mais importante, como os tumores tornam-se resistentes (Figura 3).
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Figura 3 — Mecanismo de reagdo da Cisplatina ao DNA
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Fonte: Andrade

Atualmente, os farmacos mais utilizados como quimioterdpicos sdo os baseados em
Pt(1l) (HO; WOODWARD; COWARD, 2016). Tém-se também os andlogos mais
conhecidos como a carboplatina e oxaliplatina. Outros compostos farmacolégicos foram
aprovados, como a nedaplatina (Japao; SHIONOGI & CO. Ltd.), heptaplatina (Coréia do
Sul; SK PHARMA), lobaplatina (China). Ainda tém os firmacos que estdo nos estdgios de
desenvolvimento como a satraplatina (GPC BIOTECH & PHARMION); miriplatina
(DAINIPPON SUMITOMO PHARMA E BRISTOL-MYERS K.K.); prolindac (ACCESS
PHARMACEUTICALS); BP-C1 (MEABCO); Complexo Lipico de cisplatina
(TRANSAVE); aroplatina (ANTIGENICS); e picoplatina (POINARD) (Figura 4).
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Figura 4 - Agentes anticancerigenos a base de platina comerciais.
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Fonte: Kapdi; Fairlambb, 2014.

Porém, existe a aplicacdo de outros derivados metdlicos como metalofairmacos e
agentes de diagnoéstico. Destacam-se os compostos de Bi(IIl), como o citrato de bismuto
ranitidina, no tratamento de desordens gastrointestinais e na erradicacao da bactéria Gram-
negativa Helicobacter pylori (LI; SUM, 2012), complexos de ouro(I), como a auranofina,
empregada no tratamento da artrite reumatdide (SHAW, 1999), o nitroprussiato de sédio,

um complexo de Fe(IIl) usado em emergéncias cirdrgicas como vasodilatador, o carbonato
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de litio, utilizado no tratamento de desordem bipolar, o nitrato de galio(III), utilizado para
tratamentos de hipercalcemia relacionada ao cancer, farmacos antimoniais, como o
gluconato de antimonio(V) sédico, usado para tratar leishmaniose (DEMICHELI et al.,
2002), sulfato de bario, usado como agente de contraste em radiografia gastrointestinal ,
153Sm-EDTMP (153Sm—Lexidr0nam), usado no tratamento paliativo de dores Osseas
resultantes de metéstases e os complexos "h-DPTA (Pentetato de mIn), 99mpe_Cardiolite

e 9Ga-citrato usados como agentes de contraste em cintilografia (MJOS; ORVIG, 2014).

Mundialmente, a demanda por medicamentos a base de platina tem crescido
constantemente (GAUTIER; CISNETTI, 2012). A especificidade demonstrada em relacao
a certas linhas celulares de cancro levou os investigadores a procurar alternativas. Uma das
alternativas que tem mostrado uma promessa considerdvel tem sido o desenvolvimento de
outros candidatos a medicamentos baseados em metal de transicio (GABBIANI;
MESSORYI, 2011; CASINI; MESSORI, 2011). Os complexos baseados em palddio estdo
intimamente relacionados aos seus andlogos de platina, devido as suas semelhancas
estruturais e a sobreposicao significativa da quimica de coordenagdo para os dois metais.
Um dos primeiros estudos de Graham e colaboradores (1979) defendeu o uso de
complexos de palddio como possiveis agentes anticancerigenos. Uma série de novos
complexos de palddio foi sintetizada, os quais exibem uma atividade promissora contra
linhas celulares tumorais (pulmio, préstata, etc.). Em vérios casos, os complexos de
palddio exibiram uma melhor atividade antitumoral do que os seus equivalentes de platina

(cisplatina, carboplatina, etc.).

Em termos de utilidade, o padrao de dissociacdo lenta dos complexos de platina em
comparagdo com o palddio (105 vezes mais rdpido) os torna mais aplicdveis.
Uma tendéncia recente observada em drogas anticancer baseadas em palddio é focar no
desenvolvimento de complexos de palddio com taxas de hidrélise mais lentas provocadas

pela escolha dos ligantes (KAPDI; FAIRLAMBB, 2014).
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1.2 PALADIO

O palddio é um metal de transicdo pertencente ao grupo da platina e pode ser
encontrado em diversos estados de oxidagdo, os principais sdo Il e IV. O Pd(Il) € o estado
de oxidag¢do mais estdvel e pode ser encontrado na forma de 6xidos, haletos, nitratos e
sulfatos. Apresenta configuracdo eletronica 4Pd’*: 1s* 2s° 2p° 3s° 3p° 4s° 3d'° 4p° 4d°.
Ele é paramagnético, mas todos os seus complexos sdo diamagnéticos e apresentam
principalmente coloracdo vermelha, marrom ou amarela (GRAY; BALLHAUSEN, 1962).
Todos os complexos de Pd(I) sdo diamagnéticos, exceto o fon paramagnético [PdCl4]*
que € formado em é&cido cloridrico. Quando o ion metdlico central de um complexo
apresenta uma configuragao d® em campo octaédrico, seis elétrons ocupardo os orbitais 7,

e dois elétrons ocupardo os orbitais eg (Figura 5) (SHRIVER; ATKINS, 2008).

Figura 5 - Configuragdo d® num campo octaédrico fraco
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Fonte: Lee (2000, p. 111).
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Os complexos de palddio mais estdveis possuem a configuracdo eletronica d®
[estado de oxidacdo (II)], sdo diamagnéticos e apresentam geometria quadrado-planar.
Estes complexos apresentam os cinco orbitais d degenerados em um {fon livre, sdo
desdobrados em quatro niveis diferentes. O tipo de desdobramento depende do arranjo

simétrico dos ligantes (GRAY; BALLHAUSEN, 1962).

As aplicacdes dos compostos de coordenacdo de Pd(Il) sdo muitas, em virtude da
extensa variedade de ligantes que a ele se coordena (GRAY; BALLHAUSEN, 1962).
Por muitos anos, os complexos de palddio foram investigados e t€ém encontrado diversas
aplicacdes, como em catélise (LIU et al., 2016), Quimica supramolecular (WEN; YANG,
2016), na drea tecnoldgica como materiais liquido-cristalinos (KOHOUT et al., 2017), na
area médica como agentes antitumorais (CAMPANELLA et al.,, 2012), entre outras.
Na Quimica Medicinal Inorganica destacam-se os derivados de Pd(II) sobre as espécies
organopaladados mono, bi e polinucleares com propriedades bioldgicas, frente a atividade
bioldgica envolvendo interagdes dos complexos com DNA e RNA (ALMEIDA et al.,
2005). O estudo de citotoxicidade in vitro do complexo de palddio apresentou inibicdo do
crescimento contra diferentes linhagens de células como K-562 (Leucemia), HCT-15
(cancer de célon), MCF-7 (cancer de mama), U-251 Glio (sistema nervoso central) ¢ PC-3

(cancro da préstata) (KAPDI; FAIRLAMBB, 2014).

Supds-se que uma melhoria na atividade dos complexos de palddio era devida a
presenca do dtomo N adequado para auxiliar a ligacdo eficaz de ifons metdlicos aos
fragmentos de 4cido nucléico em relagdo aqueles contendo ligantes doadores N
heterociclicos (COLUCCIA, 1993). Logo, a escolha criteriosa dos ligantes desempenha um
papel importante na defini¢do da geometria ao redor do centro de palddio, que na maioria

dos casos € de natureza trans (KAPDI; FAIRLAMBB, 2014).
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1.3 LIGANTES IMINICOS

Hugo Schiff, em 1864, descreveu a condensacdo de uma amina priméria com um
composto contendo um grupo carbonila ativo, (uma cetona ou um aldeido) onde a
carbonila € substituida por um grupo imina, produzindo um composto conhecido como
base de Schiff. Estas sdo bases de Lewis extremamente eficazes e apresentam o grupo
funcional, geralmente hidroxila, perto do sitio de coordenacdo a ponto de permitir que
anéis quelatos de cinco ou seis membros sejam formados por meio da reagdo com fons

metalicos.

Esses compostos sdo considerados “ligantes privilegiados”, por serem capazes de
estabilizar diversos metais em varios estados de oxidacdo podendo controlar o desempenho
dos fons em diversas transformacdes cataliticas (COZZI, 2004). As bases de Schiff
possuem estrutura bem definida e ampla funcionalidade organica, podem complexar
centros metalicos com grande facilidade. Levando em consideracdo a versatilidade de suas
propriedades estéricas e eletronicas, € possivel aplicar estes compostos em diversas dreas,
tais como atividades bioldgicas (ZAYED; ZAYED; EL-DESAWY, 2015; AL-NOOR;
AZ1Z; AL- JEBOORI, 2014), organometilicos (SOARES et al., 2014), atividades
cataliticas (REN et al., 2014), entre outras.

Atualmente, os ligantes neutros mais utilizados sdo piridina (py) (CHEN, 2009),
bipiridina (bipy) (HOLLER, 2010), terpiridina (terpy), fenantrolina (phen) (FANG, 2007),
oxidos de trifenilfosfina (tppo) (ELISEEVA, 2004). As bases de Schiff podem ser
sintetizadas de varias maneiras, adotando métodos diferentes (KAFKA; KAPPE, 1997),
enquanto que a condensacdo catalisada por dcido de aminas e aldeidos e cetonas € a mais
comum. Trata-se de uma rea¢do em duas etapas, na qual o ataque nucleofilico pelo d&tomo
de nitrogénio do carbono carbonilico € o primeiro que resulta no intermedidrio da
carbinolamina, que € instavel. No segundo passo, o intermedidrio sofre desidratacdo para

formar uma ligacdo dupla de carbono que € conhecida como base de Schiff (GULL;

HASHMI, 2017), (Figura 6).

Gois, E. P de



29

Introducgao

Figura 6 — Mecanismo da sintese da base de Schiff

|
K
3
!

Fonte: Do Autor.

Complexos de metais contendo base de Schiff sdo comumente sintetizados pela
reacdo de sais metdlicos com ligantes de base de Schiff sob condi¢des de reacdo
especificas. Segundo Cozzi (2004), cinco vias sintéticas sdo descritas para a sintese do

complexo de metal base de Schiff e sdo apresentadas como segue na Figura 7.

A rota 1, usa os 6xidos metalicos [M(OR),] que estdo facilmente disponiveis para
uso particularmente de metais de transicdo. Na rota 2, as amidas de metais, sdo utilizados
como precursores na sintese de complexos metdlicos baseados em bases de schiff.
Virias outras rotas utilizadas como rotas sintéticas consistem na reacdo direta da base de
Schiff e do fon metdlico, rota 3. Na rota 4 ou reacdo das bases de Schiff com os
correspondentes acetatos metalicos em refluxo. O esquema descrito na Rota 5, que € um

pouco eficaz na sintese de complexos metdlicos do tipo salen, compreende uma reacao em

Gois, E. P de



30

Introducgao

duas etapas, a desprotonacdo da base de Schiff e a reacdo com sais metdlicos.
Os hidrogénios fendlicos podem ser desprotonados efetivamente usando hidreto de sdédio
ou potdssio. O hidreto na coordenagdo de solventes e o excedente NaH ou KH podem ser

removidos por filtracdo (GULL; HASHMI, 2017).

Figura 7 — Rota sintética dos complexos metalicos
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Fonte: Do Autor.

As bases de Schiff e seus complexos metalicos emergem como um campo diverso
de quimica e desempenham um papel importante no desenvolvimento e progresso de
coordenagdo quimica (ODDS; BROWN; GOW, 2003). A escolha do ligante organico tem
muita importancia para os complexos de palddio, pois se sabe também que as bases de
Schiff exibem propriedades biolégicas e sdo principalmente usadas como drogas em
medicamentos (PATOLE et al.,, 2006). Estudos experimentais t€ém mostrado que a
incorporagdo do ion metdlico aumenta a atividade bioldgica das bases de Schiff sobre a

quelacao (PUTHILIBAIL 2009; AVAJI 2009).
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1.4 PSEUDOHALETOS

O termo pseudo-halogénio foi introduzido em 1925 e refere-se a forma molecular
de compostos como cianogénio (CN), e ditiocianogénio (SCN),. Também pode ser
aplicado as moléculas como o N,O4 ou (SCSN3),. Em paralelo ao termo pseudo-halogénio
ha outros: pseudo-haleto, grupo pseudo-halogénio e derivados pseudo-halogenados.
Enquanto o termo pseudo-haleto refere-se ao anion, a designacdo de grupo pseudo-
halogénio € utilizada para se referir aos mesmos quando covalentemente ligados as

moléculas organicas (SARGENTELLI, 1996).

Os principais pseudo-haletos sd@o os seguintes fons: azida (N3'), cianato (OCN) e
seu isd0mero o fulminato (CNQO), tiocianato (NCS"), cianeto (CN"), selenocianato (NCSe"),
cianamida (N(CN),) e tricianometanida (C(CN);) (GOLUB; KOHLER; SKOPENKO,
1986). A designacdo destes ions como pseudo-haletos decorre de semelhangas entre as
propriedades dos mesmos com aquelas dos haletos auténticos. Destacam-se as seguintes
propriedades: sdo geralmente volédteis quando estdo no estado livre; reagem entre si
formando compostos como os compostos FN3 e bBr,Cl’; ligam-se a radicais organicos
(alquilas) formando compostos covalentes, RX e uma de sua propriedade mais importante
€ a capacidade de formarem complexos estaveis com muitos metais de transicao, podendo

coordenar-se ao ion metalico de diferentes modos (SANTOS; NEVES, 1984).

Apesar da similaridade, trés diferencas s@o marcantes entre os pseudo-haletos e os
haletos, a saber: os dcidos constituidos por haletos sdo mais fortes do que os dos pseudo-
haletos; a insaturacdo dos pseudo-haletos a qual lhes confere acentuada propriedade como
agentes complexantes e a reatividade destes ions, possibilitando a formacdo de novas

espécies coordenadas ao centro metdlico (GOLUB; KOHLER; SKOPENKO, 1986).

Na quimica inorganica os fons azida (NNN"), tiocianato (NCS") e cianato (NCO")
constituem diversos sais e na quimica de coordenagao sdo conhecidos compostos contendo
estes pseudo-haletos com praticamente todos os metais de transi¢do. Os mesmos

coordenam-se nos modos terminal ou ponte originando espécies monoméricas ou
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poliméricas (GODOY NETTO, 2003; NAKAMOTO, 1986). Quando em ponte, podem

atuar como ligantes end-on (u-1,1) ou end-to-end (u-1,3) (Figura 8).

Figura 8 - Modos de coordena¢do dos pseudo-haletos azida, tiocianato e cianato

M M
AN AN
NNN NNN NNN
Azida e e N
M M M
Terminal end-on end-to-end
M M M M M
A h \\NCS \SCN \SCN
Tioci SCN NCS NC O
ocianato Y N y s y “
M M M M M M
S-terminal  N-terminal p-1.2 H-1.1N p-1.1-5 p-1,1.2

Fonte: Moro, 2007.

Ralph Pearson usa a polarizabilidade das espécies para classificd-las como 4cidos e
bases duros (aos que possuem baixa polarizabilidade), acidos e bases moles aos que
possuem alta polarizabilidade. E a interacdo entre dcidos moles e bases moles sdo mais
efetivas, da mesma forma que 4cidos duros com bases duras (VASCONCELLOS, 2014).
O ion palddio(Il), de acordo com a teoria de Person, € um 4cido mole e com isso, espera-se
melhor interacdo com bases moles. Dentre os haletos e pseudohaletos que se enquadram
nessa classificacdo podemos citar: I, SCN° e CN, em comparagdo aos haletos e
pseudohaletos relativamente com maciez intermedidria, Br', N3, NCS", NCO'. Ja os haletos
F e CI, sdao considerados como base duras e sdo facilmente substituidos por

haletos/pseudohaletos mais macios (MIESSLER; FISCHER; DONALD, 2014).
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1.5 POTENCIAL BIOLOGICO

Atualmente, compostos inorganicos sao constantemente avaliados quanto aos seus
efeitos farmacoldgicos, na esperanca de alcangar curas efetivas para varias doencgas.
Os agentes quimioterdpicos sao substancias quimicas que exercem agdo seletiva sobre as
espécies patogénicas. De acordo com o tipo de microrganismo, os agentes quimioterapicos
sdo classificados em: antihelminticos, antiprotozodrios, antifingicos, antibacterianos,
antivirais e antineopldsicos (ALMEIDA, 2003). Alguns agentes quimioterapicos podem
apresentar um ou mais dos seguintes efeitos: -stdtico, quando inibem o crescimento ou
multiplicacdo ulterior do organismo ou célula invasora; -cida, quando o matam ou
destroem. A busca por novas moléculas evoluiu para a obten¢do de novos compostos no
ambito da pesquisa da Quimica Medicinal inorgdnica para avaliacdo biolégica sobre

algumas doengas de interesses cientificos.

1.5.1 Aspectos gerais do cancer de mama

A neoplasia maligna mais comum em mulheres (com exce¢do do cancer de pele
nio melanoma), tanto nacional quanto internacionalmente, ¢ o cancer de mama.
A estimativa para o Brasil, no bi€nio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil
novos casos de cancer e sdo esperados 57.960 novos casos de cancer de mama, sendo

5.160 para Minas Gerais (BRASIL, 2015).
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Figura 9 — Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2015 por sexo

Localizagan primaria casos novos  percentual Lacalizagao primaria casos novos  percentual
Prostata 60.180  30,8% Homens Mulheres  Mama Feminina 52.680 27,9%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.210 8,8% Colo do Utero 17.540 9,3%
Colon e Reto 14180 7.3% Colon e Reto 15.960 8.4%
Estomago 12.670 6,5% Glandula Tireoide 10.590 h,6%
Cavidade Oral 9.990 5,1% Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.110 5,3%
Esdfago 7.770 4.0% Estdmago 7.420 3,9%
Bexiga 6.210 3.2% Ovério 6.190 3.3%
Laringe 6.110 31% Corpo do Utero 4.520 2.4%
Linfona ndao Hodgkin 5190 2,7% Linfoma nao Hodgkin 4.450 2.4%
Sistema Nervoso Central 4.820 2,5% Sisterna Nervoso Central 4.450 2.4%

*Niimeros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10

Fonte: Brasil, 2015.

Os tumores mamadrios sdo heterogéneos (que possui natureza desigual e/ou
apresenta diferenca de estrutura), sendo este um dos maiores desafios na pratica clinica,
tendo em vista que tumores com os mesmos tipos histoldgicos, estigios e graus de
diferenciagdo podem apresentar desfechos distintos em relacdo aos fatores progndsticos e
as respostas aos tratamentos instituidos, principalmente, devido a diferentes alteragcdes
moleculares (CHEANG et al., 2009). A preven¢do primdria dessa neoplasia ainda ndo ¢é
totalmente possivel em razdo da variagcdo dos fatores de risco e das caracteristicas
genéticas que estdo envolvidas na sua etiologia. Novas estratégias de rastreamento factiveis
para paises com dificuldades or¢amentdrias tém sido estudadas e, até o momento, a

mamografia é recomendada como método efetivo para detec¢io precoce (BRASIL, 2015).

Apesar do sucesso terapéutico da cisplatina, os seus efeitos indesejados justificam a
busca por novos compostos com efeito antitumoral compardvel ou melhor que a cisplatina,
porém, com menor toxicidade sist€émica. A platina e outros metais de transi¢do apresentam
interesse particular para o desenvolvimento de compostos antitumorais devido a forte
interacdo desses metais com o DNA, embora, possam se ligar a outros alvos moleculares
como as proteinas contendo tidis e participar de processos de 6xido-reducdo (MEDICI et
al., 2015). Assim, varios complexos utilizando metais de transi¢do t€m sido sintetizados e
estudados, como € o caso de complexos de palddio (II), que apresentam analogia estrutural

e termodindmica aos complexos de platina (CUTILLAS et al., 2013; GAO et al., 2009;
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GAUTIER; CISNETTI, 2012;). Virios estudos t€ém demonstrado que os complexos de
Pd(II) apresentam atividade citotéxica similar aos complexos e Pt(Il), cisplatina,
carboplatina e oxaliplatina, com menos efeitos adversos € maior solubilidade em agua

(GAO et al., 2009; GAROUFIS; HADJIKAKOU; HADJILIADIS, 2009).

Os primeiros complexos de Pd(II) apresentaram pouca ou nenhuma aplicagdo como
antitumorais, devido a sua rdpida hidrdlise em ambientes bioldgicos, cerca de 10° vezes
mais rapida do que os andlogos contendo platina. A ripida dissociacio em meio aquoso
impede que os complexos atinjam o alvo farmacoldgico e aumenta o risco de formacgao de

compostos reativos, com potencial para interferir em processos bioquimicos das células

normais (CAIRES, 2007; GAROUFIS; HADJIKAKOU; HADJILIADIS, 2009).

Em geral os complexos de Pd(II)s@o divididos em 2 grupos principais: aqueles com
ligantes doadores de enxofre e os complexos com ligantes doadores de nitrogénio e outros
doadores. A atividade bioldgica dos metalocomplexos estd diretamente relacionada ao
ligante, que desempenha papel crucial na estabiliza¢do do estado de oxidacdo especifico do
metal, na modificacdo da reatividade e lipofilicidade e ainda deve ser inerte

(MOTSWAINYANA et al., 2013).

Ulukayaet al. (2011) e Ari et al. (2014) demonstraram que um complexo de Pd(II)
mononucleado, contendo terpiridina apresentou citotoxicidade para células MCF-7 e
MDA-MB-231 de adenocarcinoma mamario humano e o mecanismo de acdo inclui a
quebra de dupla fita do DNA e aumento do estresse oxidativo, o que levou as células a
morte (ADIGUZEL et al., 2014). Campanella et al. (2012) utilizando complexos de Pd(II)
contendo imina e difenilfosfina, [Pd(ca;-o-phen)Cl,] e [Pd(dmba)(dppp)Cl],
respectivamente,demonstraram o efeito citotoxico para a linhagem de células MDA-MB-
435, de adenocarcinoma mamadrio humano triplo-negativo. Outros complexos de Pd(II)
ininico-fosfinicos também se mostraram citotéxicos para células MCF-7, sendo mais
eficientes que a cisplatina (MOTSWAINYANA et al., 2013). Resultados semelhantes
foram obtidos por Banti et al. (2015), com dois complexos trifenilfosfinicos de Pd(II)

testados em células MCF-7.
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1.5.2 Aspectos gerais da leishmaniose e Leishmania ssp.

O género Leishmania é constituido de vérias espécies de protozodrios pertencentes
a familia Trypanosomatidae e a ordem Kinetoplastida, que se caracterizam pela presenga
de uma estrutura extranuclear rica em DNA, denominada cinetoplasto (LAINSON;
SHAW, 1972). Em 1903, Leishman e Donovan separadamente descreveram um
protozodario num tecido de bago, que hoje é chamado Leishmania donovani ( HERWALDT,
1999). O parasito existe em duas formas: e a forma intranuclear amastigota (Figura 8A),
que € ovalada, nao apresenta flagelo visivel na microscopia 6tica, € encontrada no interior
dos fagolisossomos dos macréfagos do hospedeiro mamifero, onde sobrevivem e se
multiplicam e a forma extranuclear promastigota (Figura 8B), que € fusiforme, apresenta
nicleo central e possui flagelo, organela relacionada a locomog¢do do parasito no tubo

digestivo do inseto (CROFT; COOMBS, 2003).

Figura 10 - Formas evolutivas do protozodrio Leishmania

Legenda: A. Amastigota
B. Promastigota

Fonte: Fiocruz, 1997.
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As leishmanioses se caracterizam pelo parasitismo intracelular do sistema
fagocitario mononuclear, a partir da picada do vetor flebotomineo-fémea infectado com as
formas promastigotas de Leishmania que, apés inoculacdo no hospedeiro vertebrado se
transformam em amastigotas no vacuolo parasitéforo de macréfagos (LAINSON; SHAW,

1992).

O medicamento mais utilizado para o combate a Leishmania sdo complexos de
antimdnio pentavalente, Anfotericina B e a Pentamidina. No entanto, estes agentes
apresentam desvantagens como o modo de administragdo parenteral, de longa duragdo da
terapéutica, efeitos toxicos, custo e parasita resistente (GUERIN et al., 2002). Com base
nestas consideragcdes, o estudo de novas drogas para o tratamento das leishmanioses é
importante, uma vez que varios estudos que avaliaram esses medicamentos nao
apresentaram resultados conclusivos (DOGRA; SAXENA, 1996). Azitromicina tem sido
usado para tratar infec¢des causadas principalmente por microorganismos intracelulares,
devido a sua distribui¢c@o tecidual dentro de fagdcitos e sua longa meia vida (PETERS;

FRIEDEL; McTAVISH, 1992).

A atividade dos metais sobre a Leishmania foi descrita por alguns autores como
Navarro e colaboradores (2003) que testaram a atividade leishmanicida de complexos de
cobre (Cu) sobre formas promastigotas de Leishmania braziliensis comprovando sua
interacdo com o DNA do parasita. Além disso, também j4 foi relatada a atividade do ouro
(Au) sobre culturas de promastigotas de L. mexicana interagindo sobre o DNA por
intercalacio  (NAVARRO et al.,, 2010). Iniguez e colaboradores (2014) também

demonstraram atividade de complexos com ruténio sobre Leishmania.

Os complexos contendo paladio(Il) tém chamado a atencdo como uma alternativa
para novas drogas com base metdlica, visto que sua coordena¢do geométrica e processo de
formagdao de complexo sdo similares aos da platina (II) (TUSEK-BOZC et al., 2008).
Na literatura tem sido descrito a sintese de novos compostos de palddio pelas reacdes de
adicdo ou substitui¢do por grupos radicalares como haletos ou pseudohaletos sobre a

atividade antileishmania do tiocianato relatado por Franco (2013).
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1.5.3 Aspectos gerais antifiingicos

Os fungos podem causar infecgdes, sendo denominadas micoses as infeccoes
fingicas. Os fungos (Figura 11) podem ser patogénicos ou ndo, sdo seres eucaridticos,
heterotréficos, possuem parede celular rigida composta por quitinas e polissacarideos, além
de apresentarem membrana celular envolvendo o material genético, membrana composta
de ergosterol e ndcleo. Sua morfologia pode variar dependendo de condi¢gdes nutricionais
de fatores ambientais (pH, temperatura, atmosfera O,/CO,) (TRABULSI et al., 2005;
LEVINSON; JAWETZ, 2005).

Figura 11 — Cultivo de fungo em placa de Petri

Fonte: Alcantara, 2017

Com o passar dos anos o desenvolvimento de farmacos eficientes para combater
infecgdes microbianas revolucionou tratamentos médicos com a reducdo de mortes
ocasionadas por tais doencas. No entanto, o uso de antibidticos indiscrimindvel resultou na
resisténcia dos microrganismos. Isso se tornou um grande problema mundial de saide
publica, uma vez que limita as opg¢des de farmacos disponiveis no mercado, sendo

importante a busca por novos agentes antimicrobianos (OPLUSTIL, 2012).

Nesse contexto o uso de compostos inorganicos no tratamento de doencas como

agentes antifungicos vem sendo muito utilizado. Como exemplo cita-se as

mplex
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apresentam ampla atividade antimicrobiana, sendo ativas em diferentes culturas de fungos,
porém, sua complexacdo com metais de transicdo aumentam seu potencial antiftingico,
como os complexos de cobalto (MYCEK; HARVEY; CHAMPE, 1998). Além disso,
vérios trabalhos evidenciam os estudos antibacterianos e antifiingicos dos complexos de
platina (KUSHEV, et al., 2002; WATABE, et al., 1999). A sintese de dois complexos
Pt(II), [Pt(achsh),Cl,] e [Pt(NHs)(achsh)Cl,] realizadas por Kushev e colaboradores
(KUSHEV, D. et al.,, 2002) ao serem testados em culturas de fungos e bactérias

apresentaram atividade similar e, ou, maior comparadas a cisplatina.
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2 OBJETIVOS

Diante do exposto, percebe-se a necessidade do desenvolvimento de novos complexos
de Pd(II) e estudos para o conhecimento das atividades biologicas dos complexos metalicos.
Assim, o objetivo desse trabalho foi a sintetize, caracterizagdo e a avaliacdo das
potencialidades farmacoldgicas de complexos de palddio(Il) contendo o ligante iminico

1-(4-{[(1E,2E)-3-fenilprop-2-en-1-ilideno]amino } fenil)etanona (Hfafe).
Deste modo, o presente trabalho tem os seguintes objetivos especificos:

a) Sintese do novo agente complexante nitrogenado (Base de Schiff ou iminas),
1-(4-{[(1E,2E)-3-fenilprop-2-en-1-ilideno]amino } fenil)etanona (Hfafe), e realizar

a coordenacdo deste agente complexante com o paladio(Il);

b) Sintese dos novos complexos de Pd(Il) através da troca de cloreto (CI') por outros

haletos: brometo (Br’) e iodeto (I') e pseudohaletos: tiocianato (SCN") e azida

(N3);

¢) Caracterizagdo dos novos compostos utilizando as técnicas de andlise elementar
(CHN), espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV), andlise térmica
(TG e DTA), espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN de 'H e Bo),
determinag@o estrutural e molecular por técnicas de difratometria de raios-X,

condutividade elétrica e propriedades eletrOnicas;

d) Investigacdo da atividade em Leishmania ssp, células tumorais e fungos com o

intuito de avaliar as potencialidades bioldgicas dos novos compostos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Em todas as sinteses foram utilizados reagentes P.A. Os principais solventes e

reagentes estdo listados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Principais solventes utilizados nas sinteses

Solventes Férmulas | Procedéncias
Acetona C3;HcO Cromoline
Acetonitrila CH;CN Isofar
Cloroférmio CHCl; Cromoline
Diclorometano CH,Cl, Isofar
Dimetilsulf6xido (DMSO) C,HeSO Ecibra
Etanol C,HsOH Ecibra
Eter Etilico C4H;00 Ecibra
Metanol CH;0H Impex
Nitrometano CH;NO, Nuclear
Pentano CsH» Isofar
Tetrahidrofurano (THF) C4HgO Synth

Fonte: Do Autor.
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Tabela 2 - Principais reagentes utilizados nas sinteses

Reagentes Férmula | Procedéncia
Azida de sodio NaNj Riedel
Brometo de Potéssio KBr Vetec

Cianato de Potassio KCNO Carlo Erba
Cloreto de Litio LiCl Synth
Cloreto de Paladio (II)  PdCl, Sigma Aldrich

Iodeto de Potéssio KI Merck
p-aminoacetofenona CsHoNO  Carlo Erba
trans-cinamaldeido CsHgO Merck
Tereftaldeido CsHeOo Aldrich

Tiocianato de Potassio = KSCN Merck

Trietilamina CeH 5N Vetec

Fonte: Do Autor.

Para facilitar a explanacao dos resultados alcangados, o fluxograma abaixo, indica
as sinteses realizadas a obtencdo do novo ligante iminico e dos novos complexos de

paladio(II).
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Figura 12 — Mecanismo da sintese da base de Schiff Hfafe
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Fonte: Do Autor.

3.1 SINTESE DO NOVO LIGANTE IMINICO Hfafe (L1)

A sintese da imina foi conduzida reagindo-se aldeido ou cetona com amina, na
propor¢ao estequiométrica adequada, em etanol e a temperatura ambiente, em Erlenmeyer
com tampa e boca esmerilhada. O Erlenmeyer contendo o meio reacional foi transferido
para um freezer com o intuito de se obter o sélido por abaixamento de temperatura.

As reagdes foram realizadas em duplicata.
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Figura 13 — Equagdo quimica para a obtencao do ligante Hfafe L1

/

—Z

HoN —

Fonte: Do Autor.

Para a sintese do novo ligante iminico ou base de Schiff, Hfafe (Figura 13), foi
conduzida reagindo-se p-aminoacetofenona com trans-cinamaldeido, na proporcao
estequiométrica 1:1, em meio etandico, a temperatura ambiente de 27 °C, em um baldo
volumétrico de fundo redondo. Foram gotejados 1,0500 g (7,94 mmol) de
trans-cinamaldeido dissolvido em 10,0 mL dlcool etilico em uma solucdo limpida
constituida de 1,0700 g (7,94 mmol) de p-aminoacetofenona em 10,0 mL de 4lcool etilico,
sob agitacdo. Apds 2 horas de reacdo, observou-se a formacao de um precipitado amarelo
claro. O sistema foi transferido para um freezer com o intuito de se obter cristais por

abaixamento de temperatura. As reacdes foram reproduzidas em duplicata.

3.2 SINTESE DO NOVO COMPLEXO PRECURSOR DE PALADIO(II)

A sintese de nova espécie quimica de coordenacdo foi realizada reagindo o novo
ligante obtido com o sal de metal de transicao tetracloropaladato(Il) de litio, em propor¢dao
estequiométrica adequada e utilizando o metanol como solvente a temperatura ambiente.
O método de litiagdo é muito empregado na complexacdo de complexos de palddio

(CAVALCANTE et al., 2008; ANGELO et al., 2001). O PdCl, € insolivel em MetOH.
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A adicdo de LiCl se faz necessaria, pois forma-se um complexo solivel em metanol a

quente, o tetracloropaladado(II) de litio, € o precursor reacional (Figura 14).

Figura 14 - Esquema do método de Parshall
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Fonte: Do Autor.
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3.2.1 Sintese do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1)

Solubilizou-se 1,0000 g (5,64 mmol) de PdCl,, em 40,0 mL de metanol, sob
aquecimento e agitacdo durante cerca de 20 minutos, em um baldo de fundo chato.
Apés este tempo, foi observado certo escurecimento da mistura e formacdo de uma
suspensdo. Adicionou-se entdo 0,4704 g (11,28 mmol) de LiCl, deixando reagir por mais
20 min. Observou-se a solubilizagdo do sélido em suspensdo. Filtrou-se a solu¢@o ainda a

quente para remog¢ao de residuos sélidos insoluveis.
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Em outro baldao de fundo chato, solubilizou 1,4000 g (5,64 mmol) do ligante
iminico Hfafe L1 em metanol, formando-se uma solu¢do limpida e cristalina. Fez-se entao
uma lenta adi¢do desta solugdo a anterior contendo predominantemente Li,[PdCly]. Deixou
o sistema em agitacio e sob gotejamento de uma solucao metanol-trietilamina (20:1) (v/v).
O lento gotejamento teve duracdo de 8 horas sendo observada a formagao de um solido
amarelo (Figura 15). O precipitado produzido foi entdo filtrado, lavando-se com 4gua e

éter e seco sob vacuo.

Figura 15 - Equacdo quimica para a obten¢do do [PdCl,(Hfafe),] (C1)

—0

cl ol

2 N +  Lis _Pd_ ——> [PdCly(Hfafe),] + 2 LiCl
\ Cl Cl

Fonte: Do Autor.

3.3 REACOES DE SUBSTITUICOES

Com a obten¢do do novo complexo precursor [PdCl,(Hfafe),] (C1), e com o intuito
de se investigar a reatividade dos mesmos frente a haletos e pseudohaletos, foi conduzida
entdo reacdes de substituicdo do cloro, por brometos e iodetos, bem como pelos
pseudohaletos azida e tiocianato. O estudo de séries de complexos se faz necessdria para a
comparacdo de suas propriedades fisicas e quimicas, além das propriedades bioldgicas, o
que facilita interpretar a relagdo estrutura quimica versus atividade bioldgica (SAR).

A escolha destes sais foi norteada por suas relevantes propriedades farmacoldgica.
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Em reacdo estequiométrica e dissolvido em acetona, o complexo precursor foi agitado com

os sais inorganicos NaN3, KSCN, KBr e KI para obten¢do de novos complexos.

3.3.1 Sintese de complexos do tipo [PdX,(Hfafe),] sendo X = N3 (C2), SCN (C3),
Br (C4) eI (C5)

Para a obten¢do de complexos do tipo [PdX,(Hfafe),] sendo X = N3, SCN, Bre I, a
partir do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1), utilizou-se a propor¢ao 1:2 (complexo-cloro:sal

inorgéanico), conforme esquema reacional abaixo:

Esquema Reacional previsto:

[PACl,(Hfafe),] + 2 NaX —> [PdX,(Hfafe),] +2 NaCl

Solubilizou-se 0,3001 g (0,44 mmol) do complexo em 20,0 mL de acetona, sob
agitacdo. Em seguida solubilizou-se os sais inorganicos 0,057g (0,88 mmol) de NaNj,
0,0808 g (0,58 mmol) de KSCN, 0,1052 g (0,58 mmol) de KBr e 0,1472 g (0,58 mmol) de
KIem 0,01 mL de dgua destilada e adicionou-se ao complexo. Deixou-se reagindo por 2 h.
Ap6s o término da reagdo, o baldo contendo a mistura reacional, foi levado a geladeira
permanecendo por volta de 24 horas. A solugdo foi filtrada lavando-se o produto com dgua
em abundancia para remocao do cloreto de sddio / cloreto de potdssio formado no processo
reacional. Os sdélidos sintetizados apresentam coloracdo laranja para o complexo
[Pd(Ns),(Hfafe),] (C2), verde para [Pd(Hfafe),(SCN),] (C3), laranja para [PdBr,(Hfafe),]
(C4) e marrom para [Pd(Hfafe),I,] (C5), respectivamente.
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3.4 METODOLOGIA DE CARACTERIZACAO

A seguir serdo apresentadas as técnicas e equipamentos utilizados para a elucidagdo

dos compostos sintetizados neste trabalho.

3.4.1 Ponto de Fusao ou Temperatura de Decomposicao

Os pontos de fusdo ou decomposicdo foram medidos no equipamento Marte
(PEM II). A amostra foi triturada e empacotada em tubo capilar para registrar a faixa de
temperatura da primeira evidéncia visivel do sélido até a sua fusdo ou decomposicdo.

Foram realizados em triplicata.

3.4.2 Testes de solubilidade

A solubilidade dos compostos foi testada com os solventes: dgua, metanol, etanol,
acetonitrila, acetona, diclorometano, cloroformio, THF ¢ DMSO. Com a finalidade de
verificar a solubilidade dos compostos com os solventes que foram utilizados nas técnicas
de caracterizacdo, como espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta — visivel
(CH3CN), ressonancia magnética nuclear (CDCl; ou DMSO.dg) e os testes bioldgicos

(DMSO).

3.4.3 Analise elementar

Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram determinados no Analisador

Elementar da LECO Instruments - modelo TruSpec CHNS-O, utilizando porta-amostra de
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prata. Foram utilizados como compostos de referéncia Acetanilida, Cistina, EDTA e

sulfametazina, conforme o teor de carbono e, ou nitrogénio esperado.

3.4.4 Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho, IV, foram registrados no
espectrofotometro Simadzu — IR Prestige 21. As pastilhas apropriadas para a leitura foram
preparadas pela maceracdo, em almofariz de dgata, da amostra com brometo de potdssio e

posterior compactacdo numa prensa hidraulica (aprox. 10 t).

3.4.5 Analise térmica

As curvas termogravimétricas (TG/DTA) foram obtidas empregando-se o
equipamento da TA Instruments — Q-600 Séries. Cada amostra, com cerca de 8,0 a 10,0
mg, foram disposta em cadinho de alumina, o qual foi submetido a um aquecimento desde
a temperatura ambiente ate 1100°C, com razdo de aquecimento de 20°C min."l, sob

atmosfera de ar sintético e fluxo de 100 mL.min."".

3.4.6 Espectroscopia de ressoniancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética multinuclear (RMN) foram obtidos em um
Espectrometro Brucker DPX-300, operando a 300 MHz para RMN 'H e 75 MHz para
RMN BC. As amostras foram preparadas com prévia solubilizacdo em solvente deuterado

neste caso o DMSO-dg.

Gois, E. P de



52

Parte Experimental

3.4.7 Difracao de raios-X

Foram obtidos cristais adequados para analise de difracio de raios-X pela
evaporacao lenta da acetona proveniente na solu¢do mae da reagdo do complexo precursor
[PdCl,(Hfafe),;] (C1) com o sal inorganico NaN3; formando o complexo [Pd(N3),(Hfafe),]
(C2).

3.4.7.1 Coleta de Dados

As medidas de DRX por monocristal dos compostos obtidos foram realizada no
Laboratorio de Cristalografia da UFMG (LabCri) em cooperagdo direta com o Prof. Dr.
Carlos Basilio Pinheiro. O LabCri é um laboratério multiusudrios aberto a comunidade
cientifica interessada em usar técnicas de difracdo de raios X para apoio a pesquisa.
As medidas foram realizadas em um difratdmetro de 4-circulos (Gemini) destinado a
estudo de amostras monocristalinas, dotado com detector CCD, dois comprimentos de
onda (K,-Cu e K,-Mo) e acessorios para estudos em altas (< 650 K), baixas temperaturas
(> 90 K) e altas pressdes (< 3 atm). O professor responsavel pelas medidas foi o
Prof. Dr. Antonio Carlos Doriguetto e¢ pelo tratamento dos dados a Dra. Iara Rosa

Landre.

3.4.7.2 Tratamento de Dados de Difracao

Deu-se-a preferéncia a utilizacdo de softwares com licenca livre. Durante o
tratamento numérico dos dados de difracdo (reducdo, determinacdo e refinamento
estrutural), foram utilizados os softwares como o SHELXL.-97, SHELXS-97, WINGX,
PLATON, ORTEP-3, MERCURY. Todos eles sdo softwares livres, de excelente qualidade
e facilmente obtidos na grande rede. Correcdes (tais como fator de polariza¢do e absorc¢ao)

foram efetuadas sobre os dados experimentais de difracdo, usando os métodos e os
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softwares adequados. As estruturas foram resolvidas usando os métodos de Patterson e, ou,
diretos, com o programa SHELXS-97 (SHELDRICK, 1997). Os modelos assim obtidos
foram refinados (minimos quadrados de matriz completa) em F* usando o programa
SHELXL-97 (SHELDRICK, 1997). O programa WINGX (FARRUGIA, 1999) foi usado
na andlise dos dados. Os programas ORTEP-3 (FARRUGIA, 1997), STRUPLO
(FISCHER, 1985), Mercury 1.1.2 (CCDC, 2001-2002) foram usados para analisar e

elaborar representacdes graficas das estruturas.

3.4.8 Condutividade Elétrica

Utilizou para as medidas de condutancia um equipamento e um eletrodo padrao da
AAker. A solucdo padrio de KCl que foi utilizada para calibragem do equipamento,
apresentou condutividade de 1,413 uS/cm na temperatura controlada de 25 °C, com célula
de platina, com constante de cela K=1 cm™. Todas as solu¢des foram preparadas com

concentracdo de 0,1 mmol, nas quais empregou nitrometano (CH3;NO,) como solvente.

3.4.9 Propriedades eletronicas

Os cdlculos das propriedades eletronicas foram realizado no Laboratério de
Modelagem Computacional - LaModel, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal
de Alfenas - Unifal-MG, com colaboracio do Prof. Dr. Thosvany Camps Rodrigues. Para
obter as propriedades eletronicas do ligante L1, os célculos funcionais de densidade foram
realizados usando o pacote Gaussian 09 (Gaussian09). As simula¢des foram feitas usando
o funcional hibrido M06-2X de Truhlar e Zhao (M062X) para a correlacdo e troca
funcional em conjunto com a base 6-311++G(d,p). O funcional M06-2X é um funcional
alto nao-localiza¢do com o dobro da quantidade de troca ndo-local (2X), e é parametrizada
apenas para nao-metais. Devido ao seu desempenho, foi recomendado que fosse usado para

o estudo da termoquimica, da cinética e das interagdes nao covalentes do grupo principal
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(M062X). A otimizacdo de geometria foi verificada através das freqii€ncias infravermelhas
reais e o critério de convergéncia de energia foi igual a 10°. Para prever a reatividade dos
compostos, uma andlise topoldgica foi realizada usando o software TAFF (TAFF). Nesse
caso, foram determinados os orbitais de fronteiras: HOMO (orbital molecular ocupado
mais alto) e LUMO (orbital molecular mais baixo desocupado) junto com as fungdes de

Fukui.

3.5 TESTES BIOLOGICOS

Com o intuito de verificar as potencialidades farmacolégicas dos compostos

sintetizados, os novos compostos foram enviados para testes bioldgicos frente a:

a) Avaliacdo antitumoral para as linhagens celulares MCF-7 (ER") e MDA-MB-
435 (triplo negativo; ER’, PR, HER2');

b) Avaliacdo antileishmania nas formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e L.

(L.) chagast,

¢) Avaliacdo antifingica do género Candida spp.: Candida albicans ATCC
10231, Candida tropicalis ATCC 750, Candida krusei ATCC 6258, C.
glabrata ATCC 90030, C. parapsilosis ATCC 22019.

3.5.1 Avaliacao da Citotoxicidade

A avaliacdo da atividade dos testes carcinogénicos dos compostos sintetizados foi
realizada no Laboratério de Cultura de Células (LCC) da UNIFAL-MG, com colaboracao
da Profa. Dra. Cibele Marli Cacdo Paiva Gouvéa, para o ligante e os complexos metélicos
obtidos. As linhagens celulares MCF-7 (ER+) e MDA-MB-435 (triplo negativo; ER-, PR-,
HER?2-) provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRI).
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3.5.1.1 Cultura de células de carcinoma mamario humano

Foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640, contendo 20% (v/v) de soro fetal
bovino inativado termicamente, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (10 pg/mL), em
atmosfera umidificada com 5% de CO,, a 37 °C. O meio foi substituido a cada 2 dias e as
células foram subcultivadas a cada 5 dias, apds tripsiniza¢cdo com solu¢cdo de Tripsina-

EDTA a 0,25%.

3.5.1.2 Tratamento das células

Antes do inicio dos experimentos a viabilidade celular foi determinada por
coloragdo com Trypan blue (método de exclusdo do corante). A seguir 2x10* células
vidveis/mL foram transferidas para placas “multiwell” de 24 e 96 pogos e mantidas por
24 h para aderéncia. A seguir as células foram incubadas com os compostos, por 24 e 48 h,
para avaliacdo da citotoxicidade. Células tratadas com o veiculo constituiram o controle
negativo (CN) e com cisplatina a 5,0 uM, o controle positivo (CP). Os experimentos foram
realizados em triplicata. Os compostos foram dissolvidos em DMSO e foram feitas
diluicdes seriais em DMSO até a obtengcdo da concentragdo desejada. Para os ensaios

foram utilizadas as concentrag¢des de 0,1; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 uM de cada composto.

3.5.1.3 Ensaio de ligacdo ao DNA

Foi verificada a interagdo in vitro dos ligantes e complexos de Pd(Il) ao DNA
plasmidial. Foram utilizados 500,0 ng do plasmideo pUC-19, que foram incubados a 37 °C
por 30 min em tampao TE (Tris10 mM, pH 8,0, contendo EDTA 1 mM) na auséncia (CN),
na presenca da cisplatina (CP) e dos compostos sintetizados. A interacdo com o DNA foi

avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% (CHEN; WU; LIN, 2007).
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3.5.1.4 Ensaio de sulforrodamina B (SRB)

Foi utilizada a coloracdo das proteinas com sulforrodamina B para determina¢do do
efeito de diferentes concentracdes dos compostos sobre o teor de proteinas celulares, um
indicador da viabilidade celular, de acordo com Vichai e Kirtikara (2006), com
modificagdes segundo Carvalho, Ishikawa e Gouvéa (2012). Decorrido o tempo de
tratamento, as células foram fixadas com 200,0 pL de 4cido tricloroacético (TCA) a 10%
(p/v), a 8 °C, por 1 h. A seguir, o TCA foi removido e as células lavadas com &dgua
destilada. Apds secagem por 24 h, a temperatura ambiente, foram adicionados 200,0 uL de
sulforrodamina B a 0,4% (p/v) em é&cido acético a 1% (v/v), por 30 min. Decorrido o
tempo, o corante foi removido e os pogos lavados por 4 vezes com acido acético a 1%
(v/v). Apds secagem por 24 h, a temperatura ambiente, o corante foi dissolvido pela adi¢do
de 200,0 pL. de Tris 10,0 uM, pH 10,5, por 10 min sob agitacdo e a absorbancia
determinada a 510 nm. O efeito dos compostos sobre o teor de proteinas celulares foi

determinado considerando-se o teor de proteina do (CN) como 100%.

3.5.1.5 Andlise morfol6gica e morfométrica

Decorrido o tempo de tratamento, as células foram fixadas com acetona a 70%,
coradas com hematoxilina-eosina, desidratadas e foram preparadas laminas permanentes,
para andlise morfoldgica e morfométrica. As laminas foram observadas ao microscépio
Olympus BX52 e imagens digitais foram adquiridas utilizando-se o software Motic Plus
2.0, para captura e andlise de imagem. Foram analisados 15 campos aleatérios, por
tratamento e o didmetro das colonias e das células foi determinado de acordo com o

descrito por Campanella et al. (2012) e Carvalho, Ishikawa e Gouvéa (2012).
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3.5.1.6 Fragmentacdo do DNA

A avaliacdo foi realizada por meio do estabelecimento do padrdao de escada do
DNA (“DNA ladder”), que € um indicador de apoptose (NIGAM et al., 2008). O DNA foi
extraido utilizando-se kit Qiagen e submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,8% em
TBE (Tris 10 mM, 4cido bérico 10 mM e EDTA 1mM), por 1 h, a 80 V. O gel foi corado

com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e fotografado sob transluminag¢do com ultravioleta.

3.5.1.7 Ensaio de morte celular

Para estimar a morte celular foi utilizado o método de coloragdo por fast green,
descrito por Weisenthal et al. (1983), com modificacdoes. Este ensaio baseia-se na
capacidade das células vidveis excluirem o corante, enquanto as células mortas nao o
fazem. Decorrido o tempo de tratamento, as células foram coradas com fast green 2%
(m/v), em NaCl 0,15 M, por 10 min, seguido de coloracdo por hematoxilina. As laminas
foram processadas e montadas com Enthellan, observadas ao microscépio Olympus BX52
e imagens digitais foram obtidas utilizando-se o software Motic Plus 2.0, para captura e
andlise de imagem. As células vidveis apresentam coloragao rosa-avermelhada e as mortas,
verde. Foram analisados 15 campos aleatérios, avaliando-se 600 células, para
determinagdo da porcentagem de células mortas (CARVALHO; ISHIKAWA; GOUVEA,
2012).

3.5.1.8 Analise estatistica

Os dados obtidos para os experimentos realizados foram comparados por andlise de

variancia pelo teste ANOVA, seguido do teste de Tukey, quando p < 0,05.
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3.5.2 Avaliacao antilleishmania

A avaliagdo da atividade leishmanicida para os ligantes e os complexos metalicos
obtidos foi realizada no Laboratério de Parasitologia/Biologia Molecular da UNIFAL-MG
sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcos José Marques ¢ da discente de Mestrado
Patricia F. Espuri, do Instituto de Ciéncias Biomédicas. Foram usadas cepas referéncia de
L. amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269), provenientes do instituto Evandro Chagas
(Belém, PA, Brasil).

4.5.2.1 Avaliagao da atividade antipromastigota

As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (L.) chagasi foram mantidas
em meio LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) em estufa a 26 °C, e
coletadas em fase exponencial de crescimento para realizacao dos testes (MESA-VALLE
et al., 1996). Para a realizacdo dos testes foram transferidas a razdo de 1 x 10° células/mL
para placas de 24 pocos, onde entdo foram adicionado os complexos que foram avaliados
nas concentracdes 40; 10; 5 e 0,1 pg/mL. Apés 72 horas de incubagdo a 25 °C foram
adicionados 100 pL de resazurina em cada poco. Apds 6h de incubacdo com resazurina, as
placas foram lidas em 570 nm e 600 nm, utilizando um leitor de microplacas para a
determinac¢do da ICsg, tendo como controle, o protozoario em meio de cultura sem a adi¢do
de farmacos. O 1Csy foi entdo comparado ao ICsy do farmaco padrdo anfotericina B

(PEREIRA et al., 2011).

4.5.2.2 Avaliagdo da citotoxicidade

Para avaliacdo da citotoxicidade, foram utilizados macréfagos peritoneais murinos
mantidos em meio RPMI 1640 a 37 °C e 5% de CO,, dispostos em placas de 96 pocos na

razdo de 8,00 x 10° por poco, aos quais foram adicionada os compostos a serem avaliados
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nas concentragdes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,8125; 3,90 pg/mL e incubados
por 48 horas. Apdés o periodo de incubacdo foram adicionados 10 pul de MTT
(3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo) a cada pogo, com nova
incubacdo por 4 horas. As células lisadas com DMSO foram avaliadas em
espectrofotometro UV/VIS Shimadzu, duplo-feixe, modelo 2550 a 570 nm para
determinagao do CCsy por comparagdo ao controle sem adicado de compostos ou farmacos
(PEREIRA et al., 2011). A densidade 6ptica obtida foi entdo convertida a porcentagem de
inibicdo usando a equacao (1), para que entdo por andlise de regressdo dos dados pudesse
ser determinada a concentragcdo citotéxica a 50% dos macréfagos (CCsp) (PEREIRA,

2010).

Equacao (1):

9Inibi¢ao = [(DOcontrole — DOcomposto)/DOcontrole]x 100

DMSO foi usado como controle € a Anfotericina B foi utilizada como medicamento

de referéncia. Os ensaios foram realizados em triplicata e em trés ocasides diferentes.

4.5.2.3 Avaliagao da atividade anti-amastigota

Para avaliacdo da atividade leishmanicida perante amastigotas, foram utilizados
macréfagos peritoneais murinos a razio de 8x10° macréfagos, mantidos em meio RPMI
1640 a 37 °C e 5% de CO,, em placas de 24 pocos, os quais foram infectados com
promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (L.) chagasi na fase log de crescimento na razao
de 3:5. A cada poco foram adicionadas as substancias avaliadas nas concentracdes 40; 10;
5e 0,1 pg/mL, e incubadas a 37 °C e 5% de CO, por 72 horas, quando entao foram fixadas
com metanol e coradas com Giemsa a 10% para posterior andlise por microscopia ética e

determinacdo da razdo entre macréfagos infectados e ndo infectados, possibilitando a

ontrole
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comparado ao ICsp o farmaco padrdo anfotericina B e como controle foi utilizado

macréfagos infectados sem a adicao de drogas (PEREIRA et al., 2010).

3.5.3 Avaliacio antifiingica

A avaliacdo da atividade antiftingica para os ligantes e os complexos metalicos
obtidos foi realizada no Laboratério de Microbiologia da UNIFAL-MG sob a
responsabilidade da Prof* Dr* Amanda Latercia Tranches Dias e da doutoranda Naiara

Chaves Silva, do Instituto de Ciéncias Biomédicas.

Foram avaliadas as concentracdes inibitorias minimas de 50% do crescimento
(MICsp) e 90% (MICqp). As avaliacdes/determinacdes dos valores de concentragcdes
inibitérias foram realizadas segundo a metodologia de microdiluicdo em caldo para
leveduras conforme documento M27-S4 (CLSI, 2012). O meio de cultura utilizado foi
caldo Mueller Hinton + 2% e as substancias foram avaliadas nas concentra¢des (Lg/mL):
100; 60; 30; 15; 7,5; 3,75; 1,875; 0,938; 0,469; 0,234. Os ensaios foram realizados sobre
leveduras padroes American Type Culture Collection (ATCC). Os microrganismos

escolhidos s@o oportunistas e ou patogénicos.

Fungos: Leveduras do género Candida spp.: C. albicans ATCC 10231, C.
tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030, C. parapsilosis
ATCC 22019.

Na avaliacdo da atividade antifingica foi utilizado como controle positivo o
antifungico Fluconazol; solucdo salina (0,85%) e o solvente DMSO foi utilizado como
controle negativo dos ensaios. A leitura dos resultados foi realizada apds 24 h e 48 h de

incubacdo. Os ensaios foram realizados em duplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir serdo apresentadas as caracterizagdes e discussdes dos resultados obtidos

para o novo ligante e os complexos, a partir das técnicas descritas na metodologia.

4.1 LIGANTE NITROGENADO Hfafe (L1)

A nova Base de Schiff (Hfafe) sintetizada apresenta coloragdo amarela com
rendimento de 86%. Tem ponto de fusdo bem definido em 130-134 °C. Com a anélise desse
dado, é possivel elucidar que houve a formag¢do de um novo composto, visto que o ponto de
fusdo encontrado se difere dos pontos de fusdo dos reagentes de partida, 103 °C para o
p-aminoacetofenona e -8 °C para o frans-cinamaldeido. O intervalo de fusdo, para o composto
obtido, dé indicio que o mesmo estd puro, pois apresenta temperatura constante durante o
processo de fusdo. Cristais nao foram formados a partir das técnicas de cristalizagdo.
Apresentou alta solubilidade em acetona, acetonitrila, diclorometano, cloroférmio, THF e
DMSO. Pouco solivel em metanol e etanol. CpsHy0N,O, = 249,31 g. mol ™. Condutividade
molar: 3,54 uS/cm. Andlise elementar - % calc. (% enc.): C: 81,90 (81,54); H: 6,06 (6,19);
N: 5,62 (5,29).

4.1.1 Espectroscopia vibracional na regiao IV

A técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho € um método
espectroscopico de andlise que fornece informagdes quanto aos grupos funcionais que estdo
presentes na estrutura das substancias. O espectro obtido do ligante iminico foi comparado

com os espectros dos reagentes precursores (Figura 16).
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Figura 16 - Espectros dos precursores (a) 4-aminoacetofenona e (b) trans-cinamaldeido
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Fonte: http://www.aist.go.jp/index_en.html.

O espectro de absorcdo do reagente p-aminoacetofenona detectou-se bandas na regido
de alta freqiiéncia em 3396-3334 cm’’ referentes 2 ligacdo v assimétrica e simétrica de (N-H),
Figura 16 a. Na outra regido espectral foi observado banda na regido 1594 cm™ que
evidenciam o estiramento do grupo carboxilico v,(C=0), Figura 16 b. Além destas,
observam-se a conformacio - para - que é caracterizada pela banda em 835 cm™ atribuida ao
8(C-H) do anel aromdtico. Analisando o espectro no IV do frans-cinamaldeido, observou-se
banda na regido de frequéncia menor em 748 cm’, atribuida ao modo vibracional de
deformacdo angular &(C-H) caracteristica de sistemas aromdticos mono-substituidos.
Observa-se na regido espectral o estiramento assimétrico da carbonila em 1677 cm™ v(C=0),

caracteristica do grupo carboxilico ainda presente na molécula.

Um modo vibracional importante que corrobora a formacao do ligante € o v(C=N) do
grupo imina, em 1578 cm™ (MAURYA, 2015), é que esta banda estd ausente no espectro dos
reagentes precursores. O baixo valor da banda de vibracdo v(C=N) estd relacionado a
conjugacdo do grupo iminico ao anel aromatico (KAYA, 2015). Estes dados indicam a sintese

da Base de Schiff (Figura 17).
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Figura 17 - Espectro na regido do IV do ligante iminico Hfafe (L1)
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trans-cinamaldeido e 3064 cm™ para p-aminoacetofenona, tem valores semelhantes aos

. . . -1 .
observados no espectro da imina sintetizada, que ocorreu em 3038 cm™. O grupo carboxilico

v(C=0) aparece no comprimento de ondas de 1670 cm™ para o ligante (Figura 17).

A conformacdo — para — em 828 cm™' do precursor p-aminoacetofenona, ainda é evidenciada

em 835cm’ ea conformagdo mono substituida em 748 cm™! do trans-cinamaldeido, também

é observado no ligante sintetizado em 752 cm™'. Estes dados sugerem a formacio da espécie

quimica sintetizada. Outra banda importante observada é na regido de 3325 nm, ¢

caracteristica de overtone da carboxila. Overtone sdo bandas com valores de freqiiéncia

correspondentes lineares das bandas fundamentais ou multiplos das mesmas (AMENDOLA;

GUTZ, 2007).
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O espectro vibracional tedrico também foi calculado, mas apenas para o ligante livre
na fase gds. Esse resultado tedérico pode ser comparado com o obtido pela espectroscopia de
infravermelho. Na Tabela abaixo (Tabela 3) pode-se perceber a disparidade entre os valores
obtidos pelos cdlculos e pelo 1V para as freqiiéncias de deformagdes e estiramentos presentes
na estrutura do Hafafe (L1), mas de certa forma isso ja era esperado. Os célculos realizados
consideravam a molécula no estado gasoso, no qual pode-se dizer que ela estd mais livre e
dispersa no gés, onde a chance dela realizar possiveis interacdes com outras moléculas que
podem interferir na freqiiéncia de vibragdo € menor; o que € bem diferente do que ocorre no
estado fisico do composto no momento da andlise de infravermelho. No estado sélido, as
interacdes com as moléculas vizinhas, e a estrutura mais compacta que o composto apresenta

nesse estado certamente influencia em sua sequéncia de vibragao.

Tabela 3 — Valor tedrico e experimental, em cm™', para as freqiiéncias de deformacio e

estiramento do ligante Hfafe (L1)

Hfafe (L1) | Tedrico | Experimental

Vas(C-H)ar 2996 2991
Vs(C-H),r 2860 2855
v(C=0) 1676 1670
v(C=N) 1580 1578
Vv(C-N) 1188 1179
O(C-H)yr 844 835
O(C-H)ar 756 752

Fonte: Do Autor.

Se analisarmos a variacdo das freqiiéncias de vibracdo, percebe-se que os valores
obtidos tanto na teoria como na parte experimental sdo bem préximos, corroborando assim a

proposta do ligante.
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4.1.2 Espectroscopia de RMN de 'H

Para 'H, espera-se que quanto maior a blindagem do 4tomo, menor é o valor de §(sinal
mais perto daquele atribuido ao padrao TMS). No espectro do L1, em CDCls, o sinal singleto
em 2,37 ppm refere-se aos hidrogénios presente na metila ligada a carbonila (DAY AN, 2015).
O sinal em 8,38 ppm ¢ atribuido ao hidrogénio pertencentes ao carbono do C=N,
caracteristico de iminas ou bases de Schiff por este ser o mais desblindado. (PATTANAYAK,
2015). Na Figura 18, observa-se que os sinais estdo de acordo com os descritos na literatura

(SILVERSTEIN, 2007).

Figura 18 — Espectro de RMN de 'H do Hfafe (L1)

L1
/7:5\ /1COH3 2
N—3 4—9
/2 N/ N\
19— 18 12— 1 8s—6
/ \ // 1
17 14— 13
N/
16— 15

Legenda: Solvente (CDCl3)

Fonte: Do Autor.
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Mas, € bom ressaltar a caracteristica apresentada nos sinais deste ligante, pois estes
apresentam duplicidade nos hidrogénios presentes nos alquenos da molécula (Figura 19). Isto
ocorre, devido a ligacdo vicinal do hidrogénio estar em ambientes quimicos muito diferentes.
Cada hidrogénio corresponde a uma absor¢ao e o spin de cada um sera afetado pela orientacdo

do outro hidrogénio, o que faz com que cada absor¢do apare¢a como um dubleto.

Figura 19 — Ampliagdo do sinal no espectro de RMN de 'H do Hfafe (L1)

- 8.40
- 8.37

841 840 839 838 837 836 835
ppm

Fonte: Do Autor.

O espectro de RMN de Be (Figura 20) do ligante iminico estd de concordancia com os
sinais listados na literatura (SILVERSTEIN, 2007). O sinal em 27,10 ppm € proveniente do
carbono mais blindado, o da metila. E o deslocamento quimico em 197,42 ppm ¢ atribuido ao

carbono na carbonila, que na molécula é a mais desblindado. Os outros sinais sdo referentes

aos alquenos e ao anel aromético.
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Figura 20 — Espectro de RMN de "*C do Hfafe (L1)
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Fonte: Do Autor.

4.1.3 Analise Termogravimétrica (TG/DTA)

Com o intuito de estudar o comportamento frente ao aquecimento do ligante iminico
Hfafe, realizaram-se curvas TG-DTA. A andlise da Figura 18 revela que o ligante iminico por
apresentar C, H, O e N, termodecompdem totalmente em 4dgua, gas carbonico e 6xidos de
nitrogénio, por isto, a auséncia de residuo sélido era esperada. O residuo final de 2,69% estao
dentro do erro instrumental e ndao pode ser considerado significativo. O estudo da
decomposicdo térmica realizado para o ligante iminico Hfafe, em atmosfera de ar sintético,
também estd de acordo com a estrutura apresentada (Figura 21). Cabe ressaltar que a DTA
nos mostra em aproximadamente 136 °C um pico relacionado a mudangas fisicas, pois como

se pode ver ndo ocorreu perda de massa, sendo indicio do ponto de fusdo do ligante.
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Figura 21 - Curva TG-DTA do ligante iminico Hfafe (L1)
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Fonte: Do Autor.
A Tabela 4 mostra as etapas de decomposi¢ao do ligante iminico Hfafe.
Tabela 4 - Dados da Andlise Térmica do ligante Hfafe (L1)
Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo | Exo
L1 1 183-338 -39,35 -37,34 - 316
11,8910 mg 2 338-814 -56,40 -60,47 - 665

* Enc. = encontrado, Calc. = calculado, Endo. = endotérmico, Exo. = exotérmico.

Fonte: Do Autor.
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Figura 22 — Estrutura proposta do ligante iminico Hfafe (L1)

CHj
N
" %

Fonte: Do Autor.

4.1.4 Calculos DFT

A teoria do funcional da densidade (do inglés, DFT: Density Functional Theory)
(HOHENBERG; KOHN, 1964; KOHN; SHAM, 1965) pode ser vista como uma
reformulacdo da mecanica quantica baseada, ndo em fun¢des de onda, mas no conceito de
densidade eletronica. A técnica consiste em um sistema quantico de muitos corpos, a
densidade eletronica tem um papel central: “a densidade pode ser considerada como varidvel
basica, ou seja, todas as propriedades do estado fundamental do sistema podem ser

consideradas como funcional tnico da densidade eletronica”.

De acordo com a teoria orbital molecular de fronteira, a formacdo de um estado de
transi¢do € devida a uma interagdo entre HOMO e LUMO de reagentes (CAMPQOS, 2014).
O HOMO ¢ o orbital mais externo ou contendo elétrons, que pode atuar como um doador de
elétrons e possui o mais alto nivel de energia. Pelo contrario, o LUMO ¢é o orbital que pode
aceitar o elétron porque € o orbital mais interno e tem um espaco vazio. Geralmente, o
HOMO e LUMO tém uma relacao direta com o potencial de ionizagdo e a afinidade eletronica
de uma molécula organica. A carga de energia é um indice de estabilidade importante, pois
uma molécula com uma carga de energia baixa € mais polarizdvel e geralmente estd associada
a alta atividade quimica e baixa estabilidade cinética. E bem conhecido que baixos valores
absolutos da banda de energia fornecem boas eficiéncias de inibi¢do, porque o potencial de
ionizacao serd baixo devido a energia necessdria para remover um elétron do orbital ocupado

externo serd baixo (CAMPOS, 2014).
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A modelagem computacional foi importante para confirmar as proposi¢des feitas em
relacdo a estrutura do composto (C1). A Figura 23 mostra os niveis de energia HOMO e o

LUMO para a base de Schiff (L1) (ZACARIA, 2016).

Figura 23 — Orbitais Moleculares de fronteira HOMO/LUMO do Hfafe (L1)

HOMO

LUMO

Legenda: A cor vermelha (verde) representa valores negativos (positivos)

Fonte: Do Autor.

As investiga¢des das energias HOMO e LUMO do ligante (LL1) sdo baixas e negativas.
Quanto menor a energia HOMO-LUMO, mais fécil € para transferéncia de carga ocorra
intramolecular, melhorando assim as interagdes causadas pela transferéncia de carga (ACAR;
SELCUKI; COSKUN, 2017). Analisando os dados da Tabela 5, observamos que o d&tomo que
apresenta a menor carga sio os atomos de N e O. Estes sdo os 4tomos na molécula com maior

afinidade para coordenar com o metal. Valendo-se da Teoria de Pearson para a classificacdo
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s . . , 2 , . L . .
de 4cidos e bases de Lewis, o fon Pd”" é classificado como um 4cido macio, por esse fato, a

coordenagdo do metal ao ligante (L1) € favorecida pelo dtomo de nitrogénio (base macia) do

que o atomo do oxigénio (Base dura).

Tabela 5 - Fator de normalizacio da integral da densidade de elétrons

Atomo Carga Volume (Bohr)
1(C) 0.712580 63.567
2(N) -1.194741 119.437
3(C) 0.371288 62.239
4(C) -0.051477 74.404
5(C) -0.023253 82.193
6(C) -0.001871 81.074
7(C) -0.009260 83.456
8(C) -0.029344 83.245
9(C) 1.022205 48.471
10 (C) -0.034311 71.429
11(0) -1.145025 132.157
12 (C) -0.017812 83.816

Fonte: Do Autor.

Podemos observar que as fungdes HOMO e o LUMO estiao distribuidos entre os

carbonos dos anéis aromaticos e do 4tomo de nitrogénio. Entretanto, as fun¢des de Fukui que

fornecem informacgdes sobre ataques nucleofilicos e eletrofilicos demonstram que os carbonos

com maior potencial de ionizacdo e, consequentemente, mais nucleofilicos sdo os localizados

na posicdo em que nao é permitida quelacdo de cinco membros, sendo esta, portanto, uma
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justificativa plausivel para a ndo ocorréncia da ciclometalagdo. O resultado esta ilustrado na

Figura 24.

)

Figura 24 — Diagrama das funcdes de Fukui para ataque nucleofilicos (© +(’2)) e eletrofilicos (f K

f7(r)

£ ()

Fonte: Do Autor.

4.2 COMPLEXO [PdCl,(Hfafe),] (C1)

O complexo foi sintetizado na propor¢do estequiométrica 1:1. A sintese produziu um
s6lido de cor laranja, rendimento de 87%. Esse composto apresentou baixa solubilidade em
metanol, acetona, acetonitrila, cloroférmio, diclorometano, THF e DMSO. Insolivel em dgua
e etanol. O ponto de decomposicao ocorreu em 230 °C. [PdCly(C17HsNO),] = 675,94 g.mol'l.
Condutividade molar = 3,58 pS.cm'l. Analise elementar - % calc. (% enc.): C: 60,42 (61,10);
H: 4,47 (5,23); N: 4,14 (5,53); Pd: 15,74 (17,74).
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4.2.1 Espectroscopia vibracional na regiao IV

Através da anédlise do espectro de absor¢do na regido do IV (Figura 25), verificou-se
que um grande nimero de bandas € derivado do ligante orginico coordenado ao dtomo de
palddio. Com a complexagdo do palddio ao grupamento nitrogenado do ligante orgénico, €
esperado um deslocamento da banda de v(C=N) do ligante para regido de maior energia, pois
como o Pd(Il) age como um retirador de densidade eletronica, esta é deslocada para a
formacdo da ligacao coordenativa. Isso acarreta um enfraquecimento na ligagao C=N, fazendo
com que seu estiramento ocorra em menores frequéncias e, consequentemente, menores
nimeros de onda (NAKAMOTO, 1986). Com a complexacdo do metal ao ligante iminico
observa-se no espectro infravermelho do complexo bandas referentes ao grupamento imina,
v(C=N), em 1573 cm’, que no ligante de partida era observado em 1578 cm™.
O deslocamento da banda evidencia que o ambiente quimico do grupamento iminico sofreu
mudangas provavelmente ao coordenar-se ao centro metalico através de uma nova ligacdo
coordenada. Ainda cabe ressaltar que as bandas referentes ao anel aromatico para-substituido

e a0 anel mono-substituido se mantém presentes em 835 cm™'e 752 cm’™, respectivamente.
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Figura 25 - Espectro na regido de IV do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1)
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Fonte: Do Autor.

4.2.2 Espectroscopia de RMN

A andlise espectroscépica de Ressonancia Magnética Nuclear nao foi possivel de ser
realizado para os complexos [PdCly(Hfafe),] (Cl), [Pd(SCN),(Hfafe),] (C3) e do
[PdI(Hfafe),] (C5). Pois, estes ndo apresentaram solubilidade suficiente nos solventes
cloroférmio (CDCl3), acetonitrila (CD3;CN), acetona ((CDj3),CO) e DMSO (DMSO-d6)

deuterados para a realizagao destes.
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4.2.3 Analise Termogravimétrica (TG/DTA)

Para o complexo (C1), na faixa de 204-261 °C ocorre a perda da parte referente aos
haletos cloro. Entre 261-372 °C observa-se a perda da parte de dois carbonil (CH3CO).
A proxima perda na faixa de 372-449 °C € referente aos dois nitrogénios € na sequéncia na
faixa de 449-544 °C t€m-se a perda do restante da molécula (C30Hz4) que compde a parte
organica. Entre 544783 °C observa-se que ocorre um aumento de massa na curva da TG com
DTA constante. Isto pode ser atribuido a incorporagdo de oxigénio, visto que a atmosfera
utilizada € de ar sintético, o que indica ter ocorrido a oxida¢do do metal presente na estrutura
(MORO, 2007). Outra informacao que elucida bem a oxidac¢ao-reducdo € que na faixa de 783
— 865 °C, exatamente na temperatura de 802 °C ocorre um evento endotérmico proveniente de

reacdo de reducdo (Figura 26).

Figura 26 - Curva TG-DTA do complexo de [PdCl,(Hfafe),] (C1)
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Fonte: Do Autor.
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Tabela 6 - Dados da Andlise Térmica para o [PdCl,(Hfafe),] C1

Am % DTA picos/°C

Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo | Exo

1 204 - 261 -9,06 -10,48 - 252

2 261 -372 -13,00 -12,73 - -

3 372 — 449 -4,52 -5,07 - -
Cl

4 449 — 544  -5429 -56,88 - 511
10,0070 mg

5 544 -783  +0,39 +0,25 - -

6 783 — 865 -1,22 -2,36 803 -

Residuo - 17,40 15,74 - -

* Enc. = encontrado, Calc. = calculado, Endo. = endotérmico, Exo. = exotérmica, Residuo — Pd°

Fonte: Do Autor.

A caracterizacdo deste complexo nos leva a propor a estrutura abaixo:

Figura 27 — Estrutura proposta do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1)

Fonte: Do Autor.
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43 COMPLEXOS DE SUBSTITUICAO [PdX,(Hfafe),], SENDO X = N; (C2),
SCN (C3), BR (C4) EI(C5)

Todos os compostos apresentaram estabilidade a luz e a umidade. Foram realizadas as
substituicdes do haleto CI" do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1) pelos pseudohaletos N3 e SCN',
e os haletos Br e I'. Os novos complexos [Pd(X),(Hfafe),], sendo X = N3 (C2), SCN (C3), Br
(C4) e I (C5) apresentaram ponto de decomposi¢ao em 152 °C, 192 °C, 174 °C e 205 °C,
respectivamente. Apresentando rendimento, solubilidade e andlise elementar descrito na

Tabela 7 abaixo:

Tabela 7 — Resultados de rendimento, andlise elementar e condutividade elétrica dos complexos [PdX,(Hfafe),],

sendo X = N; (C2), SCN (C3), Br (C4) e I (C5)

CHN Condliti\./idade
Compostos Ren((i(iyzr;ento C % H % N % (::Eg:;%)
enc. (calc.) enc. (calc.) enc. (calc.)
Cc2 55 57,95 (59,26) 4,81 (4,39) 14,16 (16,26) 4,41
C3 28 60,66 (59,95) 4,98 (4,19) 6,27 (7,77) 3,45
C4 44 52,06 (53,39) 4,03 (3,95) 3,31(3,66) 4,24
G5 67 49,76 (47,55) 3,99 (3,52) 4,44 (3,26) 4,07

* Enc. = encontrado, Calc. = calculado

Fonte: Do Autor.

4.3.1 Espectroscopia vibracional na regiao IV

A investigacdo estrutural requer o emprego de técnicas que possibilitem inferir sobre
as moléculas presentes na espécie em estudo por conseguir identificar certos grupos

funcionais e o0 modo de coordenacdo dos ligantes. Com estas finalidades empregou-se a
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espectroscopia de absor¢do no infravermelho para amostras no estado sélido; esta técnica
permitiu identificar com clareza compostos contendo pseudohaletos, ji que estes ligantes

possuem trés modos vibracionais ativos no infravermelho.

O estiramento assimétrico ocorre em uma regido ampla e limpa do espectro, entre
2000 cm™ e 2270 cm™, na qual hd a auséncia de bandas de outros ligantes, possibilitando
diagnosticar os modos de coordenacdo dos pseudohaletos (NAKAMOTO, 1998).
Os complexos contendo azida possuem trés modos vibracionais: o estiramento assimétrico
(Vas), O estiramento simétrico (V) e a deformacdo angular (3). Podem coordenar ao metal de
forma terminal, também pode se coordenar em ponte entre dois centros metalicos pelo mesmo
atomo de nitrogénio, modo de coordenacao end-on. Ainda pode se coordenar como ligante em
ponte entre dois centros metélicos, por dois dtomos de nitrogénio, modo de coordenagdo
end-to-end (GOLUB; KOHLER; SKOPENKO, 1986). A Figura 28 apresenta os principais

modos de coordenacgdo da azida.

Figura 28 - Modos de coordena¢do mais comuns a azida

M M NNN
AN N \
NNN /NNN M/ M
M
Terminal end-on end-to-end

Fonte: Santana, 2004, 52 p.

A banda caracteristica da presenca da azida no complexo C2 ¢é evidenciada na regido
de 2017 cm™ (Figura 29). Segundo Nakamoto (1986), frequéncias abaixo de 2050 cm’! sdo

caracteristicas de grupos azida coordenados de forma N-terminal (Tabela 8).
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Tabela 8 - Principais modos vibracionais dos pseudohaletos N3 e SCN

Modo de Coordenagio Vas(N3) Vs(N3) S(NNN)
NNN- 2041 1344 645
N—terminal 2050-2010 1304-1285 590-570
end-on 2080-2050 1290-1200 570-550
end—to—end 2100-2080 1290-1200 570-550
[Pd(N3).(Hfafe),] (C2) 2017 1278 -
Modo de Coordenacédo Vas(SCN) Vs(SCN) | 8(SCN)
SCN 2053 746 486
N—terminal 2100-2050  870-820  490-450
S—terminal 2125-2100  760-700  440-400
end-to-end 2165-2100  800-750  470-440
[Pd(Hfafe)(SCN)], (C3) 2109 - -

Fonte: Do Autor.
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Figura 29 - Comparagdo entre os espectros no IV dos compostos [Pd(Nj),(Hfafe),] (C2) e
[Pd(Hfafe),(SCN),] (C3)
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Fonte: Do Autor.

Os modos vibracionais do pseudohaleto SCN, além de apresentar trés modos
vibracionais ativos no infravermelho, o fon tiocianato pode se coordenar ao metal através do
atomo de enxofre, nitrogénio ou por ambos, sendo predominante a coordenacgado pelo dtomo de
enxofre (NAKAMOTO, 1986; MEGURO et. al., 2008). A coordenagdo do grupo tiociano ao
atomo de Pd(II) é evidenciada pelo aparecimento das bandas de estiramento v,s(SCN) na
regido de 2109 cm™ (Figura 29). A banda do tiocianato no complexo C3 evidencia a

coordenacgdo do ligante ao metal no modo S- terminal (Tabela 8).
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Figura 30 - Comparacdo entre os espectros no IV dos compostos [PdBr,(Hfafe),] (C4) e [Pd(Hfafe),l,] (C5)
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Fonte: Do Autor.

As substitui¢des do haleto CI” pelos haletos Br e I', ndo sdo evidenciadas no espectro
de infravermelho, pois as vibracdes da ligacao Pd-Br e Pd-I ndo sao observadas na regido de
4000-400 cm™ (Figura 30). Para melhor explanagcdao dos resultados dos espectros no

infravermelho, foram dispostos na Tabela 9, os principais modos vibracionais.
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Tabela 9 - Principais modos vibracionais das liga¢cdes formadas com H

Compostos | v(C=0) | v(C=N) | v(C=C) O(C-H)ar1 | O&(C-H)a
LI 1670 1578  1625-1411 835 752
Cl 1682 1573 1627-1411 835 752
C2 1681 1573 1618-1411 837 752
C3 1667 1573 1597-1408 832 752
C4 1680 1576 1620-1412 830 754
C5 1680 1572 1615-1412 830 748

* v = estiramento, 8 = deformagio, ar. = aromético.

Fonte: Do Autor.

4.3.2 Espectroscopia de RMN

1 A .
Os espectros de 'H RMN dos compostos mostram as permanéncias dos sinais do

ligante organico. Além disso, na regido aromdtica observam-se séries complicadas de

multipletos além da preservagdo dos picos principais, mostrando modificagdes nos anéis

aromaticos (Figura 31).
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Figura 31 — Espectro de RMN de 'H do complexo [Pd(N5),(Hfafe),] (C2)
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Fonte: Do Autor.

No espectro de RMN para préton, observa que nao ocorre deslocamento quimico dos
prétons presentes na estrutura. Isso, corrobora a proposta da estrutura que o Pd(II) ndo estd
ciclometalado ao ligante. Esta observacdo também ¢ feita para o espectro do complexo

contendo Br™ (Figura 32).
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Figura 32 — Espectro de RMN de "H do complexo [PdBr,(Hfafe),] (C4)
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Fonte: Do Autor.

Nos espectros de RMN '*C (Figura 33), os picos principais do ligante permanecem na

estrutura dos complexos, pois se observa deslocamento dos valores dos sinais do carbono.
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Figura 33 — Espectro de RMN de BC do complexo [Pd(N3),(Hfafe),] (C2)
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Fonte: Do Autor.

A andlise do espectro de RMN '°C revela mudancas significativas em relagio ao
espectro do ligante livre, que corroboram a proposta de coordenagdo entre os nitrogénios das
iminas e o ion metdlico (Figura 34). O deslocamento da banda referente ao carbono da imina
de 164,31 ppm no ligante livre para 194,98 ppm indica que esse carbono foi fortemente
desblindados. Como ja discutido, a coordenacdo com o metal desloca densidade eletronica

para a formagao da ligagdo coordenativa.
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Figura 34 — Espectro de RMN de BC do complexo [PdBr,(Hfafe),] (C4)
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Fonte: Do Autor.

4.3.3 Analise Termogravimétrica (TG/DTA)

Um resumo dos principais dados obtidos a partir das curvas TG/DTA dos compostos
[PdX,(Hfafe),], sendo X = N3 (C2), SCN (C3), Br (C4) e I (C5) estio demonstrado na
Tabela 10. Estes compostos ndo apresentaram o mesmo padrdo para todos os complexos.
Pois, o complexo [Pd(N3),(Hfafe),] (C2), na primeira etapa de termodecomposicao em 151 —
167 °C tem-se uma perda brusca de 54% referente a massa total. E o estudo térmico deste
composto nos mostra que ndo ocorre o ganho de massa, como observado nos complexos em
estudo. Entretanto, € possivel observar na DTA um pico endotérmico em 806 °C, que ¢é
evidéncia de oxireducdo do metal Pd. Este mesmo comportamento € observado para o

complexo [Pd(Hfafe),(SCN),] (C3), que na curva TG ndo apresenta ganho na massa, mas a

sua DTA apresenta um pico endotérmico em 802 °C.
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Tabela 10 - Dados da Andlise Térmica para os complexos de substituicdo

Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo Exo
1 151-167 -54,61 - 54,25 - -
2 167 - 290 -17,55 - 8,41 - 169
Cc2
3 290-786  -20,63 -2042 - 405-
8,3880 mg
4 786 — 920 - 1,74 - 1,56 806 -
Residuo - 15,16 14,72 - -
Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo Exo
1 133-387 -20,70 -19,96 - 195
C3
2 387-998 -6392  -65,25 - 538 -579
12,2250 mg
Residuo - 14,72 14,76 - -
Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo Exo
1 152-249 -16,86  -11,25 - 260
2 249 -363 -11,64 -20,89 - -
C4 3 363-603 -50,80 -53,93 - 609
11,5670 mg 4 603-803  +0,25 + 0,52 - -
5 803 — 872 -2,00 -2,09 818 -
Residuo - 16,13 13,91 - -
Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo Exo
1 176 — 322 -9,32 - 10,02 - 258
2 322 -381 -13,01 - 14,77 - -
Cs 3 381 -540 -64,03 -62,80 - 600
8,2460 mg 4 540-786  +0,70 +0,93 - -
5 786 — 888 -1,15 - 1,862 811 -
Residuo - 14,34 12,39 - -

de
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Ja os complexos [PdBry(Hfafe),] (C4) e [Pd(Hfafe),l,] (C5), ambas as decomposi¢des
térmicas ocorrem etapas de termodecomposicdo constituida das duas partes de CH30 e em
sequéncia a perda dos pseudohaletos ou haletos presentes na estrutura. Consecutivamente,
tem-se a perda das demais partes do ligante 2(C;sH;, N) que sdo liberados completamente, na
qual a curva DTA exibe pico exotérmico referente a queima da matéria organica. Na etapa
seguinte observa-se o ganho de oxigénio, parte oriunda da molécula e as demais pelo ar
sintético utilizado na analise de TG-DTA. Na ultima etapa observa-se um pico endotérmico,

devido a redugdo do PdO a Pd° (Figura 35).

Figura 35 — Curvas TG-DTA dos complexos de substituicdo
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Ao analisar os dados, propomos que a estrutura dos complexos seja a seguintes, Figura

36:

Figura 36 — Estrutura proposta dos complexos [PdX,(Hfafe),], sendo X = N; (C2), SCN (C3), Br (C4) e
1(C5)
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Fonte: Do Autor.

Considerando as temperaturas iniciais de decomposicao térmica dos compostos C1 —

C5, propde a seguinte ordem crescente de estabilidade térmica:
C3<(C2<C4<(C5<Cl

Analisando as curvas de TG e DTA de todos os compostos que contém paladio pode-
se observar a presenca de um ganho de massa que ocorre simultaneamente com as perdas
referentes a eliminacdo de compostos organicos, haletos e pseudohaletos, e posteriormente
uma perda de massa aproximadamente de 800 °C que é acompanhada de um pico
endotérmico na DTA, devido respectivamente, a formagao de 6xido de palddio durante o

aquecimento das amostras e seguido de sua reducdo a palddio(0).
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A formacdo de 6xidos sélidos com aquecimento que contenham os metais do grupo da
platina, ja foram estudados ha varios anos, Bayler e Wiedemann publicaram um estudo em
1975 em que constatam que ha formacdo de 6xido de palddio e sua degradacdo no tratamento
térmico de amostras de palddio metélico. A seguir (Figura 37) s@o mostradas as curvas TG e
DTA do composto PdCl,. A degradac¢ao inicia-se a aproximadamente 547 °C. No intervalo de
547-806 °C ha uma perda de massa no valor de 32,82% equivalentes a eliminacdo dos
ligantes cloretos e a captagdao de 0,5 O, devido a formagdo de 6xido de palddio (Am

calculado: -31,64%).

Figura 37 - Curvas TG e DTA para PdCl,
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Fonte: Do Autor.
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Tabela 11 - Dados da Andlise Térmica para o reagente PdCl,

Am % DTA picos/°C
Composto Etapa AT/°C Atribuigdes
Enc. Cal. Exo. End.
1 547-806  -32,82  -31,64 - 418/688  -2CI'.+0,5 O,
PdCl, 2 806-903  -8,14 -8,36 - 829 -0,5 O,
Residuo -m 58,76 60,01 - - Pd(0)

Fonte: Do Autor.

Para confirmag¢do da formacdo de o6xido de palddio durante o aquecimento das
amostras dos compostos obtidos ainda foram realizados estudos utilizando o composto C5
(escolha aleatéria), o qual foi submetido ao aquecimento de anélise térmica seguindo mesmas
condi¢des de atmosfera (ar sintético) e razdo de aquecimento (20 °C/min.), porém o
aquecimento foi interrompido em 550 °C e com o residuo realizou-se andlise de
espectrometria na regido do infravermelho. O mesmo foi realizado com o residuo ap6s a curva
ser completada aos 1100 °C. Na Figura 38 sdo mostrados os espectros do composto C5, do
residuo deste composto ap6s aquecimento 550 °C e do residuo apds aquecimento 1100 °C.
E o que pode ser constatado é que apés 550 °C ndo se observa nenhuma banda do composto
C5 corroborando sua degradacdo. Porém, podemos observar bandas em 665 ¢ 604 cm™ que
nao aparecem no espectro do composto C5, sao observadas no residuo apés aquecimento até
550 °C e que sdo referentes a absorcdoes do 6xido de paladio (CHAUSSE; REGULL,;
VICTORI, 1987). J4 o espectro de IV do residuo apdés 1100 °C ndo apresenta nenhuma

absor¢do, indicando a redugao do 6xido de palddio a palddio metélico.
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Figura 38 - Espectro de IV do complexo C5 e residuos obtidos a 500 e 1100 °C
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Fonte: Do Autor.

4.3.4 Difracao de raios X

O monocristal do complexo C2 foi obtido a partir do método de cristalizacao

evaporacao lenta de uma solucdo de cloroférmio e este foi utilizado para o experimento de

difracdo de raiosX de monocristal. A anédlise da estrutura molecular (comprimentos e angulos

de ligacdo) foi realizada utilizando o software MOGUL (BRUNO, et al. 2004), sendo este

pertencente a base de dados estruturais da Cambridge (CSD) que permite a comparacdo de

fragmentos da molécula estudada com fragmentos similares de moléculas depositadas na base

de dados.

Os dados cristalograficos (dados cristalinos, de coleta e refinamento) estio

apresentados na Tabela 12 e a apresentacdo ORTEP do composto pode ser verificada na

Figura 39. A Figura 40 ilustra o empacotamento molecular na cela.
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Tabela 12 - Dados Cristalogréficos para o complexo [Pd(N3),(Hfafe),] C2

Dados Cristal
Férmula Empirica Cs4H30NgO,Pd
Peso molecular 689,06
Temperatura / K 298 (2)
Comprimento de onda / A 0,71073
Grupo Espacial P1
Sistema Cristalino Triclinico

Parametros de cela

Volume / A3

Z

Densidade Calculada /Mg m3
Coeficiente Absor¢ao / mm'™
F(000)

Coeficiente absorcao
Comprimento de onda
Radiagao

R1

wR2

GooF

Habito / cor

a=7,03505) A
b=13,549(5) A
c=16,727(5) A

o =92,276(5)°
B =100,868(4)°

y = 93,044(5)°

1561.55 (13)
2
0,733

674
0.638
0.71073
MoK\a
0.1101
0.1511
1.048

Fonte: Do Autor.
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Esta andlise apontou que todos os comprimentos, bem como angulos de ligacdo nado
sofrem nenhum desvio estatistico quando comparados aos fragmentos similares e condizem
com os valores esperados quimicamente e para um bom refinamento. O estudo estatistico e a

Tabela de valores gerada pelo software estdo disponiveis no Anexo A.

Figura 39 - Representaciao Ortep do complexo [Pd(N;),(Hfafe),] C2

* Os dtomos de hidrogénio foram omitidos para melhor visualizacio

Fonte: Do Autor.

A partir dos dados de difragdo de raios X de monocristal verifica-se que o complexo
sintetizado ndo houve a formagdo de organometdlico, pois o metal de transi¢do coordenou ao
ligante orgadnico somente por um sitio de coordena¢do com o dtomo de nitrogénio. Observa-se

que a dzida estd em posicao trans uma da outra, como os ligantes iminicos (Figura 39).
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Figura 40 - Empacotamento molecular do composto [Pd(N;),(Hfafe),] na cela

Fonte: Do Autor.

Verifica-se que os dtomos coordenantes se encontram em planos diferentes do metal.
O desvio foi verificado tragando um plano através dos dtomos (Figura 41), com isso verificou-

se os desvios no plano tracado, como sumarizado na Apéndice B.

Figura 41 - Plano tragado entre o centro simétrico do C2
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Ao analisarmos os angulos de coordenacgdo, é notavel o desvio em relacdo ao padrao
para uma geometria quadrado planar, principalmente o angulo formado por N3-Pd1-N2. Isso
ocorre porque existe uma repulsdo entre as azidas, aumentando o angulo entre suas ligacdes
coordenativas e, consequentemente, diminuindo o angulo oposto. Além disso, a repulsdo entre
azida e anel aromdtico é maior em um dos lados do composto, visto que esses dois grupos
estdo mais proximos justificando o fato de o angulo entre N1-Pd1-N5 ser maior do que o
formado por N2-Pd1-N5. Os angulos entre as ligacdes entre o dtomo metdlico e os ligantes

estdo na Tabela 13. Os demais angulos de ligacdo podem ser encontrados no Anexo C.

Tabela 13 - Dados cristalograficos de angulos de ligagao

1 2 3 Angulo (°)
N1 Pd1 N2 178.36(15)
N1 Pd1 N5 90.83(15)
N2 Pd1 N5 87.96(15)
N1 Pd1 N6 89.49(16)
N2 Pd1 N6 91.71(16)
N5 Pd1 N6 179.66(18)

Fonte: Do Autor.

A formacdo de uma liga¢do coordenativa entre o nitrogénio das iminas e o paladio(II)
provocou uma diminui¢do da densidade eletronica dessa ligacdo dupla, diminuindo ainda
mais o cardter de dupla ligacao de C=N. Esse cardter ja é diminuido pelo fato de esta ligacao
ser conjugada a um anel aromatico. Esse efeito causa um aumento no comprimento de ligacao
do grupo iminico em relacdo ao ligante livre (HAO; ZHANG, 2005), o que pode ser
observado através da andlise dos dados de difracdo de raios X. Esses dados confirmam as

conclusdes ja obtidas pela anélise do espectro na regido do infravermelho.
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4.4 TESTES BIOLOGICOS

As aplicagdes bioldgicas dos complexos foram realizadas frente as células mamaérias
MCEF-7 (ER+) e MDA-MB-435 (triplo negativo; ER-, PR-, HER2-), parasita Leishmania, na
forma de promastigota e amastigota e as leveduras do género Candida spp.: C. albicans, C.
tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis. Os testes ocorreram com o ligante iminico

L1 e os complexos C1-C5.

4.4.1 Teste antitumoral

Virios agentes quimioterdpicos utilizados na pratica clinica apresentam atividade
citotoxica, portanto, a citotoxicidade pode ser utilizada como um indicativo da atividade
antitumoral de um composto (LE TOURNEAU et al., 2010). A citotoxicidade compreende
um conjunto de alteracdes bioquimicas e genéticas que interrompem a homeostase celular e
pode ser estimada por testes que avaliam a liberacdo de enzimas, a viabilidade, a
sobrevivéncia e a morte celular. Os testes de viabilidade baseiam-se na exclusdao ou
incorporagdo de corante, medida da atividade enzimdtica e da determinacdo do contetiido
protéico celular. Um composto citotoéxico induz, em curto prazo, perda da viabilidade celular,
enquanto, um citostitico afeta a sobrevivéncia em longo prazo ou a proliferacdo celular

(SUMANTRAN, 2011).

Para estes testes foram avaliados os efeitos do ligante L1 e os novos complexos de
Pd(II) C1 a C5 para as células MDA-MB-435. J4 para as células MCF-7 os complexos C1 a
C5. Os complexos de palddio(Il) testados afetaram a viabilidade celular, evidenciada pela
diminui¢do do teor protéico das células tratadas comparadas ao Controle Negativo (CN), pelo
ensaio de SRB. Observa-se que os compostos foram citotoxicos, pois induziram diminui¢ao
do teor de proteinas celulares. O composto mais ativo para a célula MCF-7 foi o C4 sobre o
efeito maximo nas células incubadas por 24 h, porém a incubacdo por 48 h o complexo C3
apresentou ser mais ativo, com a concentragdo de 10 uM para os dois complexos (Figura 42).

Ja para a célula MDA-MB-435 o complexo mais ativo foi o C1 sobre a incubagdo de 24 h e
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48 h, sendo o efeito médximo obtido com o tratamento com 0,1 uM (Figura 43). Os complexos
apresentaram citotoxicidade diferentes uns dos outros e em concentracdes diferentes,

evidenciando que a atividade biol6gica de um composto estd relacionada a estrutura quimica.

Figura 42 - Teor de proteinas (%) nas células MCF-7, em func¢do do tratamento frente a: C2; C3; C4 e CS.
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Legenda: (A) avaliacdo por 24 (B) por 48 h ; + erro padrdo da média; experimentos em triplicata.

Fonte: Do Autor.
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Figura 43 - Teor de proteinas (%) nas células MDA-MB-435, em fun¢édo do tratamento frente a: L1, C1 a C5.
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Legenda: (A) avaliacdo por 24 (B) por 48 h ; + erro padrdo da média; experimentos em triplicata.

Fonte: Do Autor.

A demonstragdo mais confidvel do efeito citotéoxico de um agente toxicante € a

alteracdo morfoldgica de células em cultura, com crescimento em monocamada (EKWALL et
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al., 1990). As células do Controle Negativo (CN) crescem em colOnias apresentam formato
poliédrico irregular, citoplasma menos corado que o nicleo e nucléolos evidentes.
O tratamento das células com o Controle Positivo (CP) e os compostos resultou em alteracdes
morfoldgicas evidentes, tais como perda da morfologia celular tipica, condensacdo da
cromatina, arredondamento, diminui¢do da célula e perda de prolongamentos responsaveis
pela adesdo ao substrato, o que indica alteracdo do citoesqueleto. Além disso, as células
tratadas com os compostos cresceram de forma isolada. Apenas no tratamento com L1 a 0,1

UM, por 24 h foi possivel encontrar colonias celulares (Figura 44 e 45).

Figura 44 - Morfologia das células MCF-7, coradas com hematoxilina-eosina, C2, C3; C4 e C5.

Legenda: (A) tratadas por 24 h e (B) por 48 h; (CN) DMSO e (CP) cisplatina; (R) arredondamento das células e

(CC) condensacgéo cromatinica; concentracdes de S uM e a 0,1 uM; barra =5 um.
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Figura 45 - Morfologia das células MDA-MB-435, coradas com hematoxilina-eosina, do L1 e C1

A

Legenda: (A) tratadas por 24 h e (B) por 48 h; (CN) DMSO e (CP) cisplatina; (R) arredondamento das células e
(CC) condensacdo cromatinica; concentracdes de S uM e a 0,1 uM; barra =5 um.

Fonte: Do Autor.
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Através da andlise das variacOes explicitadas anteriormente, é possivel concluir que os
compostos sintetizados apresentaram atividade citotéxica frente as células MCF-7 e MDA-
MB-435. Comparando os resultados obtidos para a base de Schiff com os dos complexos
sintetizados, nota-se que a presenca do palddio(Il) intensifica a acdo citotoxica desse ligante,
visto que as células tratadas com esses complexos apresentaram mais evidéncias de morte
celular do que a base de Schiff livre. Comparando os resultados das células tratadas com os
complexos, os que apresentaram, qualitativamente, mais atividade foram os complexos C1
(Contendo Cl) para as células de MDA-MB-435 e que todos os complexos testados (C2-C5)
apresentaram citotoxicidade para as células MCF-7. Outra constatacdo importante ¢ a
influéncia do tempo de tratamento com os compostos no nivel de morte celular. As células
que foram tratadas por 48 horas apresentaram indicios de um maior nivel de morte celular do

que as tratadas por 24 horas.

A diminui¢ao das células, apds tratamento com todos os compostos, foi demonstrada
pela reducdo significativa (p < 0,001) do didmetro celular, em comparacao ao CN e esta foi
dependente do tempo de incubacdo (Figuras 46 e 47). A andlise do efeito dos complexos da
série C2-C5, mostrou que, apds tratamento por 24 h, os complexos C3 e C5 foram mais ativos
(p < 0,01) que a cisplatina e ap6és 48 h, o complexo C5 continuou tendo uma melhora

significativa a 0,1 uM, sendo este o mais ativo (Figura 46).

Figura 46 — Diametro das células MCF-7 tratado com C2, C3, C4 e CS5 a concentragdo de 0,1 pM e 5 uM

| ]
A I o~ B Bl cN
L 1cP
Bl 0.1
[ 5.0
c2 C3 ca Cs 0 co C3 c4  Cs
Tratamento Tratamento

Legenda: (CN) DMSO, (CP) cisplatina a 5 uM; (A) tratadas por 24 e (B) por 48 h; + erro padrao da média;
experimentos em triplicata; letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,001), pelo teste de

Tukey.
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A reducdo do volume celular dos compostos L1 e C1 foi dependente da concentracdo e
do tempo de incubagdo. Apds tratamento por 24 h e 48 h o complexo C1 a 5 uM foi o mais
ativo, com reduc@o do O encolhimento celular foi ainda confirmado pela determinagdo do
comprimento da célula, que foi significativamente (p <0,05) diminuida em comparagdo com

as células controle.didmetro celular semelhante a induzida pelo controle positivo cisplatina.

Figura 47 — Diametro das células MDA-MB-435 tratado com L1 e C1 a concentragdo de 0,1 pM e 5 uM
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Legenda: (CN) DMSO, (CP) cisplatina a 5 uM; (A) tratadas por 24 e (B) por 48 h; + erro padrdo da média;
experimentos em triplicata; letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,001), pelo teste de

Tukey.

Fonte: Do Autor.

O teste utilizando fastgreen para deteccao de morte celular € um método de coloragdo
diferencial que determina a morte celular por perda de viabilidade e ndo utiliza um sinal
especifico de morte. Assim, alteracdes celulares que incluam perda da integridade da
membrana plasmadtica, de atividade enzimdtica, de ATP ou de atividade de esterase da
membrana plasmdtica podem ser detectadas pela coloragdo com fastgreen. Este método pode
ser utilizado para células em cultura e €, particularmente, util para a avaliagdo da morte

celular em tumores sdlidos (espécimes clinicos) e quando hd populacdo mista de células
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(WEISENTHAL, 2011). Os compostos induziram significativamente (p < 0,05) a morte
celular e esta foi dependente do tempo de tratamento, sendo a incubac¢do por 48 h mais

eficiente que por 24 h. (Figura 48 e 46).

Figura 48 — Morte de células (%) MCF-7 tratada com C2-C5
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Legenda: (CN) DMSO, (CP) cisplatina a 5 pM; * erro padrao da média; experimentos em triplicata; letras

diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05), pelo teste de Tukey.

Fonte: Do Autor.

Figura 49 — Morte de células (%) MDA-MB-435 tratada com L1 e C1
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Legenda: (CN) DMSO, (CP) cisplatina a 5 pM; * erro padrao da média; experimentos em triplicata; letras

diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05), pelo teste de Tukey.
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O ensaio clonogénico € um ensaio in vitro baseado na capacidade de uma unica célula
sobreviver, se proliferar e formar uma colonia, com no minimo 50 células, detectando-se,
assim, a morte celular reprodutiva. Este teste permite obter a taxa de sobrevivéncia celular
apos o tratamento. A Figura 50 mostra a porcentagem de sobrevivéncia de células MCF-7,
apés o tratamento e nota-se que houve reducdo significativa (p < 0,05) da sobrevivéncia
celular, sendo o efeito dos compostos dependente da concentragdo e do tempo de incubagdo.

O composto C2 (contendo N3) se mostrou mais ativo a 10 uM.

Figura 50 - Sobrevivéncia (%) das células MCF-7 tratado com C2-C5 a concentracio de 0,1 e 10 uM
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Legenda: (CP) cisplatina a 5 uM; + erro padrdo da média; experimentos em triplicata; letras diferentes indicam

diferenca significativa (p < 0,01), pelo teste de Tukey.

Fonte: Do Autor.

Tem sido proposto que o efeito citotoxico de complexos de palddio(Il) para células
tumorais decorre da interacdo do complexo com o DNA, por meio da formacao de ligacdes
cruzadas coordenadas entre o Pd(II) e a guanosina do DNA (ALBERT et al., 2013; CAIRES,
2007; GAO et al., 2009; SAEIDIFAR et al., 2013), o que pode também ter ocorrido para estes
novos compostos. Os complexos C1-C5 se mostraram ativos, talvez por causa da estrutura, ja
que sdo monodentados e nado ciclopaladados. Em relacdo a série de novos complexos 0s mais
ativos foram os complexos C1 (Cl) e C2 (Nj3), evidenciando que o substituinte € importante

para a atividade do complexo de paladio(II).
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Os resultados demonstraram pela primeira vez o efeito citotoxico e que todos os
compostos analisados foram citotoxicos para as células MCF-7 e MDA-MB-435 e parecem
ser bons candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento do cancer

de mama. Estudos estdo em progresso para verificar o efeito in vivo desses compostos.

4.4.2 Teste anti-leishmania

A atividade anti-leishmania dos compostos foi avaliada contra as formas promastigota

(Tabela 14). O controle positivo utilizado foi a pentamedina e a anfotericina B.

Tabela 14 - Compostos que apresentaram atividade promastigota

IC50 (ug/mL) Desvio CC50 (ug/mL) Desvio

Compostos

Leishmania  Padrdo Citotoxicidade Padrao
Anfotericina B 4,70 0,56 25 5,32
Pentamedina 6,62 - 3,82 0,58
L1 6,50 0,20 61,50 20,50
C1 > 40 - -
C2 6,50 0,05 91,75 1,25
C3 > 40 - -
Cc4 > 40 - -
C5 > 40 - -

Fonte: Do Autor.

Podemos observar que em geral ao complexar o palddio ao ligante iminico nao
observa nenhuma melhora significativa comparado com o seu ligante percursor, no entanto
quando com a troca do haleto CI" pela N3, observa que o complexo tem inibicao frente a

Leishmania ssp, para C2. Para os demais complexos ndo tiveram a inibicao melhorada, visto

aue-aconcentracio necessaria parainibiraumenta
I E) T
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Até entdo, os testes realizados foram uma triagem para observar quais destes
compostos apresentam atividade e a partir, foi realizado testes frente a amastigota para o

composto C2 (Tabela 15).

Tabela 15 - Compostos que apresentaram atividade amastigota

IC50 (mG/mL) Desvio

Compostos

Leishmania Padrio
Anfotericina 1,20 0,11
C2 24,90 0,2

Fonte: Do Autor.

Ja para os teste frente a amastigota, observamos que o complexo C2 apresentou
atividade frente ao parasita. Logo, podemos concluir que mesmo o complexo C2 ndo seja
ciclometalado, ele apresenta uma estabilidade para penetrar a célula amastigota. Isso por que
complexos ndo cilcometalados apresentam dificuldade de atingirem o alvo dentro da célula

(amastigota), pois tem que transpor a barreira da membrana celular do macréfago.

4.2.3 Teste antifiingico

Os resultados da atividade antimicrobiana do ligante e dos complexos sintetizados
estdo apresentados na Tabela 16. Observa-se que a coordenacdo do metal para o complexo C2
melhorou a atividades em relacdo ao seu ligante precursor L1, na inibicdo do crescimento de
C. glabrata ATCC 90030 e C. parapsilosis ATCC 22019. O que nao foi observado para os
demais fungos testados. No entanto, de modo geral tanto os ligantes quanto os complexos de
palddio apresentam ICsy e ICqy superiores aos respectivos padrdes de referéncia, ou seja, a
concentracdo necessdaria dos compostos testados para inibir o crescimento dos
microrganismos em 50% e 90% foi muito maior que os padrdes de referéncia. Sendo assim,

os compostos obtidos ndo apresentaram melhores atividades que os medicamentos ja em uso.
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Porém, o complexo C2 requer estudo mais aprofundado, em func¢do de sua melhor atividade
antifingica contra C. glabrata e C. parapsilosis, que € intrinsecamente resistente ao

fluconazol medicamento de azol comum na terapéutica.

Tabela 16 - Resultados atividade antifiingica dos ligantes e complexos de palddio(II)

C. albicans  C. tropicalis C. krusei C.glabrata  C. parapsilosis

Substancia  Fungos  \1ocj023]  ATCC750 ATCC 6258 ATCC 90030 ATCC 22019

Fluconazol

I1C50 0,5 1 32 16 1
(ng/mL)

I1C50 - 60 30 - 60
L1

1C90 - - - - -

I1C50 - - - - -
Cl

1C90 - - - - -

I1C50 - - 60 30 30
C2

1C90 - - - - -

IC50 - - 100 - -
C3

1C90 - - - - -

IC50 - - - 100 100
C4

I1C90 - - - - -

IC50 - - - - -
C5

1C90 - - - - -

Fonte: Do Autor.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho mostrou a importancia da classe dos ciclometalados de Pd(II), em
fun¢do da sua reatividade frente ao ligante iminico, resultando em espécie com grande
potencial na Quimica Medicinal. Isto fica evidenciado através dos resultados discutidos
bem como pelas contribuicdes dadas pelo nosso grupo de pesquisa. Através das técnicas de
caracterizacdo utilizadas, estima-se que as reacdes tenham ocorrido e conseqiientemente

houve a formagdo dos novos compostos.

Novos complexos de palddio(Il) foram obtidos a partir das reagdes entre
tetracloropaladato(Il) de litio e um novo ligante organico nitrogenado (Hfafe) L1 capaz de
formar complexo. O novo complexo precursor [PdCl,(Hfafe),] C1 foi usado como
precursor dos complexos do tipo: [PdX,(Hfafe),] sendo X = N3 (C2), SCN (C43), Br (C4)

e I (C5). A difragao de raios X de monocristal esclareceu a estrutura do complexo C2.

Os dados espectroscopicos sugerem que os complexos C1-C5 apresentaram uma
coordenagdo metal — ligante 1:2. O metal coordenou-se pela base nitrogenada do ligante.
Os haletos e pseudohaletos ficaram na posi¢do terminal. A estrutura porposta para esta

série foi [PdX,(Hfafe),], sendo X = CI (C1), N3 (C2), SCN (C3), Br (C4) e I (C5).

Os complexos de palddio (II) apresentados sdo citotoxicos para células MCF-7 e
MDA-MB-435, uma vez que levaram a diminui¢do do teor protéico das células, além de
alteracdes morfoldgicas e morfométricas e a diminuicdo da proliferacdo celular, podendo
ser considerados agentes supressores tumorais. Este resultado parece promissor para o
desenvolvimento de um novo agente quimioterdpico para o tratamento do cancer de mama.

No entanto, precisa de testes in vivo.

Ja os ensaios frente a Leishmania, foram realizados experimentos in vitro de células
promastigota e amastigota da L. (L.) brazilienses. Determinou-se a viabilidade celular
destas culturas, expressa pelo Indice de Citotoxicidade (ICso), que indica a concentragio de
substancia que induz a morte 50% da populacdo celular. Através da incubagdo das células

na presenga dos complexos por 48h, sob diferentes concentracOes, determinou-se a

Gois, E. P de



112

Conclusio

viabilidade do bioensaio. O complexo que apresentou melhor atividade antileishmania foi

o que contem o pseudohaleto azida do complexo (C2).

Com o intuito de empregar os compostos em ensaios microbiolégicos frente a
fungos, foi realizado experimento in vitro. O complexo que apresentou melhor atividade
foi o C2 com a inibicdo do crescimento de C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC
90030 e C. parapsilosis ATCC 22019. Enquanto os demais complexos ndo apresentaram
melhores atividades que os medicamentos ja em uso. Deste modo, o complexo C2 requer
maiores estudos. Mesmo assim, evidencia-se a potencialidade farmacoldgica dos

complexos de paladio(II), ressaltando sua interdisciplinaridade e expectativas.

Complexos de palddio(l) demonstram potencialidades farmacolégicas
comprovadas pelos testes bioldgicos realizados. Isto somente vem a ressaltar seu aspecto
atual, interdisciplinar e promissor, deixando uma expectativa positiva para os préoximos

anos.

Gois, E. P de



i3 3 1)
S

Li#1 Capitulo 6
] Cap

Referéncias Bibliograficas

Gois, E. P de



114

Referéncias

REFERENCIAS

ACAR, N.; SELCUKI, C.; COSKUN, E. DFT and TDDFT investigation of the Schiff base
formed by tacrine and saccharin. J MolModel, 23, 17, 2017.

ADIGUZEL, Z. et al. Biochemical and proteomic analysis of a potential anticancer agent:
Palladium(II) saccharinate complex of terpyridine acting through double strand break
formation. J. Proteome Res., v. 7, p. 5240-5249, 2014.

AL-NOOR, T. H.; AZ1Z, M. R.; AL- JEBOORI, A. T. Synthesis, characterization and
antimicrobial activities of [Fe(II), Co(II), Ni(II),Cu(Il) and Zn(II)] mixed ligand complexes
schiff base derived from amoxicillin drug and 4-(dimethylamino)benzaldehyde with
nicotinamide. Journal of Chemical and Pharmaceutical Research, 6, 1225-1231, 2014.

ALMEIDA, E. T. Compostos Organometalicos de Paladdio(II): Investigacdo
Espectroscopica, Comportamento Térmico e Aplicacdes Bioldgicas. 2003. 170 f. Tese de
doutoramento apresentada ao Instituto de Quimica de Araraquara — Unesp. 2003.

ALMEIDA, E. T. et al. Emprego de compostos organometdlicos mononucleares de
paladio(IT) na ativagao de macréfagos peritoneais de camundongos. Quimica Nova, 28, n.
3, p- 405-408, fev. 2005.

AMENDOLA, M. C. Algoritmo genético e espectroscopia no infravermelho. 2007. 125 f.
Dissertagdao (Mestrado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2007.

ANDRADE, P. B. M. Cisplatina. Disponivel em:
http://www.chm.bris.ac.uk/motm/cisplatin/htmlonly. Acesso em: abril / 2018.

ANGELO, A. C. D.; SOUZA A.R. DE; MORGON, N. H.; SAMBRANO, J. R. - Estudo
da adsorcao de hidrogénio e sulfeto na superficie de palddio: aspectos experimentais
(eletroquimica) e tedricos (ab initio e teoria do funcional da densidade). Quimica Nova, v.
24, n. 4, p. 473-479, 2001.

Gois, E. P de



115

Referéncias

ARL F. et al. Apoptosis-inducing effect of a palladium(II) saccharinate complex of
terpyridine on human breast cancer cells in vitro and in vivo. Bioorg.Med. Chem., 22, p.
4948-4954, 2014.

AVAIJL P. G. et al. Synthesis, spectral characterization, in-vitro microbiological evaluation
and cytotoxic activities of novel macrocyclic bis hydrazone. European Journal of
Medicinal Chemistry, 44, 3552-3559, 2009.

BANTI, C.N. et al. Mono-nuclear cis-Pd(II) chloride complex of the thio-nucleotide
analogue 5-methyl-thiouracil and its biological activity. Polyhedron, v. 87, p. 251-258,
2015.

BARAN, E. J. Suplementacdo de elementos-tragos. Cadernos Tematicos de Quimica
Nova na Escola, Sdo Paulo, n. 6, p. 7-12, jul. 2005.

BARRY, N. P. E.; SADLER, P. J. Exploration of the medical periodic table: towards new
targets. Chem. Commun., 49, 5106-5131, 2013.

BARTLETT, F.C. The future of ergonomics. Ergonomics, 5, 505-511, 1962.

BERALDO, H. Contribui¢des da Quimica Inorganica para a Quimica Medicinal.
Cadernos Tematicos de Quimica Nova na Escola, Sao Paulo, n. 6, p. 4-6, jul. 2005.

BRASIL. Ministério da Saude. Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva.
Estimativa 2012: incidéncia de cancer no Brasil. Rio de Janeiro: INCA, 2011. 118p.

BRUIJININCX, P. C. A.; SADLER, P. J. New trends for metal complexes with anticancer
activity. Curr. Opin. Chem. Biol., 12, 197-206, 2008.

CAIRES, A.C.F. Recent advances involving palladium (II) complexes for the cancer
therapy. Anticancer Agents Med. Chem., v. 7, p. 484-491, 2007.

Gois, E. P de



116

Referéncias

CALOGERAS, L. 10 praticas médicas egipcias que ainda s@o usadas nos dias de hoje.
2017. Disponivel em: https://misteriosdomundo.org/10-praticas-medicas-egipcias-que-
ainda-sao-usadas-nos-dias-de-hoje/. Acesso em: abril / 2018.

CARVALHO, A.J.S.; ISHIKAWA, T.; GOUVEA, C.M.C.P. Aqueous extract
Pliniaedulisleaves: Antioxidant activity and cytotoxicity to human breast cancer MCF-7
cell line. South Afric. J. Bot., v. 81, p. 1-7, 2012.

CAMPANELLA, N. C. et al. The cytotoxic and growth inhibitory effects of palladium(II)
complexes on MDA-MB-435 cells. Gen. Mol. Biol., v. 35, p. 159-163, 2012.

CAVALCANTE, C. Q. et al. Determinacao de palddio em amostras bioldgicas aplicando
técnicas analiticas nucleares. Quimica Nova, Sio Paulo, v. 31, n. 5, p.1094-1098, jul.
2008.

CHEANG, M.C.U. et al. Ki67 index, HER2 status, and prognosis of patients with luminal
B breast cancer. J. Natl. Cancer Inst., v. 101, p.736-750, 2009.

CHEN, C.N.; WU, C.L.; LIN, J.K. Apoptosis of human melanoma cells induced by the
novel compounds propolin A and propolin B from Taiwenesepropolis.Cancer Lett., v.
245, p. 218-231, 2007.

CHEN, Y. et. al. Sensitizeed luminescent Terbium nanoparticles: Preparation and time-
resolved fluorescence assay for DNA. Analytical Chemistry. v. 79, n. 3, pp. 960-965,
2009.

COLUCCIA, M. et al. A trans-Platinum Complex Showing Higher Antitumor Activity
than the Cis Congeners. J. Med. Chem., 36, 510, 1993.

COZZI, P. G. Metal-Salen Schiff base complexes in catalysis: practical aspects. Chem.
Soc. Rev., 33, 410, 2004.

Gois, E. P de



117

Referéncias

CROFT, S. L.; COOMBS, G. H. Leishmaniasis — current chemotherapy and recent
advances in the search for novel drugs. Trends in Parasitology, v.19, n.11, p. 502-508,
2003.

CUTILLAS, N. et al. Anticancer cyclometalated complexes of platinum group metals and
gold. Coord. Chem. Rev., 2013. http://dx.doi.org/10.1016/j.ccr.2013.03.024.

DAYAN, S. Palladium(II) complexes bearing bidentate pyridyl-sulfonamide ligands:
Synthesis and catalytic applications. Polyhedron, v. 85, p. 748-753, 2015.

DEMICHEL, C. et al. Antimony(V) complex formation with adenine nucleosides in
aqueous solution. Biochimica et Biophysica Acta, 1570, 192— 198, 2002.

DOGRA, J.; SAXENA, V. N. Itraconazole and leishmaniasis: a randomised double-blind
trial in cutaneous disease. Int. J. Parasit., 26, 1413-1415, 1996.

EKWALL, B. et al. Toxicity tests with mammalian cell cultures. In. BOURDEAU, P. et al.
(eds.), Short-term toxicity tests for non-genotoxic effects. Nova lorque: John Wiley and
Sons Inc., p. 75-97, 1990.

ELISEEVA, S. et al. Electroluminescent properties of the mixed-ligand complex of
terbium salicylate with triphenylphosphine oxide. Synthetic Metal. v. 141, pp. 225-230,
2004.

FANG, J. et al. Ligand effect on the performance of organic light-emitting diodes based on
europium complexes. Journal Luminescence. v. 124, pp. 157-161, 2007.

FARRUGIA, L. J. Ortep-3 for Windows — a version of ORTEP-III with a Graphical user
inetrface. J. Appl. Cryst., London, v. 30, p. 565, Oct. 1997.

FARRUGIA, L. J. WinGX suite for small-molecule single-crytal crystallography. J. Appl.
Cryst., London, v. 32, p. 837-838, Aug. 1999.

Gois, E. P de



118

Referéncias

FIOCRUZ, As Leishmanioses. 1997. Disponivel em:
http://www.dbbm.fiocruz.br/tropical/leishman/leishext/html/morfologia.htm. Acesso em:
abril / 2018.

FRANCO, L. P. et al. Palladium(II) imine ligands cyclometallated complexes with a
potential leishmanicidal activity on Leishmania (L.) amazonensis. Medical Chemistry
Research, 22, p. 1049-1056, 2013.

GABBIANI, C.; MESSORI, L. Protein targets for anticancer gold compounds: mechanistic
inferences. Anti-Cancer Agents Med. Chem., 11, 929, 2011.

GAQO, E. et al. Current development of Pd(II) complexes as potential antitumor agents.
Anti-Cancer Agents Med. Chem., v. 9, p. 356-368, 2009.

GAROUFIS, A.; HADJIKAKOU, S.K.; HADJILIADIS, N. Palladium coordination
compounds as anti-viral, anti-fungal, anti-microbial and anti-tumor agents. Coord.Chem.
Rev., v. 253, p. 1384-1397, 2009.

GAUTIER, A.; CISNETTI F. Advances in metal-carbene complexes as potent anti-cancer
agents. Metallomics, 4, 23, 2012.

GODOY NETTO, A. V. Aplicacio de pseudo-haletos e pirazo6is como unidades
estruturais na formacao de espécies mono e polinucleares de paladio (II). Emprego de
polimeros de coordenacao em sistema héspede-hospedeiro. 2003. 120 f. Tese
(Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista,
Araraquara, 2003.

GOLUB, A. M.; KOHLER, H.; SKOPENKO, V. V. Chemistry of pseudohalides.

Amsterdam: Elsevier, 1986. p. 15.

GRAHAM, R. D.; WILLIAMS, D. R. The synthesis and screening for anti-bacterial, -
cancer, -fungicidal and -viral activities of some complexes of palladium and nickel. J.
Inorg. Nucl. Chem., 41, 1245, 1979.

Gois, E. P de



119

Referéncias

GRAY, H. B.; BALLHAUSEN, C. J. A molecular orbital theory for square planar metal
complexes. Journal of the American Chemical Society, v. 85, n. 3, p. 260-265, 1963.

GUERIN, P. J. et al., Visceral leishmaniasis: current status of control, diagnosis, and
treatment, and a proposed research and development agenda. Infectious Diseases. 2, 2002.

GULL, P.; HASHMI, A. A. Transition Metal Coordination Complexes with Diverse Schiff
Base Ligands and Macrocyclic Systems: Synthesis and Structural Diversity. Asian
Journal of Physical and Chemical Sciences, 2, 1-27, 2017.

HERWALDT, B. L. Leishmaniasis. Lancet., 2, 1191-1199, 1999.

HO, G.Y.; WOODWARD, N.; COWARD, J.I.G. Cisplatin versus carboplatin: comparative
review of therapeutic management in solid malignancies. Crit. Rev. Oncol. Hematol.,
102, 37-46, 2016.

HOLLER, C.J. et al. The interaction of rare earth chlorides with 4,4'-bipyridine for the
reversible formation of template based luminescent Ln-N-MOFs. Dalton Transactions. V.
39, pp. 461-468, 2010.

HOHENBERG, P.; KOHN, W. Inhomogeneous electron gas. Phys. Rev., 136, 864, 1964.

INIGUEZ, E. et al. Metal-drug synergy: new ruthenium(Il) complexes of ketoconazole are
highly active against Leishmania major and Trypanosoma cruzi and nontoxic to human or
murine normal cells. J Biol Inorg Chem., DOI 10.1007/s00775-013-1024-2

KAFKA, S.; KAPPE, T. Synthesis of 4-Hydroxy-2(1H)-pyridones from Azomethines and
Substituted Dialkylmalonates. Monatshefte ftir Chemie, 128, 1019-1031, 1997.

KAPDI, A. R. A.; FAIRLAMBB, I. J. S. Anti-cancer palladium complexes: a focus on
PdX,L,, palladacycles and related complexes. Chem. Soc. Rev., 43, 4751, 2014.

Gois, E. P de



120

Referéncias

KAYA, Y. ICSEL, C. YILMAZ, V. T.; BUYUKGUNGOR, O. A palladium(II) complex
containing both carbonyl and imine oxime ligands: Crystal structure, experimental and
theoretical UV—vis, IR and NMR studies Spectrochimica. Acta Part A: Molecular and
Biomolecular Spectroscopy, v. 108, p. 133-140, 2013.

KOHN, W.; SHAM, L. J. Self-consistent equations including exchange and correlation
effect. Phys. Rev., 140, 1133, 1965.

KOHOUT, M. Photosensitive bent-core liquid crystals based on methyl substituted 3-
hydroxybenzoic acid. RSC Adyv., 7, 35805-35813, 2017.

KUSHEYV, D. et al. Synthesis, cytotoxicity, antibacterial and antitumor activity of
platinum(II) complexes of 3-aminocyclohecanespiro-5-hydantion. Journal of Inorganic
Biochemistry, v. 89, p. 203-211, 2002.

LAINSON, R.; SHAW, J. J.Leishmaniasis of the New World: taxonomic problems.
British Medical Bulletin, v. 28, p. 44-48, 1972.

LEE, J. D. Quimica inorgéanica nao tao concisa. 5. ed., Sdo Paulo: Edgard Bliicher, 2000.

LEVINSON, W.; JAWETZ, E. Microbiologia médica e imunologia. 7. ed. Porto Alegre:
Artmed, p. 632, 2005.

LI, H.; SUN, H. Recent advances in bioinorganic chemistry of bismuth Curr. Opin.
Chem. Biol., 16, 74-83, 2012.

LIPPERT, B. Uses of metal compounds in medicine. Reference Module in Chemistry,
Molecular Sciences and Chemical Engineering, Elsevier, 2013.

LIU, P. et al. Photochemical route for synthesizing atomically dispersed palladium
catalysts. Science, 352, 797-801, 2016.

Gois, E. P de



121

Referéncias

MAURYA, M. R. et al. Palladium(IT) complexes of OS donor N-(di(butyl/phenyl)
carbamothioyl)benzamide and their antiamoebic activity. European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 98, p.54-60, 2015.

MEDICI, S. et al. Noble metals in medicine: Latest advances. Coord.Chem. Rev., v. 284,
p- 329-350, 2015.

MEGURO, H. et al. Synthesis, structure, and quaternization and complexation reactions of
j3SCS pincer palladium complexes having 3,5-pyridinediyl unit. Journal of
Organometallic Chemistry, Columbia, v. 693, p. 1109-1116, Jan. 2008.

MESA-VALLE, C.M. et al. Antileishmanial Action of Organometallic Complexes of Pt(II)
and Rh(I). Mem. Inst. Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 91, 5, 625-633, 1996.

MIESSLER, G. L.; FISCHER, P. J.; DONALD, A. T. Quimica Inorganica. Traducdo de
Ana Julia Perrotti-Garcia. 5 ed. Pearson Education do Brasil, 2014.

MIJOS, K.D.; ORVIG. C. Metallodrugs in Medicinal Inorganic Chemistry. Chem. Rev.,
114, 4540-4563, 2014.

MORO, A. C. Espécies moleculares e supramoleculares de Pd (II) contendo ligantes
N,S doadores: sintese e caracterizacao. 2007. 101 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica)
— Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”,
Araraquara, 2007.

MOTSWAINYANA, W.M. et al. Imino-phosphine palladium(II) and platinum(II)
complexes: synthesis, molecular structures and evaluation as antitumor agents. J. Inorg.
Biochem., v. 129, p. 112-118, 2013.

MYCEK, M. J.; HARVEY, R. A.; CHAMPE, P. C. Farmacologia ilustrada. 2. ed. Porto
Alegre, Artimed, 1998.

NAKAMOTO, K. Infrared and Raman Spectra of Inorganic and Coordination
Compounds, Wiley Interscience, New York, 1986.

Gois, E. P de



122

Referéncias

NAVARRO, M. et al. Design of copper DNA intercalators with leishmanicidal activity.
Journal of Inorganic Biochemistry, n. 8, p. 401-408, 2003.

NAVARRO et al. Synthesis and characterization of [Au(dppz)2]CI3.DNA interaction
studies and biological activity against Leishmania (L) Mexicana. Journal of Inorganic
Biochemistry, n. 101, p. 111-116, 2007.

NIGAM, M. et al. Centchroman induces G0/G1 arrest and caspase-dependent apoptosis
involving mitochondrial membrane depolarization in MCF-7 and MDA MB-231 human
breast cancer cells. Life Sci., v. 82, p. 577-590, 2008.

ODDS, F. C.; BROWN, J. P.; GOW, N. A. R. Antifungal agents: mechanisms of action
Trends in Microbiology, 11, 6, 2003.

OPLUSTIL, C. P. Resisténcia aos antimicrobianos: assunto velho, novas preocupacdes.
Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial, v. 48, 2012.

PARSHALL, G. W. Acc. Chem. Res., v. 3, p. 139, 1970; CAIRES, A. C. F.; MAURO,
A.E. Composto cilcometalados de coordenacio intramolecular. Quimica Nova, v. 19, n. 1,
p- 59, 1996.

PATOLE, J. et al. Schiff base conjugates of p-aminosalicylic acid as antimycobacterial
agents. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 16, 1514-1517, 2006.

PATTANAYAK, P. et al. Synthesis and characterization of palladium (II) complex of
Schiff base ligand: C\S bond cleavage and catalytic activity. Inorganic Chemistry
Communications, v. 53, p. 68-71, 2015.

PETERS, D. H.; FRIEDEL, H. A.; McTAVISH, D. Azithromycin. A review of its
antimicrobial activity, pharmacokinetic properties and clinical efficacy. Drugs., 44, 750-
99, 1992.

PUTHILIBALI G. et al. Synthesis, spectroscopic characterization, electrochemical
behaviour and antibacterial activity of Ru(IIl) complexes of 2-[(4-N,N'-

Gois, E. P de



123

Referéncias

dimethylaminophenylimino)-methyl]-4-halophenol. Molecular and Biomolecular
Spectroscopy, 72, 4, 796-800, 2009.

REN, W. et al.; Synthesis, structure, and catalytic activity of organolanthanide complexes
with chiral biaryl Schiff-base ligands. J .Organomet. Chem., 758, 65, 2014

RONCONI, L., SADLER, P. J. Applications of heteronuclear NMR spectroscopy in
biological and medicinal inorganic chemistry. Coordination Chemistry Reviews, v. 252,
p. 2239-2277, 2008.

SAEIDIFAR, M, et al. Synthesis, characterization, and cytotoxicity studies of a novel
palladium(II) complex and evaluation of DNA-binding aspects. Nucleosides Nucleic
Acids, v. 32, p. 366-388, 2013.

SANTOS, Z. L.; NEVES, E. A. O carater pseudo-halogénio, pseudo-haleto. Quimica
Nova. 15-20, 1984.

SARGENTELLLI, V. Sintese, estudo dos comportamentos térmico e eletroquimico e

reatividade de pseudo-haletos complexos de cobre (IT). 1996. 228 f. Tese (Doutorado
em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 1996.

SHELDRICK, G. M. Germany: University of Gottingen. SHELXL.97, 1997.

SHAHEEN, F. et al. Synthesis, characterization, in vitro cytotoxicity and anti-
inflammatory activity of palladium(Il) complexes with tertiary phosphines and
heterocyclic thiolates: Crystal structure of [Pd(C28H19N8ps2]. Journal of
Organometallic Chemistry, Columbia, n. 693, p. 1117-1126, Jan. 2008.

SHAW, C. Gold-Based Therapeutic Agents. Chem. Rev., 99, 2589-2600, 1999.

SHRIVER, D. F.; ATKINS, P. W. Quimica Inorganica. Tradu¢io de Roberto de Barros
Faria. 4 ed. Porto Alegre: Bookman, 2008.

Gois, E. P de



124

Referéncias

SILVERSTEIN, R. M.; WEBSTER, F. X.; KIEMLE, D. J.; Spectrometric identification
of organic compounds, 7. ed. New York, p. 72-110, 2005.

SOARES, M. S. Sintese e caracterizacao de complexos tricarbonilrénio(I) com bases
de schiff derivadas de aminoacidos e escorpionatos derivados de tiobases. 2013. 146 f.
Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade de Brasilia-UnB,
Brasilia (2013).

STEVANATO, A. R. Investigacao estrutural e efeitos imunolégicos e tuberculostaticos
de complexos de paladio(II). 2009. 177 f. Tese (Doutorado em Quimica) — Instituto de
Quimica, Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”, Araraquara, 2009.

SUMANTRAN, V. N. Cellular chemosensitivity assays: an overview. In: CREE, L.A. (ed.),
Cancer cell culture: methods and protocols (Methods in Molecular Biology 731 Springer
Protocols), 2. ed. New York: Springer-Verlag, p. 219-236, 2011.

TERESA DE JESUS. Livro da vida. 1579.

TRABULSI, L. R. et al. Microbiologia. 4. ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2005.

TUSEK-BOZC, L. et al., 2008. Synthesis, characterization and antitumor activity of
palladium(II) complexes of monoethyl 8-quinolylmethylphosphonate. Polyhedron, 27, p.
1317-1328, 2008.

ULUKAYA, E. et al. Anti-cancer activity of a novel palladium(II) complex on human
breast cancer cells in vitro and in vivo. Eur. J. Med. Chem., v. 46, p. 4957-4963, 2011.

VASCONCELLOS, M. L. A. A. A teoria de Pearson para a disciplina de quimica
organica: um exercicio pratico e tedrico aplicado em sala de aula. Quimica Nova, v. 37, n.
1, p. 171-175, 2014

VICHAL V.; KIRTIKARA, K. Sulforhodamine B colorimetric assay for cytotoxicity
screening. Nat. Protoc., v. 1, p. 1112-1116, 2006.

Gois, E. P de



125

Referéncias

WATABE, M. et al. Preparation, 195Pt NMR spectra and biological activity of
platinum(IV) complexes with dipeptides. Journal of Inorganic Biochemistry, 73, p.1999,
73, 1-5, 1999.

WEISENTHAL, L. M. et al. A novel dye exclusion method for testing in vitro
chemosensitivity of human tumors. Cancer Res., v. 43, p. 749-757, 1983.

WEN, H. W.; YANG, P. C. Photophysical and photovoltaic properties of truxene-
functionalized conjugated polymer— fullerene supramolecular complexes. RSC Adv., 6,
60308-60317, 2016.

ZAYED, EM; ZAYED, MA; EL-DESAWY, M. Spectrochim. Acta. Part A., 134, 155,
2015.

Gois, E. P de



Anexos

Gois, E. P de



Anexo A - Tabela com dados cristalograficos de distancia de ligacao

ANEXOS

Ligacao Distéancia Ligacdo Distéancia
Pd1 N1 2.024(3) Cl11 Cl12 1.461(7)
Pd1 N2 2.031(3) N7 N8 1.181(7)
Pd1 N5 2.065(5) C25 C20 1.375(7)
Pd1 N6 2.071(4) C21 C22 1.363(7)
N2 C26 1.291(5) C21 C20 1.374(8)
N2 C23 1.434(5) C5 C4 1.370(7)
N1 9 1.293(5) C12 Cl17 1.397(7)
N1 C6 1.429(6) C12 Cl13 1.400(7)
N4 N5 1.115(6) Cc7 C8 1.389(7)
N4 N3 1.190(7) C28 C29 1.448(7)
N6 N7 1.096(6) 01 C19 1.214(7)
C32 C33 1.357(10) C20 C19 1.515(8)
C32 C31 1.392(10) C3 C8 1.386(7)
C9 C10 1.429(6) C3 C4 1.403(7)
C27 C28 1.342(6) C3 C2 1.494(8)
C27 C26 1.430(6) C29 C30 1.389(8)
C24 C23 1.381(6) C29 C34 1.393(7)
C24 C25 1.397(7) Cl6 CI15 1.373(8)
C23 C22 1.385(6) Cl6 Cl17 1.379(7)
C6 C5 1.397(6) C13 Cl4 1.378(8)
Co6 Cc7 1.403(6) C2 Cl 1.502(9)
02 Cc2 1.208(7) Cl4 CI15 1.374(9)
C10 Cl1 1.347(6) C34 C33 1.380(8)
C30 C31 1.389(8) C19 C18 1.483(9)
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Anexo B - Tabela com dados cristalograficos de angulo de ligacdo

128

Ligacdo Angulo (A) Ligacdo Angulo (A)
NI Pd1 N2 178.36(15) C10 Cl1 C12 126.5(4)
N1 Pd1 N5 90.83(15) N6 N7 N8 175.9(7)
N2 Pd1 N5 87.96(15) C20 C25 C24 121.0(5)
N1 Pd1 N6 89.49(16) C22 C21 C20 120.6(5)
N2 Pd1 N6 91.71(16) Cc4 C5 Coé 119.2(4)
N5 Pd1 N6 179.66(18) C17 C12 C13 118.3(5)
C26 N2 C23 122.0(4) C17 Ci12 Cl11 122.4(4)
C26 N2 PD1 123.9(3) C13 C12 Cl1 119.3(5)
C23 N2 PD1 113.7(2) C8 C7 Cé6 119.2(5)
Cc9 N1 Coé 119.9(4) C27 C28 C29 126.3(5)
Cc9 N1 PD1 122.7(3) C21 C22 C23 120.9(5)
Cé6 N1 PD1 117.5(3) C21 C20 C25 119.1(5)
N5 N4 N3 176.2(6) C21 C20 C19 117.7(5)
N7 N6 PD1 116.6(4) C25 C20 C19 123.2(5)
N4 N5 PD1 117.2(4) C8 C3 C4 118.3(5)
C33 C32 C31 120.1(6) C8 C3 C2 122.8(5)
NI C9 C10 122.8(4) Cc4 C3 Cc2 118.8(5)
C28 C27 C26 123.0(4) C30 C29 C34 118.9(5)
C23 C24 C25 119.1(4) C30 C29 C28 122.1(5)
C24 C23 C22 119.3(4) C34 C29 C28 119.1(5)
C24 C23 N2 121.94) G5 C4 C3 121.8(5)
Cc22 C23 N2 118.6(4) C3 C8 C7 121.2(5)
G5 Co C7 120.3(4) CI15 Cl16 C17 121.3(6)
G5 Co N1 121.8(4) Cl16 C17 C12 119.9(5)
C7 Cé6 NI 117.9(4) Cl4 CI13 C12 120.7(6)
N2 C26 Cc27 122.2(4) 02 C2 C3 120.1(6)
Cl11 C10 C9 122.5(4) 02 C2 Cl1 121.3(6)
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Continuagdo
Ligacao Angulo (A) Ligacao Angulo (A)
C3 C2 Cl 118.6(5) C18 C19 C20 118.5(5)
C15 Cl4 CI13 120.4(6) C31 C30 C29 120.1(6)
C33 C34 C29 120.5(6) C32 C33 C34 120.6(6)
01 C19 CI8 120.8(6) C30 C31 C32 119.9(6)
O1 C19 C20 120.7(6) Cl6 C15 Cl4 119.5(6)
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Resumo

RESUMO

Muitos metais de transicao apresentam grande importancia no meio bioldgico, visto que esses
interagem diretamente com biomoléculas essenciais para a manutencdo da vida.
Uma caracteristica dos metais que os tornam tao importantes como componentes (funcionais e
estruturais) dos seres vivos € sua propensdo em perder elétrons facilmente formando ions com
cargas positivas, que tendem a ser soliveis em fluidos bioldgicos. Muitos estudos tomaram
como base as possiveis interacdes dos fons metdlicos com as biomoléculas presentes no
organismo vivo. O presente trabalho teve como objetivo a preparagdo de novos compostos de
paladio(II), contendo ligantes iminicos, com o intuito de obter compostos inéditos que
apresentem propriedades farmacoldgicas. O ligante iminico (Base de Schiff) foi preparado
através da reacdo entre o aldeido trans-cinamaldeido e a amina p-aminoacetofenona (Hfafe)
L1. O ligante iminico obtido foi complexado ao palddio(Il), conduzindo substitui¢des, com o
intuito de se produzir novos compostos de coordenagcdo de férmula geral [PdX,(Hfafe),],
sendo X = Cl (C1), N3 (C2), SCN (C3), Br (C4) e I (C5). Os compostos foram caracterizados
através das técnicas de ponto de fusdo ou decomposi¢do, solubilidade, condutividade molar,
andlise elementar (CHN), das técnicas espectroscopicas de infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H e C, estudos termogravimétricos TG-DTA, difracido de
raios-X para o monocristal de C2 e célculos de DFT de L1. Os compostos foram empregados
em testes bioldgicos, para as células MCF-7 ¢ MDA-MB-435 do cancer de mama,
Leishmania ssp, em experimentos in vitro de células promastigotas e amastigotas L. (L.)
brazilienses, antifingico em leveduras do género Candida spp.: Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida krusei, C. glabrata, C. parapsilosis. Verificou-se que o ligante livre
apresentou efeito significativo frente os testes bioldgicos compardveis aos dos controles
positivos. No entanto, os complexos sintetizados se mostraram melhores potenciais agentes
farmacol6gicos do que seu ligante precursor. Entre os complexos sintetizados merece
destaque o compostos [Pd(N3),(Hfafe),], que apresentou, qualitativamente, atividade frente as

células mamarias, a Leishmania e aos fungos testados.

Palavras-chave: Ligante iminico. Complexo de palddio(Il). Espectroscopia e metalofarmaco.



Abstract

ABSTRACT

Some transition metals are of great importance in the biological environment, since they
interact directly with the biomolecules essential for the maintenance of life. One characteristic
of the metals that make them so important as functional and structural components of living
things is their propensity to lose electrons easily by forming ions with positive charges, which
tend to be soluble in biological fluids. Many studies have considered the possible interactions
of metal ions with biomolecules present in the living organism. The present work had as
objective the preparation of new compounds of palladium (II), containing iminic ligands, with
the intention of obtaining novel compounds that present pharmacological properties.
The iminic ligand (Schiff's Base) was prepared by the reaction between the
trans-cinnamaldehyde aldehyde and the amine p-aminoacetophenone (Hfafe) L1. The imine
ligand obtained was complexed to palladium(Il), leading to substitutions, with the aim of
producing new coordination compounds of the formula [PdX,(Hfafe),], where X = CI (C1),
N3 (C2), SCN (C3), Br (C4) and I (C5). The compounds were characterized by melting point
or decomposition, solubility, molar conductivity, elemental analysis (CHN), IR spectroscopic
techniques, 'H and “C NMR, thermogravimetric TG-DTA studies, X-ray diffraction for
monocrystal of C2 and calculations of DFT of L.1. The compounds were used in biological
tests for MCF-7 and MDA-MB-435 breast cancer cells, Leishmania ssp, in vitroexperiments
of promastigotes and amastigotes L. (L.) brazilienses, antifungal in yeasts of the genus
Candida spp.: C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis. The free
ligand was shown to have a significant effect against biological tests comparable to those of
the positive controls. However, the synthesized complexes showed better potential
pharmacological agents than their precursor ligand. Among the synthesized complexes, the
compounds [Pd(Ns3),(Hfafe),] deserve to be highlighted, which presented, qualitatively,

activity against mammary cells, Leishmania and fungi tested.

Key-words: Imine ligand. Palladium complex. Spectroscopy and metallopharmaceutical.
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Introducgao

1 INTRODUCAO

Normalmente, quando se pensa em farmacos, a primeira idéia que surge € a de
compostos organicos, € por muito tempo a Quimica Organica foi apresentada como ‘“‘a
quimica da vida”. Acreditou-se durante muito tempo que somente 0S compostos organicos
e as reacOes que os envolviam eram indispensdveis para a Vida, e que os elementos e
compostos comumente chamados “inorgadnicos” eram escasso ou ndo tinham nenhum

significado para os sistemas vivos (BARAN, 2005).

Com o passar dos anos, descobriu-se que os metais ttm um papel importante nos
sistemas vivos, uma vez que quatro metais do grupo principal (Na, K, Mg e Ca) e oito
metais de transicio (Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, V e Mo) possuem seus ions como sendo
necessdrios para importantes funcdes bioldgicas nos seres humanos (BARRY; SADLER,
2013). A Quimica Inorganica contribui a Quimica Medicinal no desenvolvimento de novos
medicamentos com propriedades farmacoldgicas especificas a partir da escolha do metal
devido a suas propriedades (BERALDO, 2005), tais como diversos estados de oxidacao,
nimeros de coordenacdo, geometrias, como também efeitos termodindmicos e cinéticos

caracteristicos de cada fon metalico (BRUIININCX; SADLE, 2008).

1.1 A QUIMICA MEDICINAL INORGANICA

Ainda que os estudos envolvessem a acdo dos metais no organismo seja
relativamente recente, seu uso em Medicina vem sendo praticado ha aproximadamente
5000 anos (Figura 1). De fato, os egipcios usavam cobre para esterilizar a 4gua a 3000 anos
antes de Cristo, e 0 ouro era empregado na fabricacdo de medicamentos na Ardbia e na
China ha 3500 anos, mais em razdo da natureza preciosa do metal do que de suas
propriedades medicinais, pois se acreditava que um metal nobre deveria trazer beneficios

ao organismo. Medicamentos contendo ferro eram usados no Egito 1500 anos antes de

Gois, E. P de
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Cristo e j4 no século dezesseis o médico suico Theophrastus Paracelsus desenvolvia e

usava medicamentos a base de mercurio, arsénio, estanho, chumbo e antimonio.

Figura 1 — Egipcios praticando medicina

Fonte: Calogeras

A Quimica Medicinal Inorginica comecou a deixar sua marca na década de 50 e
60, os quimicos comecaram a se concentrar em toda a tabela periddica e ndo apenas nos
elementos C, H, O, N (RONCONI; SADLER, 2008). Com o estudo de todos os elementos
da tabela periddica, descobertas importantes foram feitas ao longo dos anos, como

ferroceno (PAUSON; MILLER, 1951) e fluoretos de xen6nio (BARTLETT, 1962).

No entanto, Quimica Medicinal dedicava-se principalmente ao estudo de compostos
organicos e produtos naturais até a descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina
(Figura 2), observada pelo fisico Barnett Rosenberg em 1965. Em 1968, apds novos testes
frente as varias bactérias, a cisplatina foi administrada por via intraperitoneal a

camundongos portadores de tumor e foi mostrado regressdo do tumor (BAI et al., 2017).

Gois, E. P de
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Figura 2 - Representacdo da estrutura da Cisplatina

CL..,,,_P wCl
pre
H:N”~ “NH;

Fonte: Stevanato (2009, p. 43).

Com o sucesso da cisplatina em uso clinico, administrados em pacientes terminais
e, em seguida, nos tumores localizados, como nos casos de cncer testicular e ovariano,
precipitou um renascimento na quimica inorganica e levou a sintese e avaliacdo bioldgica
de muitos milhares de andlogos de cisplatina, € uma investigacao completa de outros

elementos proximos da tabela periddica (por exemplo, paladio e ouro).

Em uso clinico atualmente, a cisplatina € utilizada no tratamento de cancer
testicular, ovdrio, bexiga, cabeca e pescoco, pulmdo e cancros do colo do ttero (HO;
WOODWARD; COWARD, 2016), mas tem, no entanto, desvantagens. Uma grande
porcentagem de canceres humanos tem uma resisténcia natural ao tratamento com a
cisplatina (LIPPERT, 2013), seja aquela adquirida durante ciclos de terapia com o fairmaco
(ocorre em pacientes com cancer de ovario) ou resisténcia intrinseca (visto em pacientes
com colorretal, cancer de prdstata, pulmao ou mama). Além disso, a cisplatina tem grandes
efeitos colaterais limitantes quanto a dose do medicamento. Pacientes tratados com
cisplatina mostraram sinais graves de nefrotoxicidade (KARAKOC et al., 2015),
neurotoxicidade e ototoxicidade (FREITAS et al.,, 2009). Outros grandes efeitos
registrados incluem pressdo arterial elevada, diarreia, ndusea e vOmito grave (TULLY et
al.,, 2015). Por conseguinte, os efeitos colaterais da cisplatina ainda representam uma
grande desvantagem para o uso desta droga. Isso tem provado ser um objetivo muito mais
desafiador, com base em um subjacente conhecimento de como a cisplatina atua frente ao

tumor e, mais importante, como os tumores tornam-se resistentes (Figura 3).

Gois, E. P de
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Figura 3 — Mecanismo de reagdo da Cisplatina ao DNA
i W, O FH:;J- ,,':”
— 3 NH H*
o TNH, or g o

Par de bases no DNA

Fonte: Andrade

Atualmente, os farmacos mais utilizados como quimioterdpicos sdo os baseados em
Pt(1l) (HO; WOODWARD; COWARD, 2016). Tém-se também os andlogos mais
conhecidos como a carboplatina e oxaliplatina. Outros compostos farmacolégicos foram
aprovados, como a nedaplatina (Japao; SHIONOGI & CO. Ltd.), heptaplatina (Coréia do
Sul; SK PHARMA), lobaplatina (China). Ainda tém os firmacos que estdo nos estdgios de
desenvolvimento como a satraplatina (GPC BIOTECH & PHARMION); miriplatina
(DAINIPPON SUMITOMO PHARMA E BRISTOL-MYERS K.K.); prolindac (ACCESS
PHARMACEUTICALS); BP-C1 (MEABCO); Complexo Lipico de cisplatina
(TRANSAVE); aroplatina (ANTIGENICS); e picoplatina (POINARD) (Figura 4).

Gois, E. P de
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Figura 4 - Agentes anticancerigenos a base de platina comerciais.
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Fonte: Kapdi; Fairlambb, 2014.

Porém, existe a aplicacdo de outros derivados metdlicos como metalofairmacos e
agentes de diagnoéstico. Destacam-se os compostos de Bi(IIl), como o citrato de bismuto
ranitidina, no tratamento de desordens gastrointestinais e na erradicacao da bactéria Gram-
negativa Helicobacter pylori (LI; SUM, 2012), complexos de ouro(I), como a auranofina,
empregada no tratamento da artrite reumatdide (SHAW, 1999), o nitroprussiato de sédio,

um complexo de Fe(IIl) usado em emergéncias cirdrgicas como vasodilatador, o carbonato
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de litio, utilizado no tratamento de desordem bipolar, o nitrato de galio(III), utilizado para
tratamentos de hipercalcemia relacionada ao cancer, farmacos antimoniais, como o
gluconato de antimonio(V) sédico, usado para tratar leishmaniose (DEMICHELI et al.,
2002), sulfato de bario, usado como agente de contraste em radiografia gastrointestinal ,
153Sm-EDTMP (153Sm—Lexidr0nam), usado no tratamento paliativo de dores Osseas
resultantes de metéstases e os complexos "h-DPTA (Pentetato de mIn), 99mpe_Cardiolite

e 9Ga-citrato usados como agentes de contraste em cintilografia (MJOS; ORVIG, 2014).

Mundialmente, a demanda por medicamentos a base de platina tem crescido
constantemente (GAUTIER; CISNETTI, 2012). A especificidade demonstrada em relacao
a certas linhas celulares de cancro levou os investigadores a procurar alternativas. Uma das
alternativas que tem mostrado uma promessa considerdvel tem sido o desenvolvimento de
outros candidatos a medicamentos baseados em metal de transicio (GABBIANI;
MESSORYI, 2011; CASINI; MESSORI, 2011). Os complexos baseados em palddio estdo
intimamente relacionados aos seus andlogos de platina, devido as suas semelhancas
estruturais e a sobreposicao significativa da quimica de coordenagdo para os dois metais.
Um dos primeiros estudos de Graham e colaboradores (1979) defendeu o uso de
complexos de palddio como possiveis agentes anticancerigenos. Uma série de novos
complexos de palddio foi sintetizada, os quais exibem uma atividade promissora contra
linhas celulares tumorais (pulmio, préstata, etc.). Em vérios casos, os complexos de
palddio exibiram uma melhor atividade antitumoral do que os seus equivalentes de platina

(cisplatina, carboplatina, etc.).

Em termos de utilidade, o padrao de dissociacdo lenta dos complexos de platina em
comparagdo com o palddio (105 vezes mais rdpido) os torna mais aplicdveis.
Uma tendéncia recente observada em drogas anticancer baseadas em palddio é focar no
desenvolvimento de complexos de palddio com taxas de hidrélise mais lentas provocadas

pela escolha dos ligantes (KAPDI; FAIRLAMBB, 2014).
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1.2 PALADIO

O palddio é um metal de transicdo pertencente ao grupo da platina e pode ser
encontrado em diversos estados de oxidagdo, os principais sdo Il e IV. O Pd(Il) € o estado
de oxidag¢do mais estdvel e pode ser encontrado na forma de 6xidos, haletos, nitratos e
sulfatos. Apresenta configuracdo eletronica 4Pd’*: 1s* 2s° 2p° 3s° 3p° 4s° 3d'° 4p° 4d°.
Ele é paramagnético, mas todos os seus complexos sdo diamagnéticos e apresentam
principalmente coloracdo vermelha, marrom ou amarela (GRAY; BALLHAUSEN, 1962).
Todos os complexos de Pd(I) sdo diamagnéticos, exceto o fon paramagnético [PdCl4]*
que € formado em é&cido cloridrico. Quando o ion metdlico central de um complexo
apresenta uma configuragao d® em campo octaédrico, seis elétrons ocupardo os orbitais 7,

e dois elétrons ocupardo os orbitais eg (Figura 5) (SHRIVER; ATKINS, 2008).

Figura 5 - Configuragdo d® num campo octaédrico fraco
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Fonte: Lee (2000, p. 111).
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Os complexos de palddio mais estdveis possuem a configuracdo eletronica d®
[estado de oxidacdo (II)], sdo diamagnéticos e apresentam geometria quadrado-planar.
Estes complexos apresentam os cinco orbitais d degenerados em um {fon livre, sdo
desdobrados em quatro niveis diferentes. O tipo de desdobramento depende do arranjo

simétrico dos ligantes (GRAY; BALLHAUSEN, 1962).

As aplicacdes dos compostos de coordenacdo de Pd(Il) sdo muitas, em virtude da
extensa variedade de ligantes que a ele se coordena (GRAY; BALLHAUSEN, 1962).
Por muitos anos, os complexos de palddio foram investigados e t€ém encontrado diversas
aplicacdes, como em catélise (LIU et al., 2016), Quimica supramolecular (WEN; YANG,
2016), na drea tecnoldgica como materiais liquido-cristalinos (KOHOUT et al., 2017), na
area médica como agentes antitumorais (CAMPANELLA et al.,, 2012), entre outras.
Na Quimica Medicinal Inorganica destacam-se os derivados de Pd(II) sobre as espécies
organopaladados mono, bi e polinucleares com propriedades bioldgicas, frente a atividade
bioldgica envolvendo interagdes dos complexos com DNA e RNA (ALMEIDA et al.,
2005). O estudo de citotoxicidade in vitro do complexo de palddio apresentou inibicdo do
crescimento contra diferentes linhagens de células como K-562 (Leucemia), HCT-15
(cancer de célon), MCF-7 (cancer de mama), U-251 Glio (sistema nervoso central) ¢ PC-3

(cancro da préstata) (KAPDI; FAIRLAMBB, 2014).

Supds-se que uma melhoria na atividade dos complexos de palddio era devida a
presenca do dtomo N adequado para auxiliar a ligacdo eficaz de ifons metdlicos aos
fragmentos de 4cido nucléico em relagdo aqueles contendo ligantes doadores N
heterociclicos (COLUCCIA, 1993). Logo, a escolha criteriosa dos ligantes desempenha um
papel importante na defini¢do da geometria ao redor do centro de palddio, que na maioria

dos casos € de natureza trans (KAPDI; FAIRLAMBB, 2014).
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1.3 LIGANTES IMINICOS

Hugo Schiff, em 1864, descreveu a condensacdo de uma amina priméria com um
composto contendo um grupo carbonila ativo, (uma cetona ou um aldeido) onde a
carbonila € substituida por um grupo imina, produzindo um composto conhecido como
base de Schiff. Estas sdo bases de Lewis extremamente eficazes e apresentam o grupo
funcional, geralmente hidroxila, perto do sitio de coordenacdo a ponto de permitir que
anéis quelatos de cinco ou seis membros sejam formados por meio da reagdo com fons

metalicos.

Esses compostos sdo considerados “ligantes privilegiados”, por serem capazes de
estabilizar diversos metais em varios estados de oxidacdo podendo controlar o desempenho
dos fons em diversas transformacdes cataliticas (COZZI, 2004). As bases de Schiff
possuem estrutura bem definida e ampla funcionalidade organica, podem complexar
centros metalicos com grande facilidade. Levando em consideracdo a versatilidade de suas
propriedades estéricas e eletronicas, € possivel aplicar estes compostos em diversas dreas,
tais como atividades bioldgicas (ZAYED; ZAYED; EL-DESAWY, 2015; AL-NOOR;
AZ1Z; AL- JEBOORI, 2014), organometilicos (SOARES et al., 2014), atividades
cataliticas (REN et al., 2014), entre outras.

Atualmente, os ligantes neutros mais utilizados sdo piridina (py) (CHEN, 2009),
bipiridina (bipy) (HOLLER, 2010), terpiridina (terpy), fenantrolina (phen) (FANG, 2007),
oxidos de trifenilfosfina (tppo) (ELISEEVA, 2004). As bases de Schiff podem ser
sintetizadas de varias maneiras, adotando métodos diferentes (KAFKA; KAPPE, 1997),
enquanto que a condensacdo catalisada por dcido de aminas e aldeidos e cetonas € a mais
comum. Trata-se de uma rea¢do em duas etapas, na qual o ataque nucleofilico pelo d&tomo
de nitrogénio do carbono carbonilico € o primeiro que resulta no intermedidrio da
carbinolamina, que € instavel. No segundo passo, o intermedidrio sofre desidratacdo para

formar uma ligacdo dupla de carbono que € conhecida como base de Schiff (GULL;

HASHMI, 2017), (Figura 6).
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Figura 6 — Mecanismo da sintese da base de Schiff
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Fonte: Do Autor.

Complexos de metais contendo base de Schiff sdo comumente sintetizados pela
reacdo de sais metdlicos com ligantes de base de Schiff sob condi¢des de reacdo
especificas. Segundo Cozzi (2004), cinco vias sintéticas sdo descritas para a sintese do

complexo de metal base de Schiff e sdo apresentadas como segue na Figura 7.

A rota 1, usa os 6xidos metalicos [M(OR),] que estdo facilmente disponiveis para
uso particularmente de metais de transicdo. Na rota 2, as amidas de metais, sdo utilizados
como precursores na sintese de complexos metdlicos baseados em bases de schiff.
Virias outras rotas utilizadas como rotas sintéticas consistem na reacdo direta da base de
Schiff e do fon metdlico, rota 3. Na rota 4 ou reacdo das bases de Schiff com os
correspondentes acetatos metalicos em refluxo. O esquema descrito na Rota 5, que € um

pouco eficaz na sintese de complexos metdlicos do tipo salen, compreende uma reacao em
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duas etapas, a desprotonacdo da base de Schiff e a reacdo com sais metdlicos.
Os hidrogénios fendlicos podem ser desprotonados efetivamente usando hidreto de sdédio
ou potdssio. O hidreto na coordenagdo de solventes e o excedente NaH ou KH podem ser

removidos por filtracdo (GULL; HASHMI, 2017).

Figura 7 — Rota sintética dos complexos metalicos
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Fonte: Do Autor.

As bases de Schiff e seus complexos metalicos emergem como um campo diverso
de quimica e desempenham um papel importante no desenvolvimento e progresso de
coordenagdo quimica (ODDS; BROWN; GOW, 2003). A escolha do ligante organico tem
muita importancia para os complexos de palddio, pois se sabe também que as bases de
Schiff exibem propriedades biolégicas e sdo principalmente usadas como drogas em
medicamentos (PATOLE et al.,, 2006). Estudos experimentais t€ém mostrado que a
incorporagdo do ion metdlico aumenta a atividade bioldgica das bases de Schiff sobre a

quelacao (PUTHILIBAIL 2009; AVAJI 2009).
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1.4 PSEUDOHALETOS

O termo pseudo-halogénio foi introduzido em 1925 e refere-se a forma molecular
de compostos como cianogénio (CN), e ditiocianogénio (SCN),. Também pode ser
aplicado as moléculas como o N,O4 ou (SCSN3),. Em paralelo ao termo pseudo-halogénio
ha outros: pseudo-haleto, grupo pseudo-halogénio e derivados pseudo-halogenados.
Enquanto o termo pseudo-haleto refere-se ao anion, a designacdo de grupo pseudo-
halogénio € utilizada para se referir aos mesmos quando covalentemente ligados as

moléculas organicas (SARGENTELLI, 1996).

Os principais pseudo-haletos sd@o os seguintes fons: azida (N3'), cianato (OCN) e
seu isd0mero o fulminato (CNQO), tiocianato (NCS"), cianeto (CN"), selenocianato (NCSe"),
cianamida (N(CN),) e tricianometanida (C(CN);) (GOLUB; KOHLER; SKOPENKO,
1986). A designacdo destes ions como pseudo-haletos decorre de semelhangas entre as
propriedades dos mesmos com aquelas dos haletos auténticos. Destacam-se as seguintes
propriedades: sdo geralmente volédteis quando estdo no estado livre; reagem entre si
formando compostos como os compostos FN3 e bBr,Cl’; ligam-se a radicais organicos
(alquilas) formando compostos covalentes, RX e uma de sua propriedade mais importante
€ a capacidade de formarem complexos estaveis com muitos metais de transicao, podendo

coordenar-se ao ion metalico de diferentes modos (SANTOS; NEVES, 1984).

Apesar da similaridade, trés diferencas s@o marcantes entre os pseudo-haletos e os
haletos, a saber: os dcidos constituidos por haletos sdo mais fortes do que os dos pseudo-
haletos; a insaturacdo dos pseudo-haletos a qual lhes confere acentuada propriedade como
agentes complexantes e a reatividade destes ions, possibilitando a formacdo de novas

espécies coordenadas ao centro metdlico (GOLUB; KOHLER; SKOPENKO, 1986).

Na quimica inorganica os fons azida (NNN"), tiocianato (NCS") e cianato (NCO")
constituem diversos sais e na quimica de coordenagao sdo conhecidos compostos contendo
estes pseudo-haletos com praticamente todos os metais de transi¢do. Os mesmos

coordenam-se nos modos terminal ou ponte originando espécies monoméricas ou
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poliméricas (GODOY NETTO, 2003; NAKAMOTO, 1986). Quando em ponte, podem

atuar como ligantes end-on (u-1,1) ou end-to-end (u-1,3) (Figura 8).

Figura 8 - Modos de coordena¢do dos pseudo-haletos azida, tiocianato e cianato

M M
AN AN
NNN NNN NNN
Azida e e N
M M M
Terminal end-on end-to-end
M M M M M
A h \\NCS \SCN \SCN
Tioci SCN NCS NC O
ocianato Y N y s y “
M M M M M M
S-terminal  N-terminal p-1.2 H-1.1N p-1.1-5 p-1,1.2

Fonte: Moro, 2007.

Ralph Pearson usa a polarizabilidade das espécies para classificd-las como 4cidos e
bases duros (aos que possuem baixa polarizabilidade), acidos e bases moles aos que
possuem alta polarizabilidade. E a interacdo entre dcidos moles e bases moles sdo mais
efetivas, da mesma forma que 4cidos duros com bases duras (VASCONCELLOS, 2014).
O ion palddio(Il), de acordo com a teoria de Person, € um 4cido mole e com isso, espera-se
melhor interacdo com bases moles. Dentre os haletos e pseudohaletos que se enquadram
nessa classificacdo podemos citar: I, SCN° e CN, em comparagdo aos haletos e
pseudohaletos relativamente com maciez intermedidria, Br', N3, NCS", NCO'. Ja os haletos
F e CI, sdao considerados como base duras e sdo facilmente substituidos por

haletos/pseudohaletos mais macios (MIESSLER; FISCHER; DONALD, 2014).
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1.5 POTENCIAL BIOLOGICO

Atualmente, compostos inorganicos sao constantemente avaliados quanto aos seus
efeitos farmacoldgicos, na esperanca de alcangar curas efetivas para varias doencgas.
Os agentes quimioterdpicos sao substancias quimicas que exercem agdo seletiva sobre as
espécies patogénicas. De acordo com o tipo de microrganismo, os agentes quimioterapicos
sdo classificados em: antihelminticos, antiprotozodrios, antifingicos, antibacterianos,
antivirais e antineopldsicos (ALMEIDA, 2003). Alguns agentes quimioterapicos podem
apresentar um ou mais dos seguintes efeitos: -stdtico, quando inibem o crescimento ou
multiplicacdo ulterior do organismo ou célula invasora; -cida, quando o matam ou
destroem. A busca por novas moléculas evoluiu para a obten¢do de novos compostos no
ambito da pesquisa da Quimica Medicinal inorgdnica para avaliacdo biolégica sobre

algumas doengas de interesses cientificos.

1.5.1 Aspectos gerais do cancer de mama

A neoplasia maligna mais comum em mulheres (com exce¢do do cancer de pele
nio melanoma), tanto nacional quanto internacionalmente, ¢ o cancer de mama.
A estimativa para o Brasil, no bi€nio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil
novos casos de cancer e sdo esperados 57.960 novos casos de cancer de mama, sendo

5.160 para Minas Gerais (BRASIL, 2015).
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Figura 9 — Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2015 por sexo

Localizagan primaria casos novos  percentual Lacalizagao primaria casos novos  percentual
Prostata 60.180  30,8% Homens Mulheres  Mama Feminina 52.680 27,9%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.210 8,8% Colo do Utero 17.540 9,3%
Colon e Reto 14180 7.3% Colon e Reto 15.960 8.4%
Estomago 12.670 6,5% Glandula Tireoide 10.590 h,6%
Cavidade Oral 9.990 5,1% Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.110 5,3%
Esdfago 7.770 4.0% Estdmago 7.420 3,9%
Bexiga 6.210 3.2% Ovério 6.190 3.3%
Laringe 6.110 31% Corpo do Utero 4.520 2.4%
Linfona ndao Hodgkin 5190 2,7% Linfoma nao Hodgkin 4.450 2.4%
Sistema Nervoso Central 4.820 2,5% Sisterna Nervoso Central 4.450 2.4%

*Niimeros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10

Fonte: Brasil, 2015.

Os tumores mamadrios sdo heterogéneos (que possui natureza desigual e/ou
apresenta diferenca de estrutura), sendo este um dos maiores desafios na pratica clinica,
tendo em vista que tumores com os mesmos tipos histoldgicos, estigios e graus de
diferenciagdo podem apresentar desfechos distintos em relacdo aos fatores progndsticos e
as respostas aos tratamentos instituidos, principalmente, devido a diferentes alteragcdes
moleculares (CHEANG et al., 2009). A preven¢do primdria dessa neoplasia ainda ndo ¢é
totalmente possivel em razdo da variagcdo dos fatores de risco e das caracteristicas
genéticas que estdo envolvidas na sua etiologia. Novas estratégias de rastreamento factiveis
para paises com dificuldades or¢amentdrias tém sido estudadas e, até o momento, a

mamografia é recomendada como método efetivo para detec¢io precoce (BRASIL, 2015).

Apesar do sucesso terapéutico da cisplatina, os seus efeitos indesejados justificam a
busca por novos compostos com efeito antitumoral compardvel ou melhor que a cisplatina,
porém, com menor toxicidade sist€émica. A platina e outros metais de transi¢do apresentam
interesse particular para o desenvolvimento de compostos antitumorais devido a forte
interacdo desses metais com o DNA, embora, possam se ligar a outros alvos moleculares
como as proteinas contendo tidis e participar de processos de 6xido-reducdo (MEDICI et
al., 2015). Assim, varios complexos utilizando metais de transi¢do t€m sido sintetizados e
estudados, como € o caso de complexos de palddio (II), que apresentam analogia estrutural

e termodindmica aos complexos de platina (CUTILLAS et al., 2013; GAO et al., 2009;

Gois, E. P de



35

Introducgao

GAUTIER; CISNETTI, 2012;). Virios estudos t€ém demonstrado que os complexos de
Pd(II) apresentam atividade citotéxica similar aos complexos e Pt(Il), cisplatina,
carboplatina e oxaliplatina, com menos efeitos adversos € maior solubilidade em agua

(GAO et al., 2009; GAROUFIS; HADJIKAKOU; HADJILIADIS, 2009).

Os primeiros complexos de Pd(II) apresentaram pouca ou nenhuma aplicagdo como
antitumorais, devido a sua rdpida hidrdlise em ambientes bioldgicos, cerca de 10° vezes
mais rapida do que os andlogos contendo platina. A ripida dissociacio em meio aquoso
impede que os complexos atinjam o alvo farmacoldgico e aumenta o risco de formacgao de

compostos reativos, com potencial para interferir em processos bioquimicos das células

normais (CAIRES, 2007; GAROUFIS; HADJIKAKOU; HADJILIADIS, 2009).

Em geral os complexos de Pd(II)s@o divididos em 2 grupos principais: aqueles com
ligantes doadores de enxofre e os complexos com ligantes doadores de nitrogénio e outros
doadores. A atividade bioldgica dos metalocomplexos estd diretamente relacionada ao
ligante, que desempenha papel crucial na estabiliza¢do do estado de oxidacdo especifico do
metal, na modificacdo da reatividade e lipofilicidade e ainda deve ser inerte

(MOTSWAINYANA et al., 2013).

Ulukayaet al. (2011) e Ari et al. (2014) demonstraram que um complexo de Pd(II)
mononucleado, contendo terpiridina apresentou citotoxicidade para células MCF-7 e
MDA-MB-231 de adenocarcinoma mamario humano e o mecanismo de acdo inclui a
quebra de dupla fita do DNA e aumento do estresse oxidativo, o que levou as células a
morte (ADIGUZEL et al., 2014). Campanella et al. (2012) utilizando complexos de Pd(II)
contendo imina e difenilfosfina, [Pd(ca;-o-phen)Cl,] e [Pd(dmba)(dppp)Cl],
respectivamente,demonstraram o efeito citotoxico para a linhagem de células MDA-MB-
435, de adenocarcinoma mamadrio humano triplo-negativo. Outros complexos de Pd(II)
ininico-fosfinicos também se mostraram citotéxicos para células MCF-7, sendo mais
eficientes que a cisplatina (MOTSWAINYANA et al., 2013). Resultados semelhantes
foram obtidos por Banti et al. (2015), com dois complexos trifenilfosfinicos de Pd(II)

testados em células MCF-7.
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1.5.2 Aspectos gerais da leishmaniose e Leishmania ssp.

O género Leishmania é constituido de vérias espécies de protozodrios pertencentes
a familia Trypanosomatidae e a ordem Kinetoplastida, que se caracterizam pela presenga
de uma estrutura extranuclear rica em DNA, denominada cinetoplasto (LAINSON;
SHAW, 1972). Em 1903, Leishman e Donovan separadamente descreveram um
protozodario num tecido de bago, que hoje é chamado Leishmania donovani ( HERWALDT,
1999). O parasito existe em duas formas: e a forma intranuclear amastigota (Figura 8A),
que € ovalada, nao apresenta flagelo visivel na microscopia 6tica, € encontrada no interior
dos fagolisossomos dos macréfagos do hospedeiro mamifero, onde sobrevivem e se
multiplicam e a forma extranuclear promastigota (Figura 8B), que € fusiforme, apresenta
nicleo central e possui flagelo, organela relacionada a locomog¢do do parasito no tubo

digestivo do inseto (CROFT; COOMBS, 2003).

Figura 10 - Formas evolutivas do protozodrio Leishmania

Legenda: A. Amastigota
B. Promastigota

Fonte: Fiocruz, 1997.
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As leishmanioses se caracterizam pelo parasitismo intracelular do sistema
fagocitario mononuclear, a partir da picada do vetor flebotomineo-fémea infectado com as
formas promastigotas de Leishmania que, apés inoculacdo no hospedeiro vertebrado se
transformam em amastigotas no vacuolo parasitéforo de macréfagos (LAINSON; SHAW,

1992).

O medicamento mais utilizado para o combate a Leishmania sdo complexos de
antimdnio pentavalente, Anfotericina B e a Pentamidina. No entanto, estes agentes
apresentam desvantagens como o modo de administragdo parenteral, de longa duragdo da
terapéutica, efeitos toxicos, custo e parasita resistente (GUERIN et al., 2002). Com base
nestas consideragcdes, o estudo de novas drogas para o tratamento das leishmanioses é
importante, uma vez que varios estudos que avaliaram esses medicamentos nao
apresentaram resultados conclusivos (DOGRA; SAXENA, 1996). Azitromicina tem sido
usado para tratar infec¢des causadas principalmente por microorganismos intracelulares,
devido a sua distribui¢c@o tecidual dentro de fagdcitos e sua longa meia vida (PETERS;

FRIEDEL; McTAVISH, 1992).

A atividade dos metais sobre a Leishmania foi descrita por alguns autores como
Navarro e colaboradores (2003) que testaram a atividade leishmanicida de complexos de
cobre (Cu) sobre formas promastigotas de Leishmania braziliensis comprovando sua
interacdo com o DNA do parasita. Além disso, também j4 foi relatada a atividade do ouro
(Au) sobre culturas de promastigotas de L. mexicana interagindo sobre o DNA por
intercalacio  (NAVARRO et al.,, 2010). Iniguez e colaboradores (2014) também

demonstraram atividade de complexos com ruténio sobre Leishmania.

Os complexos contendo paladio(Il) tém chamado a atencdo como uma alternativa
para novas drogas com base metdlica, visto que sua coordena¢do geométrica e processo de
formagdao de complexo sdo similares aos da platina (II) (TUSEK-BOZC et al., 2008).
Na literatura tem sido descrito a sintese de novos compostos de palddio pelas reacdes de
adicdo ou substitui¢do por grupos radicalares como haletos ou pseudohaletos sobre a

atividade antileishmania do tiocianato relatado por Franco (2013).
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1.5.3 Aspectos gerais antifiingicos

Os fungos podem causar infecgdes, sendo denominadas micoses as infeccoes
fingicas. Os fungos (Figura 11) podem ser patogénicos ou ndo, sdo seres eucaridticos,
heterotréficos, possuem parede celular rigida composta por quitinas e polissacarideos, além
de apresentarem membrana celular envolvendo o material genético, membrana composta
de ergosterol e ndcleo. Sua morfologia pode variar dependendo de condi¢gdes nutricionais
de fatores ambientais (pH, temperatura, atmosfera O,/CO,) (TRABULSI et al., 2005;
LEVINSON; JAWETZ, 2005).

Figura 11 — Cultivo de fungo em placa de Petri

Fonte: Alcantara, 2017

Com o passar dos anos o desenvolvimento de farmacos eficientes para combater
infecgdes microbianas revolucionou tratamentos médicos com a reducdo de mortes
ocasionadas por tais doencas. No entanto, o uso de antibidticos indiscrimindvel resultou na
resisténcia dos microrganismos. Isso se tornou um grande problema mundial de saide
publica, uma vez que limita as opg¢des de farmacos disponiveis no mercado, sendo

importante a busca por novos agentes antimicrobianos (OPLUSTIL, 2012).

Nesse contexto o uso de compostos inorganicos no tratamento de doencas como

agentes antifungicos vem sendo muito utilizado. Como exemplo cita-se as

mplex
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apresentam ampla atividade antimicrobiana, sendo ativas em diferentes culturas de fungos,
porém, sua complexacdo com metais de transicdo aumentam seu potencial antiftingico,
como os complexos de cobalto (MYCEK; HARVEY; CHAMPE, 1998). Além disso,
vérios trabalhos evidenciam os estudos antibacterianos e antifiingicos dos complexos de
platina (KUSHEV, et al., 2002; WATABE, et al., 1999). A sintese de dois complexos
Pt(II), [Pt(achsh),Cl,] e [Pt(NHs)(achsh)Cl,] realizadas por Kushev e colaboradores
(KUSHEV, D. et al.,, 2002) ao serem testados em culturas de fungos e bactérias

apresentaram atividade similar e, ou, maior comparadas a cisplatina.
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2 OBJETIVOS

Diante do exposto, percebe-se a necessidade do desenvolvimento de novos complexos
de Pd(II) e estudos para o conhecimento das atividades biologicas dos complexos metalicos.
Assim, o objetivo desse trabalho foi a sintetize, caracterizagdo e a avaliacdo das
potencialidades farmacoldgicas de complexos de palddio(Il) contendo o ligante iminico

1-(4-{[(1E,2E)-3-fenilprop-2-en-1-ilideno]amino } fenil)etanona (Hfafe).
Deste modo, o presente trabalho tem os seguintes objetivos especificos:

a) Sintese do novo agente complexante nitrogenado (Base de Schiff ou iminas),
1-(4-{[(1E,2E)-3-fenilprop-2-en-1-ilideno]amino } fenil)etanona (Hfafe), e realizar

a coordenacdo deste agente complexante com o paladio(Il);

b) Sintese dos novos complexos de Pd(Il) através da troca de cloreto (CI') por outros

haletos: brometo (Br’) e iodeto (I') e pseudohaletos: tiocianato (SCN") e azida

(N3);

¢) Caracterizagdo dos novos compostos utilizando as técnicas de andlise elementar
(CHN), espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV), andlise térmica
(TG e DTA), espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN de 'H e Bo),
determinag@o estrutural e molecular por técnicas de difratometria de raios-X,

condutividade elétrica e propriedades eletrOnicas;

d) Investigacdo da atividade em Leishmania ssp, células tumorais e fungos com o

intuito de avaliar as potencialidades bioldgicas dos novos compostos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Em todas as sinteses foram utilizados reagentes P.A. Os principais solventes e

reagentes estdo listados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Principais solventes utilizados nas sinteses

Solventes Férmulas | Procedéncias
Acetona C3;HcO Cromoline
Acetonitrila CH;CN Isofar
Cloroférmio CHCl; Cromoline
Diclorometano CH,Cl, Isofar
Dimetilsulf6xido (DMSO) C,HeSO Ecibra
Etanol C,HsOH Ecibra
Eter Etilico C4H;00 Ecibra
Metanol CH;0H Impex
Nitrometano CH;NO, Nuclear
Pentano CsH» Isofar
Tetrahidrofurano (THF) C4HgO Synth

Fonte: Do Autor.
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Tabela 2 - Principais reagentes utilizados nas sinteses

Reagentes Férmula | Procedéncia
Azida de sodio NaNj Riedel
Brometo de Potéssio KBr Vetec

Cianato de Potassio KCNO Carlo Erba
Cloreto de Litio LiCl Synth
Cloreto de Paladio (II)  PdCl, Sigma Aldrich

Iodeto de Potéssio KI Merck
p-aminoacetofenona CsHoNO  Carlo Erba
trans-cinamaldeido CsHgO Merck
Tereftaldeido CsHeOo Aldrich

Tiocianato de Potassio = KSCN Merck

Trietilamina CeH 5N Vetec

Fonte: Do Autor.

Para facilitar a explanacao dos resultados alcangados, o fluxograma abaixo, indica
as sinteses realizadas a obtencdo do novo ligante iminico e dos novos complexos de

paladio(II).
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Figura 12 — Mecanismo da sintese da base de Schiff Hfafe
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Fonte: Do Autor.

3.1 SINTESE DO NOVO LIGANTE IMINICO Hfafe (L1)

A sintese da imina foi conduzida reagindo-se aldeido ou cetona com amina, na
propor¢ao estequiométrica adequada, em etanol e a temperatura ambiente, em Erlenmeyer
com tampa e boca esmerilhada. O Erlenmeyer contendo o meio reacional foi transferido
para um freezer com o intuito de se obter o sélido por abaixamento de temperatura.

As reagdes foram realizadas em duplicata.
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Figura 13 — Equagdo quimica para a obtencao do ligante Hfafe L1

/

—Z

HoN —

Fonte: Do Autor.

Para a sintese do novo ligante iminico ou base de Schiff, Hfafe (Figura 13), foi
conduzida reagindo-se p-aminoacetofenona com trans-cinamaldeido, na proporcao
estequiométrica 1:1, em meio etandico, a temperatura ambiente de 27 °C, em um baldo
volumétrico de fundo redondo. Foram gotejados 1,0500 g (7,94 mmol) de
trans-cinamaldeido dissolvido em 10,0 mL dlcool etilico em uma solucdo limpida
constituida de 1,0700 g (7,94 mmol) de p-aminoacetofenona em 10,0 mL de 4lcool etilico,
sob agitacdo. Apds 2 horas de reacdo, observou-se a formacao de um precipitado amarelo
claro. O sistema foi transferido para um freezer com o intuito de se obter cristais por

abaixamento de temperatura. As reacdes foram reproduzidas em duplicata.

3.2 SINTESE DO NOVO COMPLEXO PRECURSOR DE PALADIO(II)

A sintese de nova espécie quimica de coordenacdo foi realizada reagindo o novo
ligante obtido com o sal de metal de transicao tetracloropaladato(Il) de litio, em propor¢dao
estequiométrica adequada e utilizando o metanol como solvente a temperatura ambiente.
O método de litiagdo é muito empregado na complexacdo de complexos de palddio

(CAVALCANTE et al., 2008; ANGELO et al., 2001). O PdCl, € insolivel em MetOH.
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A adicdo de LiCl se faz necessaria, pois forma-se um complexo solivel em metanol a

quente, o tetracloropaladado(II) de litio, € o precursor reacional (Figura 14).

Figura 14 - Esquema do método de Parshall

Cl
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Fonte: Do Autor.
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3.2.1 Sintese do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1)

Solubilizou-se 1,0000 g (5,64 mmol) de PdCl,, em 40,0 mL de metanol, sob
aquecimento e agitacdo durante cerca de 20 minutos, em um baldo de fundo chato.
Apés este tempo, foi observado certo escurecimento da mistura e formacdo de uma
suspensdo. Adicionou-se entdo 0,4704 g (11,28 mmol) de LiCl, deixando reagir por mais
20 min. Observou-se a solubilizagdo do sélido em suspensdo. Filtrou-se a solu¢@o ainda a

quente para remog¢ao de residuos sélidos insoluveis.
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Em outro baldao de fundo chato, solubilizou 1,4000 g (5,64 mmol) do ligante
iminico Hfafe L1 em metanol, formando-se uma solu¢do limpida e cristalina. Fez-se entao
uma lenta adi¢do desta solugdo a anterior contendo predominantemente Li,[PdCly]. Deixou
o sistema em agitacio e sob gotejamento de uma solucao metanol-trietilamina (20:1) (v/v).
O lento gotejamento teve duracdo de 8 horas sendo observada a formagao de um solido
amarelo (Figura 15). O precipitado produzido foi entdo filtrado, lavando-se com 4gua e

éter e seco sob vacuo.

Figura 15 - Equacdo quimica para a obten¢do do [PdCl,(Hfafe),] (C1)

—0

cl ol

2 N +  Lis _Pd_ ——> [PdCly(Hfafe),] + 2 LiCl
\ Cl Cl

Fonte: Do Autor.

3.3 REACOES DE SUBSTITUICOES

Com a obten¢do do novo complexo precursor [PdCl,(Hfafe),] (C1), e com o intuito
de se investigar a reatividade dos mesmos frente a haletos e pseudohaletos, foi conduzida
entdo reacdes de substituicdo do cloro, por brometos e iodetos, bem como pelos
pseudohaletos azida e tiocianato. O estudo de séries de complexos se faz necessdria para a
comparacdo de suas propriedades fisicas e quimicas, além das propriedades bioldgicas, o
que facilita interpretar a relagdo estrutura quimica versus atividade bioldgica (SAR).

A escolha destes sais foi norteada por suas relevantes propriedades farmacoldgica.
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Em reacdo estequiométrica e dissolvido em acetona, o complexo precursor foi agitado com

os sais inorganicos NaN3, KSCN, KBr e KI para obten¢do de novos complexos.

3.3.1 Sintese de complexos do tipo [PdX,(Hfafe),] sendo X = N3 (C2), SCN (C3),
Br (C4) eI (C5)

Para a obten¢do de complexos do tipo [PdX,(Hfafe),] sendo X = N3, SCN, Bre I, a
partir do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1), utilizou-se a propor¢ao 1:2 (complexo-cloro:sal

inorgéanico), conforme esquema reacional abaixo:

Esquema Reacional previsto:

[PACl,(Hfafe),] + 2 NaX —> [PdX,(Hfafe),] +2 NaCl

Solubilizou-se 0,3001 g (0,44 mmol) do complexo em 20,0 mL de acetona, sob
agitacdo. Em seguida solubilizou-se os sais inorganicos 0,057g (0,88 mmol) de NaNj,
0,0808 g (0,58 mmol) de KSCN, 0,1052 g (0,58 mmol) de KBr e 0,1472 g (0,58 mmol) de
KIem 0,01 mL de dgua destilada e adicionou-se ao complexo. Deixou-se reagindo por 2 h.
Ap6s o término da reagdo, o baldo contendo a mistura reacional, foi levado a geladeira
permanecendo por volta de 24 horas. A solugdo foi filtrada lavando-se o produto com dgua
em abundancia para remocao do cloreto de sddio / cloreto de potdssio formado no processo
reacional. Os sdélidos sintetizados apresentam coloracdo laranja para o complexo
[Pd(Ns),(Hfafe),] (C2), verde para [Pd(Hfafe),(SCN),] (C3), laranja para [PdBr,(Hfafe),]
(C4) e marrom para [Pd(Hfafe),I,] (C5), respectivamente.
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3.4 METODOLOGIA DE CARACTERIZACAO

A seguir serdo apresentadas as técnicas e equipamentos utilizados para a elucidagdo

dos compostos sintetizados neste trabalho.

3.4.1 Ponto de Fusao ou Temperatura de Decomposicao

Os pontos de fusdo ou decomposicdo foram medidos no equipamento Marte
(PEM II). A amostra foi triturada e empacotada em tubo capilar para registrar a faixa de
temperatura da primeira evidéncia visivel do sélido até a sua fusdo ou decomposicdo.

Foram realizados em triplicata.

3.4.2 Testes de solubilidade

A solubilidade dos compostos foi testada com os solventes: dgua, metanol, etanol,
acetonitrila, acetona, diclorometano, cloroformio, THF ¢ DMSO. Com a finalidade de
verificar a solubilidade dos compostos com os solventes que foram utilizados nas técnicas
de caracterizacdo, como espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta — visivel
(CH3CN), ressonancia magnética nuclear (CDCl; ou DMSO.dg) e os testes bioldgicos

(DMSO).

3.4.3 Analise elementar

Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram determinados no Analisador

Elementar da LECO Instruments - modelo TruSpec CHNS-O, utilizando porta-amostra de
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prata. Foram utilizados como compostos de referéncia Acetanilida, Cistina, EDTA e

sulfametazina, conforme o teor de carbono e, ou nitrogénio esperado.

3.4.4 Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho, IV, foram registrados no
espectrofotometro Simadzu — IR Prestige 21. As pastilhas apropriadas para a leitura foram
preparadas pela maceracdo, em almofariz de dgata, da amostra com brometo de potdssio e

posterior compactacdo numa prensa hidraulica (aprox. 10 t).

3.4.5 Analise térmica

As curvas termogravimétricas (TG/DTA) foram obtidas empregando-se o
equipamento da TA Instruments — Q-600 Séries. Cada amostra, com cerca de 8,0 a 10,0
mg, foram disposta em cadinho de alumina, o qual foi submetido a um aquecimento desde
a temperatura ambiente ate 1100°C, com razdo de aquecimento de 20°C min."l, sob

atmosfera de ar sintético e fluxo de 100 mL.min."".

3.4.6 Espectroscopia de ressoniancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética multinuclear (RMN) foram obtidos em um
Espectrometro Brucker DPX-300, operando a 300 MHz para RMN 'H e 75 MHz para
RMN BC. As amostras foram preparadas com prévia solubilizacdo em solvente deuterado

neste caso o DMSO-dg.
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3.4.7 Difracao de raios-X

Foram obtidos cristais adequados para analise de difracio de raios-X pela
evaporacao lenta da acetona proveniente na solu¢do mae da reagdo do complexo precursor
[PdCl,(Hfafe),;] (C1) com o sal inorganico NaN3; formando o complexo [Pd(N3),(Hfafe),]
(C2).

3.4.7.1 Coleta de Dados

As medidas de DRX por monocristal dos compostos obtidos foram realizada no
Laboratorio de Cristalografia da UFMG (LabCri) em cooperagdo direta com o Prof. Dr.
Carlos Basilio Pinheiro. O LabCri é um laboratério multiusudrios aberto a comunidade
cientifica interessada em usar técnicas de difracdo de raios X para apoio a pesquisa.
As medidas foram realizadas em um difratdmetro de 4-circulos (Gemini) destinado a
estudo de amostras monocristalinas, dotado com detector CCD, dois comprimentos de
onda (K,-Cu e K,-Mo) e acessorios para estudos em altas (< 650 K), baixas temperaturas
(> 90 K) e altas pressdes (< 3 atm). O professor responsavel pelas medidas foi o
Prof. Dr. Antonio Carlos Doriguetto e¢ pelo tratamento dos dados a Dra. Iara Rosa

Landre.

3.4.7.2 Tratamento de Dados de Difracao

Deu-se-a preferéncia a utilizacdo de softwares com licenca livre. Durante o
tratamento numérico dos dados de difracdo (reducdo, determinacdo e refinamento
estrutural), foram utilizados os softwares como o SHELXL.-97, SHELXS-97, WINGX,
PLATON, ORTEP-3, MERCURY. Todos eles sdo softwares livres, de excelente qualidade
e facilmente obtidos na grande rede. Correcdes (tais como fator de polariza¢do e absorc¢ao)

foram efetuadas sobre os dados experimentais de difracdo, usando os métodos e os
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softwares adequados. As estruturas foram resolvidas usando os métodos de Patterson e, ou,
diretos, com o programa SHELXS-97 (SHELDRICK, 1997). Os modelos assim obtidos
foram refinados (minimos quadrados de matriz completa) em F* usando o programa
SHELXL-97 (SHELDRICK, 1997). O programa WINGX (FARRUGIA, 1999) foi usado
na andlise dos dados. Os programas ORTEP-3 (FARRUGIA, 1997), STRUPLO
(FISCHER, 1985), Mercury 1.1.2 (CCDC, 2001-2002) foram usados para analisar e

elaborar representacdes graficas das estruturas.

3.4.8 Condutividade Elétrica

Utilizou para as medidas de condutancia um equipamento e um eletrodo padrao da
AAker. A solucdo padrio de KCl que foi utilizada para calibragem do equipamento,
apresentou condutividade de 1,413 uS/cm na temperatura controlada de 25 °C, com célula
de platina, com constante de cela K=1 cm™. Todas as solu¢des foram preparadas com

concentracdo de 0,1 mmol, nas quais empregou nitrometano (CH3;NO,) como solvente.

3.4.9 Propriedades eletronicas

Os cdlculos das propriedades eletronicas foram realizado no Laboratério de
Modelagem Computacional - LaModel, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal
de Alfenas - Unifal-MG, com colaboracio do Prof. Dr. Thosvany Camps Rodrigues. Para
obter as propriedades eletronicas do ligante L1, os célculos funcionais de densidade foram
realizados usando o pacote Gaussian 09 (Gaussian09). As simula¢des foram feitas usando
o funcional hibrido M06-2X de Truhlar e Zhao (M062X) para a correlacdo e troca
funcional em conjunto com a base 6-311++G(d,p). O funcional M06-2X é um funcional
alto nao-localiza¢do com o dobro da quantidade de troca ndo-local (2X), e é parametrizada
apenas para nao-metais. Devido ao seu desempenho, foi recomendado que fosse usado para

o estudo da termoquimica, da cinética e das interagdes nao covalentes do grupo principal
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(M062X). A otimizacdo de geometria foi verificada através das freqii€ncias infravermelhas
reais e o critério de convergéncia de energia foi igual a 10°. Para prever a reatividade dos
compostos, uma andlise topoldgica foi realizada usando o software TAFF (TAFF). Nesse
caso, foram determinados os orbitais de fronteiras: HOMO (orbital molecular ocupado
mais alto) e LUMO (orbital molecular mais baixo desocupado) junto com as fungdes de

Fukui.

3.5 TESTES BIOLOGICOS

Com o intuito de verificar as potencialidades farmacolégicas dos compostos

sintetizados, os novos compostos foram enviados para testes bioldgicos frente a:

a) Avaliacdo antitumoral para as linhagens celulares MCF-7 (ER") e MDA-MB-
435 (triplo negativo; ER’, PR, HER2');

b) Avaliacdo antileishmania nas formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e L.

(L.) chagast,

¢) Avaliacdo antifingica do género Candida spp.: Candida albicans ATCC
10231, Candida tropicalis ATCC 750, Candida krusei ATCC 6258, C.
glabrata ATCC 90030, C. parapsilosis ATCC 22019.

3.5.1 Avaliacao da Citotoxicidade

A avaliacdo da atividade dos testes carcinogénicos dos compostos sintetizados foi
realizada no Laboratério de Cultura de Células (LCC) da UNIFAL-MG, com colaboracao
da Profa. Dra. Cibele Marli Cacdo Paiva Gouvéa, para o ligante e os complexos metélicos
obtidos. As linhagens celulares MCF-7 (ER+) e MDA-MB-435 (triplo negativo; ER-, PR-,
HER?2-) provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRI).

Gois, E. P de



55

Parte Experimental

3.5.1.1 Cultura de células de carcinoma mamario humano

Foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640, contendo 20% (v/v) de soro fetal
bovino inativado termicamente, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (10 pg/mL), em
atmosfera umidificada com 5% de CO,, a 37 °C. O meio foi substituido a cada 2 dias e as
células foram subcultivadas a cada 5 dias, apds tripsiniza¢cdo com solu¢cdo de Tripsina-

EDTA a 0,25%.

3.5.1.2 Tratamento das células

Antes do inicio dos experimentos a viabilidade celular foi determinada por
coloragdo com Trypan blue (método de exclusdo do corante). A seguir 2x10* células
vidveis/mL foram transferidas para placas “multiwell” de 24 e 96 pogos e mantidas por
24 h para aderéncia. A seguir as células foram incubadas com os compostos, por 24 e 48 h,
para avaliacdo da citotoxicidade. Células tratadas com o veiculo constituiram o controle
negativo (CN) e com cisplatina a 5,0 uM, o controle positivo (CP). Os experimentos foram
realizados em triplicata. Os compostos foram dissolvidos em DMSO e foram feitas
diluicdes seriais em DMSO até a obtengcdo da concentragdo desejada. Para os ensaios

foram utilizadas as concentrag¢des de 0,1; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 uM de cada composto.

3.5.1.3 Ensaio de ligacdo ao DNA

Foi verificada a interagdo in vitro dos ligantes e complexos de Pd(Il) ao DNA
plasmidial. Foram utilizados 500,0 ng do plasmideo pUC-19, que foram incubados a 37 °C
por 30 min em tampao TE (Tris10 mM, pH 8,0, contendo EDTA 1 mM) na auséncia (CN),
na presenca da cisplatina (CP) e dos compostos sintetizados. A interacdo com o DNA foi

avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% (CHEN; WU; LIN, 2007).
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3.5.1.4 Ensaio de sulforrodamina B (SRB)

Foi utilizada a coloracdo das proteinas com sulforrodamina B para determina¢do do
efeito de diferentes concentracdes dos compostos sobre o teor de proteinas celulares, um
indicador da viabilidade celular, de acordo com Vichai e Kirtikara (2006), com
modificagdes segundo Carvalho, Ishikawa e Gouvéa (2012). Decorrido o tempo de
tratamento, as células foram fixadas com 200,0 pL de 4cido tricloroacético (TCA) a 10%
(p/v), a 8 °C, por 1 h. A seguir, o TCA foi removido e as células lavadas com &dgua
destilada. Apds secagem por 24 h, a temperatura ambiente, foram adicionados 200,0 uL de
sulforrodamina B a 0,4% (p/v) em é&cido acético a 1% (v/v), por 30 min. Decorrido o
tempo, o corante foi removido e os pogos lavados por 4 vezes com acido acético a 1%
(v/v). Apds secagem por 24 h, a temperatura ambiente, o corante foi dissolvido pela adi¢do
de 200,0 pL. de Tris 10,0 uM, pH 10,5, por 10 min sob agitacdo e a absorbancia
determinada a 510 nm. O efeito dos compostos sobre o teor de proteinas celulares foi

determinado considerando-se o teor de proteina do (CN) como 100%.

3.5.1.5 Andlise morfol6gica e morfométrica

Decorrido o tempo de tratamento, as células foram fixadas com acetona a 70%,
coradas com hematoxilina-eosina, desidratadas e foram preparadas laminas permanentes,
para andlise morfoldgica e morfométrica. As laminas foram observadas ao microscépio
Olympus BX52 e imagens digitais foram adquiridas utilizando-se o software Motic Plus
2.0, para captura e andlise de imagem. Foram analisados 15 campos aleatérios, por
tratamento e o didmetro das colonias e das células foi determinado de acordo com o

descrito por Campanella et al. (2012) e Carvalho, Ishikawa e Gouvéa (2012).
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3.5.1.6 Fragmentacdo do DNA

A avaliacdo foi realizada por meio do estabelecimento do padrdao de escada do
DNA (“DNA ladder”), que € um indicador de apoptose (NIGAM et al., 2008). O DNA foi
extraido utilizando-se kit Qiagen e submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,8% em
TBE (Tris 10 mM, 4cido bérico 10 mM e EDTA 1mM), por 1 h, a 80 V. O gel foi corado

com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e fotografado sob transluminag¢do com ultravioleta.

3.5.1.7 Ensaio de morte celular

Para estimar a morte celular foi utilizado o método de coloragdo por fast green,
descrito por Weisenthal et al. (1983), com modificacdoes. Este ensaio baseia-se na
capacidade das células vidveis excluirem o corante, enquanto as células mortas nao o
fazem. Decorrido o tempo de tratamento, as células foram coradas com fast green 2%
(m/v), em NaCl 0,15 M, por 10 min, seguido de coloracdo por hematoxilina. As laminas
foram processadas e montadas com Enthellan, observadas ao microscépio Olympus BX52
e imagens digitais foram obtidas utilizando-se o software Motic Plus 2.0, para captura e
andlise de imagem. As células vidveis apresentam coloragao rosa-avermelhada e as mortas,
verde. Foram analisados 15 campos aleatérios, avaliando-se 600 células, para
determinagdo da porcentagem de células mortas (CARVALHO; ISHIKAWA; GOUVEA,
2012).

3.5.1.8 Analise estatistica

Os dados obtidos para os experimentos realizados foram comparados por andlise de

variancia pelo teste ANOVA, seguido do teste de Tukey, quando p < 0,05.
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3.5.2 Avaliacao antilleishmania

A avaliagdo da atividade leishmanicida para os ligantes e os complexos metalicos
obtidos foi realizada no Laboratério de Parasitologia/Biologia Molecular da UNIFAL-MG
sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcos José Marques ¢ da discente de Mestrado
Patricia F. Espuri, do Instituto de Ciéncias Biomédicas. Foram usadas cepas referéncia de
L. amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269), provenientes do instituto Evandro Chagas
(Belém, PA, Brasil).

4.5.2.1 Avaliagao da atividade antipromastigota

As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (L.) chagasi foram mantidas
em meio LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) em estufa a 26 °C, e
coletadas em fase exponencial de crescimento para realizacao dos testes (MESA-VALLE
et al., 1996). Para a realizacdo dos testes foram transferidas a razdo de 1 x 10° células/mL
para placas de 24 pocos, onde entdo foram adicionado os complexos que foram avaliados
nas concentracdes 40; 10; 5 e 0,1 pg/mL. Apés 72 horas de incubagdo a 25 °C foram
adicionados 100 pL de resazurina em cada poco. Apds 6h de incubacdo com resazurina, as
placas foram lidas em 570 nm e 600 nm, utilizando um leitor de microplacas para a
determinac¢do da ICsg, tendo como controle, o protozoario em meio de cultura sem a adi¢do
de farmacos. O 1Csy foi entdo comparado ao ICsy do farmaco padrdo anfotericina B

(PEREIRA et al., 2011).

4.5.2.2 Avaliagdo da citotoxicidade

Para avaliacdo da citotoxicidade, foram utilizados macréfagos peritoneais murinos
mantidos em meio RPMI 1640 a 37 °C e 5% de CO,, dispostos em placas de 96 pocos na

razdo de 8,00 x 10° por poco, aos quais foram adicionada os compostos a serem avaliados
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nas concentragdes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,8125; 3,90 pg/mL e incubados
por 48 horas. Apdés o periodo de incubacdo foram adicionados 10 pul de MTT
(3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo) a cada pogo, com nova
incubacdo por 4 horas. As células lisadas com DMSO foram avaliadas em
espectrofotometro UV/VIS Shimadzu, duplo-feixe, modelo 2550 a 570 nm para
determinagao do CCsy por comparagdo ao controle sem adicado de compostos ou farmacos
(PEREIRA et al., 2011). A densidade 6ptica obtida foi entdo convertida a porcentagem de
inibicdo usando a equacao (1), para que entdo por andlise de regressdo dos dados pudesse
ser determinada a concentragcdo citotéxica a 50% dos macréfagos (CCsp) (PEREIRA,

2010).

Equacao (1):

9Inibi¢ao = [(DOcontrole — DOcomposto)/DOcontrole]x 100

DMSO foi usado como controle € a Anfotericina B foi utilizada como medicamento

de referéncia. Os ensaios foram realizados em triplicata e em trés ocasides diferentes.

4.5.2.3 Avaliagao da atividade anti-amastigota

Para avaliacdo da atividade leishmanicida perante amastigotas, foram utilizados
macréfagos peritoneais murinos a razio de 8x10° macréfagos, mantidos em meio RPMI
1640 a 37 °C e 5% de CO,, em placas de 24 pocos, os quais foram infectados com
promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (L.) chagasi na fase log de crescimento na razao
de 3:5. A cada poco foram adicionadas as substancias avaliadas nas concentracdes 40; 10;
5e 0,1 pg/mL, e incubadas a 37 °C e 5% de CO, por 72 horas, quando entao foram fixadas
com metanol e coradas com Giemsa a 10% para posterior andlise por microscopia ética e

determinacdo da razdo entre macréfagos infectados e ndo infectados, possibilitando a

ontrole
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comparado ao ICsp o farmaco padrdo anfotericina B e como controle foi utilizado

macréfagos infectados sem a adicao de drogas (PEREIRA et al., 2010).

3.5.3 Avaliacio antifiingica

A avaliacdo da atividade antiftingica para os ligantes e os complexos metalicos
obtidos foi realizada no Laboratério de Microbiologia da UNIFAL-MG sob a
responsabilidade da Prof* Dr* Amanda Latercia Tranches Dias e da doutoranda Naiara

Chaves Silva, do Instituto de Ciéncias Biomédicas.

Foram avaliadas as concentracdes inibitorias minimas de 50% do crescimento
(MICsp) e 90% (MICqp). As avaliacdes/determinacdes dos valores de concentragcdes
inibitérias foram realizadas segundo a metodologia de microdiluicdo em caldo para
leveduras conforme documento M27-S4 (CLSI, 2012). O meio de cultura utilizado foi
caldo Mueller Hinton + 2% e as substancias foram avaliadas nas concentra¢des (Lg/mL):
100; 60; 30; 15; 7,5; 3,75; 1,875; 0,938; 0,469; 0,234. Os ensaios foram realizados sobre
leveduras padroes American Type Culture Collection (ATCC). Os microrganismos

escolhidos s@o oportunistas e ou patogénicos.

Fungos: Leveduras do género Candida spp.: C. albicans ATCC 10231, C.
tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030, C. parapsilosis
ATCC 22019.

Na avaliacdo da atividade antifingica foi utilizado como controle positivo o
antifungico Fluconazol; solucdo salina (0,85%) e o solvente DMSO foi utilizado como
controle negativo dos ensaios. A leitura dos resultados foi realizada apds 24 h e 48 h de

incubacdo. Os ensaios foram realizados em duplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir serdo apresentadas as caracterizagdes e discussdes dos resultados obtidos

para o novo ligante e os complexos, a partir das técnicas descritas na metodologia.

4.1 LIGANTE NITROGENADO Hfafe (L1)

A nova Base de Schiff (Hfafe) sintetizada apresenta coloragdo amarela com
rendimento de 86%. Tem ponto de fusdo bem definido em 130-134 °C. Com a anélise desse
dado, é possivel elucidar que houve a formag¢do de um novo composto, visto que o ponto de
fusdo encontrado se difere dos pontos de fusdo dos reagentes de partida, 103 °C para o
p-aminoacetofenona e -8 °C para o frans-cinamaldeido. O intervalo de fusdo, para o composto
obtido, dé indicio que o mesmo estd puro, pois apresenta temperatura constante durante o
processo de fusdo. Cristais nao foram formados a partir das técnicas de cristalizagdo.
Apresentou alta solubilidade em acetona, acetonitrila, diclorometano, cloroférmio, THF e
DMSO. Pouco solivel em metanol e etanol. CpsHy0N,O, = 249,31 g. mol ™. Condutividade
molar: 3,54 uS/cm. Andlise elementar - % calc. (% enc.): C: 81,90 (81,54); H: 6,06 (6,19);
N: 5,62 (5,29).

4.1.1 Espectroscopia vibracional na regiao IV

A técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho € um método
espectroscopico de andlise que fornece informagdes quanto aos grupos funcionais que estdo
presentes na estrutura das substancias. O espectro obtido do ligante iminico foi comparado

com os espectros dos reagentes precursores (Figura 16).
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Figura 16 - Espectros dos precursores (a) 4-aminoacetofenona e (b) trans-cinamaldeido
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Fonte: http://www.aist.go.jp/index_en.html.

O espectro de absorcdo do reagente p-aminoacetofenona detectou-se bandas na regido
de alta freqiiéncia em 3396-3334 cm’’ referentes 2 ligacdo v assimétrica e simétrica de (N-H),
Figura 16 a. Na outra regido espectral foi observado banda na regido 1594 cm™ que
evidenciam o estiramento do grupo carboxilico v,(C=0), Figura 16 b. Além destas,
observam-se a conformacio - para - que é caracterizada pela banda em 835 cm™ atribuida ao
8(C-H) do anel aromdtico. Analisando o espectro no IV do frans-cinamaldeido, observou-se
banda na regido de frequéncia menor em 748 cm’, atribuida ao modo vibracional de
deformacdo angular &(C-H) caracteristica de sistemas aromdticos mono-substituidos.
Observa-se na regido espectral o estiramento assimétrico da carbonila em 1677 cm™ v(C=0),

caracteristica do grupo carboxilico ainda presente na molécula.

Um modo vibracional importante que corrobora a formacao do ligante € o v(C=N) do
grupo imina, em 1578 cm™ (MAURYA, 2015), é que esta banda estd ausente no espectro dos
reagentes precursores. O baixo valor da banda de vibracdo v(C=N) estd relacionado a
conjugacdo do grupo iminico ao anel aromatico (KAYA, 2015). Estes dados indicam a sintese

da Base de Schiff (Figura 17).
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Figura 17 - Espectro na regido do IV do ligante iminico Hfafe (L1)
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trans-cinamaldeido e 3064 cm™ para p-aminoacetofenona, tem valores semelhantes aos

. . . -1 .
observados no espectro da imina sintetizada, que ocorreu em 3038 cm™. O grupo carboxilico

v(C=0) aparece no comprimento de ondas de 1670 cm™ para o ligante (Figura 17).

A conformacdo — para — em 828 cm™' do precursor p-aminoacetofenona, ainda é evidenciada

em 835cm’ ea conformagdo mono substituida em 748 cm™! do trans-cinamaldeido, também

é observado no ligante sintetizado em 752 cm™'. Estes dados sugerem a formacio da espécie

quimica sintetizada. Outra banda importante observada é na regido de 3325 nm, ¢

caracteristica de overtone da carboxila. Overtone sdo bandas com valores de freqiiéncia

correspondentes lineares das bandas fundamentais ou multiplos das mesmas (AMENDOLA;

GUTZ, 2007).
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O espectro vibracional tedrico também foi calculado, mas apenas para o ligante livre
na fase gds. Esse resultado tedérico pode ser comparado com o obtido pela espectroscopia de
infravermelho. Na Tabela abaixo (Tabela 3) pode-se perceber a disparidade entre os valores
obtidos pelos cdlculos e pelo 1V para as freqiiéncias de deformagdes e estiramentos presentes
na estrutura do Hafafe (L1), mas de certa forma isso ja era esperado. Os célculos realizados
consideravam a molécula no estado gasoso, no qual pode-se dizer que ela estd mais livre e
dispersa no gés, onde a chance dela realizar possiveis interacdes com outras moléculas que
podem interferir na freqiiéncia de vibragdo € menor; o que € bem diferente do que ocorre no
estado fisico do composto no momento da andlise de infravermelho. No estado sélido, as
interacdes com as moléculas vizinhas, e a estrutura mais compacta que o composto apresenta

nesse estado certamente influencia em sua sequéncia de vibragao.

Tabela 3 — Valor tedrico e experimental, em cm™', para as freqiiéncias de deformacio e

estiramento do ligante Hfafe (L1)

Hfafe (L1) | Tedrico | Experimental

Vas(C-H)ar 2996 2991
Vs(C-H),r 2860 2855
v(C=0) 1676 1670
v(C=N) 1580 1578
Vv(C-N) 1188 1179
O(C-H)yr 844 835
O(C-H)ar 756 752

Fonte: Do Autor.

Se analisarmos a variacdo das freqiiéncias de vibracdo, percebe-se que os valores
obtidos tanto na teoria como na parte experimental sdo bem préximos, corroborando assim a

proposta do ligante.

Gois, E. P de



66

Resultados e Discussoes

4.1.2 Espectroscopia de RMN de 'H

Para 'H, espera-se que quanto maior a blindagem do 4tomo, menor é o valor de §(sinal
mais perto daquele atribuido ao padrao TMS). No espectro do L1, em CDCls, o sinal singleto
em 2,37 ppm refere-se aos hidrogénios presente na metila ligada a carbonila (DAY AN, 2015).
O sinal em 8,38 ppm ¢ atribuido ao hidrogénio pertencentes ao carbono do C=N,
caracteristico de iminas ou bases de Schiff por este ser o mais desblindado. (PATTANAYAK,
2015). Na Figura 18, observa-se que os sinais estdo de acordo com os descritos na literatura

(SILVERSTEIN, 2007).

Figura 18 — Espectro de RMN de 'H do Hfafe (L1)
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Legenda: Solvente (CDCl3)

Fonte: Do Autor.
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Mas, € bom ressaltar a caracteristica apresentada nos sinais deste ligante, pois estes
apresentam duplicidade nos hidrogénios presentes nos alquenos da molécula (Figura 19). Isto
ocorre, devido a ligacdo vicinal do hidrogénio estar em ambientes quimicos muito diferentes.
Cada hidrogénio corresponde a uma absor¢ao e o spin de cada um sera afetado pela orientacdo

do outro hidrogénio, o que faz com que cada absor¢do apare¢a como um dubleto.

Figura 19 — Ampliagdo do sinal no espectro de RMN de 'H do Hfafe (L1)
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Fonte: Do Autor.

O espectro de RMN de Be (Figura 20) do ligante iminico estd de concordancia com os
sinais listados na literatura (SILVERSTEIN, 2007). O sinal em 27,10 ppm € proveniente do
carbono mais blindado, o da metila. E o deslocamento quimico em 197,42 ppm ¢ atribuido ao

carbono na carbonila, que na molécula é a mais desblindado. Os outros sinais sdo referentes

aos alquenos e ao anel aromético.
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Figura 20 — Espectro de RMN de "*C do Hfafe (L1)
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Fonte: Do Autor.

4.1.3 Analise Termogravimétrica (TG/DTA)

Com o intuito de estudar o comportamento frente ao aquecimento do ligante iminico
Hfafe, realizaram-se curvas TG-DTA. A andlise da Figura 18 revela que o ligante iminico por
apresentar C, H, O e N, termodecompdem totalmente em 4dgua, gas carbonico e 6xidos de
nitrogénio, por isto, a auséncia de residuo sélido era esperada. O residuo final de 2,69% estao
dentro do erro instrumental e ndao pode ser considerado significativo. O estudo da
decomposicdo térmica realizado para o ligante iminico Hfafe, em atmosfera de ar sintético,
também estd de acordo com a estrutura apresentada (Figura 21). Cabe ressaltar que a DTA
nos mostra em aproximadamente 136 °C um pico relacionado a mudangas fisicas, pois como

se pode ver ndo ocorreu perda de massa, sendo indicio do ponto de fusdo do ligante.
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Figura 21 - Curva TG-DTA do ligante iminico Hfafe (L1)

TG
—DTA

Diferencial de Temperatura (°C/mg)

-0
2,69% I
y T y T y T y T y T -2
200 400 600 800 1000
Exo up Temperatura (°C)
Fonte: Do Autor.
A Tabela 4 mostra as etapas de decomposi¢ao do ligante iminico Hfafe.
Tabela 4 - Dados da Andlise Térmica do ligante Hfafe (L1)
Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo | Exo
L1 1 183-338 -39,35 -37,34 - 316
11,8910 mg 2 338-814 -56,40 -60,47 - 665

* Enc. = encontrado, Calc. = calculado, Endo. = endotérmico, Exo. = exotérmico.

Fonte: Do Autor.
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Figura 22 — Estrutura proposta do ligante iminico Hfafe (L1)
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Fonte: Do Autor.

4.1.4 Calculos DFT

A teoria do funcional da densidade (do inglés, DFT: Density Functional Theory)
(HOHENBERG; KOHN, 1964; KOHN; SHAM, 1965) pode ser vista como uma
reformulacdo da mecanica quantica baseada, ndo em fun¢des de onda, mas no conceito de
densidade eletronica. A técnica consiste em um sistema quantico de muitos corpos, a
densidade eletronica tem um papel central: “a densidade pode ser considerada como varidvel
basica, ou seja, todas as propriedades do estado fundamental do sistema podem ser

consideradas como funcional tnico da densidade eletronica”.

De acordo com a teoria orbital molecular de fronteira, a formacdo de um estado de
transi¢do € devida a uma interagdo entre HOMO e LUMO de reagentes (CAMPQOS, 2014).
O HOMO ¢ o orbital mais externo ou contendo elétrons, que pode atuar como um doador de
elétrons e possui o mais alto nivel de energia. Pelo contrario, o LUMO ¢é o orbital que pode
aceitar o elétron porque € o orbital mais interno e tem um espaco vazio. Geralmente, o
HOMO e LUMO tém uma relacao direta com o potencial de ionizagdo e a afinidade eletronica
de uma molécula organica. A carga de energia é um indice de estabilidade importante, pois
uma molécula com uma carga de energia baixa € mais polarizdvel e geralmente estd associada
a alta atividade quimica e baixa estabilidade cinética. E bem conhecido que baixos valores
absolutos da banda de energia fornecem boas eficiéncias de inibi¢do, porque o potencial de
ionizacao serd baixo devido a energia necessdria para remover um elétron do orbital ocupado

externo serd baixo (CAMPOS, 2014).
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A modelagem computacional foi importante para confirmar as proposi¢des feitas em
relacdo a estrutura do composto (C1). A Figura 23 mostra os niveis de energia HOMO e o

LUMO para a base de Schiff (L1) (ZACARIA, 2016).

Figura 23 — Orbitais Moleculares de fronteira HOMO/LUMO do Hfafe (L1)

HOMO

LUMO

Legenda: A cor vermelha (verde) representa valores negativos (positivos)

Fonte: Do Autor.

As investiga¢des das energias HOMO e LUMO do ligante (LL1) sdo baixas e negativas.
Quanto menor a energia HOMO-LUMO, mais fécil € para transferéncia de carga ocorra
intramolecular, melhorando assim as interagdes causadas pela transferéncia de carga (ACAR;
SELCUKI; COSKUN, 2017). Analisando os dados da Tabela 5, observamos que o d&tomo que
apresenta a menor carga sio os atomos de N e O. Estes sdo os 4tomos na molécula com maior

afinidade para coordenar com o metal. Valendo-se da Teoria de Pearson para a classificacdo
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s . . , 2 , . L . .
de 4cidos e bases de Lewis, o fon Pd”" é classificado como um 4cido macio, por esse fato, a

coordenagdo do metal ao ligante (L1) € favorecida pelo dtomo de nitrogénio (base macia) do

que o atomo do oxigénio (Base dura).

Tabela 5 - Fator de normalizacio da integral da densidade de elétrons

Atomo Carga Volume (Bohr)
1(C) 0.712580 63.567
2(N) -1.194741 119.437
3(C) 0.371288 62.239
4(C) -0.051477 74.404
5(C) -0.023253 82.193
6(C) -0.001871 81.074
7(C) -0.009260 83.456
8(C) -0.029344 83.245
9(C) 1.022205 48.471
10 (C) -0.034311 71.429
11(0) -1.145025 132.157
12 (C) -0.017812 83.816

Fonte: Do Autor.

Podemos observar que as fungdes HOMO e o LUMO estiao distribuidos entre os

carbonos dos anéis aromaticos e do 4tomo de nitrogénio. Entretanto, as fun¢des de Fukui que

fornecem informacgdes sobre ataques nucleofilicos e eletrofilicos demonstram que os carbonos

com maior potencial de ionizacdo e, consequentemente, mais nucleofilicos sdo os localizados

na posicdo em que nao é permitida quelacdo de cinco membros, sendo esta, portanto, uma
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justificativa plausivel para a ndo ocorréncia da ciclometalagdo. O resultado esta ilustrado na

Figura 24.

)

Figura 24 — Diagrama das funcdes de Fukui para ataque nucleofilicos (© +(’2)) e eletrofilicos (f K

f7(r)

£ ()

Fonte: Do Autor.

4.2 COMPLEXO [PdCl,(Hfafe),] (C1)

O complexo foi sintetizado na propor¢do estequiométrica 1:1. A sintese produziu um
s6lido de cor laranja, rendimento de 87%. Esse composto apresentou baixa solubilidade em
metanol, acetona, acetonitrila, cloroférmio, diclorometano, THF e DMSO. Insolivel em dgua
e etanol. O ponto de decomposicao ocorreu em 230 °C. [PdCly(C17HsNO),] = 675,94 g.mol'l.
Condutividade molar = 3,58 pS.cm'l. Analise elementar - % calc. (% enc.): C: 60,42 (61,10);
H: 4,47 (5,23); N: 4,14 (5,53); Pd: 15,74 (17,74).
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4.2.1 Espectroscopia vibracional na regiao IV

Através da anédlise do espectro de absor¢do na regido do IV (Figura 25), verificou-se
que um grande nimero de bandas € derivado do ligante orginico coordenado ao dtomo de
palddio. Com a complexagdo do palddio ao grupamento nitrogenado do ligante orgénico, €
esperado um deslocamento da banda de v(C=N) do ligante para regido de maior energia, pois
como o Pd(Il) age como um retirador de densidade eletronica, esta é deslocada para a
formacdo da ligacao coordenativa. Isso acarreta um enfraquecimento na ligagao C=N, fazendo
com que seu estiramento ocorra em menores frequéncias e, consequentemente, menores
nimeros de onda (NAKAMOTO, 1986). Com a complexacdo do metal ao ligante iminico
observa-se no espectro infravermelho do complexo bandas referentes ao grupamento imina,
v(C=N), em 1573 cm’, que no ligante de partida era observado em 1578 cm™.
O deslocamento da banda evidencia que o ambiente quimico do grupamento iminico sofreu
mudangas provavelmente ao coordenar-se ao centro metalico através de uma nova ligacdo
coordenada. Ainda cabe ressaltar que as bandas referentes ao anel aromatico para-substituido

e a0 anel mono-substituido se mantém presentes em 835 cm™'e 752 cm’™, respectivamente.
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Figura 25 - Espectro na regido de IV do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1)
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Fonte: Do Autor.

4.2.2 Espectroscopia de RMN

A andlise espectroscépica de Ressonancia Magnética Nuclear nao foi possivel de ser
realizado para os complexos [PdCly(Hfafe),] (Cl), [Pd(SCN),(Hfafe),] (C3) e do
[PdI(Hfafe),] (C5). Pois, estes ndo apresentaram solubilidade suficiente nos solventes
cloroférmio (CDCl3), acetonitrila (CD3;CN), acetona ((CDj3),CO) e DMSO (DMSO-d6)

deuterados para a realizagao destes.
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4.2.3 Analise Termogravimétrica (TG/DTA)

Para o complexo (C1), na faixa de 204-261 °C ocorre a perda da parte referente aos
haletos cloro. Entre 261-372 °C observa-se a perda da parte de dois carbonil (CH3CO).
A proxima perda na faixa de 372-449 °C € referente aos dois nitrogénios € na sequéncia na
faixa de 449-544 °C t€m-se a perda do restante da molécula (C30Hz4) que compde a parte
organica. Entre 544783 °C observa-se que ocorre um aumento de massa na curva da TG com
DTA constante. Isto pode ser atribuido a incorporagdo de oxigénio, visto que a atmosfera
utilizada € de ar sintético, o que indica ter ocorrido a oxida¢do do metal presente na estrutura
(MORO, 2007). Outra informacao que elucida bem a oxidac¢ao-reducdo € que na faixa de 783
— 865 °C, exatamente na temperatura de 802 °C ocorre um evento endotérmico proveniente de

reacdo de reducdo (Figura 26).

Figura 26 - Curva TG-DTA do complexo de [PdCl,(Hfafe),] (C1)
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Fonte: Do Autor.
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Tabela 6 - Dados da Andlise Térmica para o [PdCl,(Hfafe),] C1

Am % DTA picos/°C

Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo | Exo

1 204 - 261 -9,06 -10,48 - 252

2 261 -372 -13,00 -12,73 - -

3 372 — 449 -4,52 -5,07 - -
Cl

4 449 — 544  -5429 -56,88 - 511
10,0070 mg

5 544 -783  +0,39 +0,25 - -

6 783 — 865 -1,22 -2,36 803 -

Residuo - 17,40 15,74 - -

* Enc. = encontrado, Calc. = calculado, Endo. = endotérmico, Exo. = exotérmica, Residuo — Pd°

Fonte: Do Autor.

A caracterizacdo deste complexo nos leva a propor a estrutura abaixo:

Figura 27 — Estrutura proposta do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1)

Fonte: Do Autor.
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43 COMPLEXOS DE SUBSTITUICAO [PdX,(Hfafe),], SENDO X = N; (C2),
SCN (C3), BR (C4) EI(C5)

Todos os compostos apresentaram estabilidade a luz e a umidade. Foram realizadas as
substituicdes do haleto CI" do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1) pelos pseudohaletos N3 e SCN',
e os haletos Br e I'. Os novos complexos [Pd(X),(Hfafe),], sendo X = N3 (C2), SCN (C3), Br
(C4) e I (C5) apresentaram ponto de decomposi¢ao em 152 °C, 192 °C, 174 °C e 205 °C,
respectivamente. Apresentando rendimento, solubilidade e andlise elementar descrito na

Tabela 7 abaixo:

Tabela 7 — Resultados de rendimento, andlise elementar e condutividade elétrica dos complexos [PdX,(Hfafe),],

sendo X = N; (C2), SCN (C3), Br (C4) e I (C5)

CHN Condliti\./idade
Compostos Ren((i(iyzr;ento C % H % N % (::Eg:;%)
enc. (calc.) enc. (calc.) enc. (calc.)
Cc2 55 57,95 (59,26) 4,81 (4,39) 14,16 (16,26) 4,41
C3 28 60,66 (59,95) 4,98 (4,19) 6,27 (7,77) 3,45
C4 44 52,06 (53,39) 4,03 (3,95) 3,31(3,66) 4,24
G5 67 49,76 (47,55) 3,99 (3,52) 4,44 (3,26) 4,07

* Enc. = encontrado, Calc. = calculado

Fonte: Do Autor.

4.3.1 Espectroscopia vibracional na regiao IV

A investigacdo estrutural requer o emprego de técnicas que possibilitem inferir sobre
as moléculas presentes na espécie em estudo por conseguir identificar certos grupos

funcionais e o0 modo de coordenacdo dos ligantes. Com estas finalidades empregou-se a
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espectroscopia de absor¢do no infravermelho para amostras no estado sélido; esta técnica
permitiu identificar com clareza compostos contendo pseudohaletos, ji que estes ligantes

possuem trés modos vibracionais ativos no infravermelho.

O estiramento assimétrico ocorre em uma regido ampla e limpa do espectro, entre
2000 cm™ e 2270 cm™, na qual hd a auséncia de bandas de outros ligantes, possibilitando
diagnosticar os modos de coordenacdo dos pseudohaletos (NAKAMOTO, 1998).
Os complexos contendo azida possuem trés modos vibracionais: o estiramento assimétrico
(Vas), O estiramento simétrico (V) e a deformacdo angular (3). Podem coordenar ao metal de
forma terminal, também pode se coordenar em ponte entre dois centros metalicos pelo mesmo
atomo de nitrogénio, modo de coordenacao end-on. Ainda pode se coordenar como ligante em
ponte entre dois centros metélicos, por dois dtomos de nitrogénio, modo de coordenagdo
end-to-end (GOLUB; KOHLER; SKOPENKO, 1986). A Figura 28 apresenta os principais

modos de coordenacgdo da azida.

Figura 28 - Modos de coordena¢do mais comuns a azida

M M NNN
AN N \
NNN /NNN M/ M
M
Terminal end-on end-to-end

Fonte: Santana, 2004, 52 p.

A banda caracteristica da presenca da azida no complexo C2 ¢é evidenciada na regido
de 2017 cm™ (Figura 29). Segundo Nakamoto (1986), frequéncias abaixo de 2050 cm’! sdo

caracteristicas de grupos azida coordenados de forma N-terminal (Tabela 8).
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Tabela 8 - Principais modos vibracionais dos pseudohaletos N3 e SCN

Modo de Coordenagio Vas(N3) Vs(N3) S(NNN)
NNN- 2041 1344 645
N—terminal 2050-2010 1304-1285 590-570
end-on 2080-2050 1290-1200 570-550
end—to—end 2100-2080 1290-1200 570-550
[Pd(N3).(Hfafe),] (C2) 2017 1278 -
Modo de Coordenacédo Vas(SCN) Vs(SCN) | 8(SCN)
SCN 2053 746 486
N—terminal 2100-2050  870-820  490-450
S—terminal 2125-2100  760-700  440-400
end-to-end 2165-2100  800-750  470-440
[Pd(Hfafe)(SCN)], (C3) 2109 - -

Fonte: Do Autor.
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Figura 29 - Comparagdo entre os espectros no IV dos compostos [Pd(Nj),(Hfafe),] (C2) e
[Pd(Hfafe),(SCN),] (C3)

200 7]

C3

180 7|

160 7|

140 7
S ] 2109
e
S 1207
Q
g -
= i c2
g 10
[75) -
b=
“ —
g 80

60 |

40 7

1 2017
20 ! I ' T T T T T
2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm'])

Fonte: Do Autor.

Os modos vibracionais do pseudohaleto SCN, além de apresentar trés modos
vibracionais ativos no infravermelho, o fon tiocianato pode se coordenar ao metal através do
atomo de enxofre, nitrogénio ou por ambos, sendo predominante a coordenacgado pelo dtomo de
enxofre (NAKAMOTO, 1986; MEGURO et. al., 2008). A coordenagdo do grupo tiociano ao
atomo de Pd(II) é evidenciada pelo aparecimento das bandas de estiramento v,s(SCN) na
regido de 2109 cm™ (Figura 29). A banda do tiocianato no complexo C3 evidencia a

coordenacgdo do ligante ao metal no modo S- terminal (Tabela 8).
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Figura 30 - Comparacdo entre os espectros no IV dos compostos [PdBr,(Hfafe),] (C4) e [Pd(Hfafe),l,] (C5)
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Fonte: Do Autor.

As substitui¢des do haleto CI” pelos haletos Br e I', ndo sdo evidenciadas no espectro
de infravermelho, pois as vibracdes da ligacao Pd-Br e Pd-I ndo sao observadas na regido de
4000-400 cm™ (Figura 30). Para melhor explanagcdao dos resultados dos espectros no

infravermelho, foram dispostos na Tabela 9, os principais modos vibracionais.
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Tabela 9 - Principais modos vibracionais das liga¢cdes formadas com H

Compostos | v(C=0) | v(C=N) | v(C=C) O(C-H)ar1 | O&(C-H)a
LI 1670 1578  1625-1411 835 752
Cl 1682 1573 1627-1411 835 752
C2 1681 1573 1618-1411 837 752
C3 1667 1573 1597-1408 832 752
C4 1680 1576 1620-1412 830 754
C5 1680 1572 1615-1412 830 748

* v = estiramento, 8 = deformagio, ar. = aromético.

Fonte: Do Autor.

4.3.2 Espectroscopia de RMN

1 A .
Os espectros de 'H RMN dos compostos mostram as permanéncias dos sinais do

ligante organico. Além disso, na regido aromdtica observam-se séries complicadas de

multipletos além da preservagdo dos picos principais, mostrando modificagdes nos anéis

aromaticos (Figura 31).
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Figura 31 — Espectro de RMN de 'H do complexo [Pd(N5),(Hfafe),] (C2)
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Fonte: Do Autor.

No espectro de RMN para préton, observa que nao ocorre deslocamento quimico dos
prétons presentes na estrutura. Isso, corrobora a proposta da estrutura que o Pd(II) ndo estd
ciclometalado ao ligante. Esta observacdo também ¢ feita para o espectro do complexo

contendo Br™ (Figura 32).
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Figura 32 — Espectro de RMN de "H do complexo [PdBr,(Hfafe),] (C4)
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Fonte: Do Autor.

Nos espectros de RMN '*C (Figura 33), os picos principais do ligante permanecem na

estrutura dos complexos, pois se observa deslocamento dos valores dos sinais do carbono.
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Figura 33 — Espectro de RMN de BC do complexo [Pd(N3),(Hfafe),] (C2)
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Fonte: Do Autor.

A andlise do espectro de RMN '°C revela mudancas significativas em relagio ao
espectro do ligante livre, que corroboram a proposta de coordenagdo entre os nitrogénios das
iminas e o ion metdlico (Figura 34). O deslocamento da banda referente ao carbono da imina
de 164,31 ppm no ligante livre para 194,98 ppm indica que esse carbono foi fortemente
desblindados. Como ja discutido, a coordenacdo com o metal desloca densidade eletronica

para a formagao da ligagdo coordenativa.
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Figura 34 — Espectro de RMN de BC do complexo [PdBr,(Hfafe),] (C4)
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Fonte: Do Autor.

4.3.3 Analise Termogravimétrica (TG/DTA)

Um resumo dos principais dados obtidos a partir das curvas TG/DTA dos compostos
[PdX,(Hfafe),], sendo X = N3 (C2), SCN (C3), Br (C4) e I (C5) estio demonstrado na
Tabela 10. Estes compostos ndo apresentaram o mesmo padrdo para todos os complexos.
Pois, o complexo [Pd(N3),(Hfafe),] (C2), na primeira etapa de termodecomposicao em 151 —
167 °C tem-se uma perda brusca de 54% referente a massa total. E o estudo térmico deste
composto nos mostra que ndo ocorre o ganho de massa, como observado nos complexos em
estudo. Entretanto, € possivel observar na DTA um pico endotérmico em 806 °C, que ¢é
evidéncia de oxireducdo do metal Pd. Este mesmo comportamento € observado para o

complexo [Pd(Hfafe),(SCN),] (C3), que na curva TG ndo apresenta ganho na massa, mas a

sua DTA apresenta um pico endotérmico em 802 °C.
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Tabela 10 - Dados da Andlise Térmica para os complexos de substituicdo

Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo Exo
1 151-167 -54,61 - 54,25 - -
2 167 - 290 -17,55 - 8,41 - 169
Cc2
3 290-786  -20,63 -2042 - 405-
8,3880 mg
4 786 — 920 - 1,74 - 1,56 806 -
Residuo - 15,16 14,72 - -
Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo Exo
1 133-387 -20,70 -19,96 - 195
C3
2 387-998 -6392  -65,25 - 538 -579
12,2250 mg
Residuo - 14,72 14,76 - -
Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo Exo
1 152-249 -16,86  -11,25 - 260
2 249 -363 -11,64 -20,89 - -
C4 3 363-603 -50,80 -53,93 - 609
11,5670 mg 4 603-803  +0,25 + 0,52 - -
5 803 — 872 -2,00 -2,09 818 -
Residuo - 16,13 13,91 - -
Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo Exo
1 176 — 322 -9,32 - 10,02 - 258
2 322 -381 -13,01 - 14,77 - -
Cs 3 381 -540 -64,03 -62,80 - 600
8,2460 mg 4 540-786  +0,70 +0,93 - -
5 786 — 888 -1,15 - 1,862 811 -
Residuo - 14,34 12,39 - -

de
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Ja os complexos [PdBry(Hfafe),] (C4) e [Pd(Hfafe),l,] (C5), ambas as decomposi¢des
térmicas ocorrem etapas de termodecomposicdo constituida das duas partes de CH30 e em
sequéncia a perda dos pseudohaletos ou haletos presentes na estrutura. Consecutivamente,
tem-se a perda das demais partes do ligante 2(C;sH;, N) que sdo liberados completamente, na
qual a curva DTA exibe pico exotérmico referente a queima da matéria organica. Na etapa
seguinte observa-se o ganho de oxigénio, parte oriunda da molécula e as demais pelo ar
sintético utilizado na analise de TG-DTA. Na ultima etapa observa-se um pico endotérmico,

devido a redugdo do PdO a Pd° (Figura 35).

Figura 35 — Curvas TG-DTA dos complexos de substituicdo
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Ao analisar os dados, propomos que a estrutura dos complexos seja a seguintes, Figura

36:

Figura 36 — Estrutura proposta dos complexos [PdX,(Hfafe),], sendo X = N; (C2), SCN (C3), Br (C4) e
1(C5)

=
zZ
o o

Hs

H4C / \X

Fonte: Do Autor.

Considerando as temperaturas iniciais de decomposicao térmica dos compostos C1 —

C5, propde a seguinte ordem crescente de estabilidade térmica:
C3<(C2<C4<(C5<Cl

Analisando as curvas de TG e DTA de todos os compostos que contém paladio pode-
se observar a presenca de um ganho de massa que ocorre simultaneamente com as perdas
referentes a eliminacdo de compostos organicos, haletos e pseudohaletos, e posteriormente
uma perda de massa aproximadamente de 800 °C que é acompanhada de um pico
endotérmico na DTA, devido respectivamente, a formagao de 6xido de palddio durante o

aquecimento das amostras e seguido de sua reducdo a palddio(0).
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A formacdo de 6xidos sélidos com aquecimento que contenham os metais do grupo da
platina, ja foram estudados ha varios anos, Bayler e Wiedemann publicaram um estudo em
1975 em que constatam que ha formacdo de 6xido de palddio e sua degradacdo no tratamento
térmico de amostras de palddio metélico. A seguir (Figura 37) s@o mostradas as curvas TG e
DTA do composto PdCl,. A degradac¢ao inicia-se a aproximadamente 547 °C. No intervalo de
547-806 °C ha uma perda de massa no valor de 32,82% equivalentes a eliminacdo dos
ligantes cloretos e a captagdao de 0,5 O, devido a formagdo de 6xido de palddio (Am

calculado: -31,64%).

Figura 37 - Curvas TG e DTA para PdCl,
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Fonte: Do Autor.
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Tabela 11 - Dados da Andlise Térmica para o reagente PdCl,

Am % DTA picos/°C
Composto Etapa AT/°C Atribuigdes
Enc. Cal. Exo. End.
1 547-806  -32,82  -31,64 - 418/688  -2CI'.+0,5 O,
PdCl, 2 806-903  -8,14 -8,36 - 829 -0,5 O,
Residuo -m 58,76 60,01 - - Pd(0)

Fonte: Do Autor.

Para confirmag¢do da formacdo de o6xido de palddio durante o aquecimento das
amostras dos compostos obtidos ainda foram realizados estudos utilizando o composto C5
(escolha aleatéria), o qual foi submetido ao aquecimento de anélise térmica seguindo mesmas
condi¢des de atmosfera (ar sintético) e razdo de aquecimento (20 °C/min.), porém o
aquecimento foi interrompido em 550 °C e com o residuo realizou-se andlise de
espectrometria na regido do infravermelho. O mesmo foi realizado com o residuo ap6s a curva
ser completada aos 1100 °C. Na Figura 38 sdo mostrados os espectros do composto C5, do
residuo deste composto ap6s aquecimento 550 °C e do residuo apds aquecimento 1100 °C.
E o que pode ser constatado é que apés 550 °C ndo se observa nenhuma banda do composto
C5 corroborando sua degradacdo. Porém, podemos observar bandas em 665 ¢ 604 cm™ que
nao aparecem no espectro do composto C5, sao observadas no residuo apés aquecimento até
550 °C e que sdo referentes a absorcdoes do 6xido de paladio (CHAUSSE; REGULL,;
VICTORI, 1987). J4 o espectro de IV do residuo apdés 1100 °C ndo apresenta nenhuma

absor¢do, indicando a redugao do 6xido de palddio a palddio metélico.
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Transmitdncia (%)

93

Figura 38 - Espectro de IV do complexo C5 e residuos obtidos a 500 e 1100 °C

C5 Residuo 1100 °C

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nuamero de Onda (cm™)

Fonte: Do Autor.

4.3.4 Difracao de raios X

O monocristal do complexo C2 foi obtido a partir do método de cristalizacao

evaporacao lenta de uma solucdo de cloroférmio e este foi utilizado para o experimento de

difracdo de raiosX de monocristal. A anédlise da estrutura molecular (comprimentos e angulos

de ligacdo) foi realizada utilizando o software MOGUL (BRUNO, et al. 2004), sendo este

pertencente a base de dados estruturais da Cambridge (CSD) que permite a comparacdo de

fragmentos da molécula estudada com fragmentos similares de moléculas depositadas na base

de dados.

Os dados cristalograficos (dados cristalinos, de coleta e refinamento) estio

apresentados na Tabela 12 e a apresentacdo ORTEP do composto pode ser verificada na

Figura 39. A Figura 40 ilustra o empacotamento molecular na cela.
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Tabela 12 - Dados Cristalogréficos para o complexo [Pd(N3),(Hfafe),] C2

Dados Cristal
Férmula Empirica Cs4H30NgO,Pd
Peso molecular 689,06
Temperatura / K 298 (2)
Comprimento de onda / A 0,71073
Grupo Espacial P1
Sistema Cristalino Triclinico

Parametros de cela

Volume / A3

Z

Densidade Calculada /Mg m3
Coeficiente Absor¢ao / mm'™
F(000)

Coeficiente absorcao
Comprimento de onda
Radiagao

R1

wR2

GooF

Habito / cor

a=7,03505) A
b=13,549(5) A
c=16,727(5) A

o =92,276(5)°
B =100,868(4)°

y = 93,044(5)°

1561.55 (13)
2
0,733

674
0.638
0.71073
MoK\a
0.1101
0.1511
1.048

Fonte: Do Autor.
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Esta andlise apontou que todos os comprimentos, bem como angulos de ligacdo nado
sofrem nenhum desvio estatistico quando comparados aos fragmentos similares e condizem
com os valores esperados quimicamente e para um bom refinamento. O estudo estatistico e a

Tabela de valores gerada pelo software estdo disponiveis no Anexo A.

Figura 39 - Representaciao Ortep do complexo [Pd(N;),(Hfafe),] C2

* Os dtomos de hidrogénio foram omitidos para melhor visualizacio

Fonte: Do Autor.

A partir dos dados de difragdo de raios X de monocristal verifica-se que o complexo
sintetizado ndo houve a formagdo de organometdlico, pois o metal de transi¢do coordenou ao
ligante orgadnico somente por um sitio de coordena¢do com o dtomo de nitrogénio. Observa-se

que a dzida estd em posicao trans uma da outra, como os ligantes iminicos (Figura 39).
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Figura 40 - Empacotamento molecular do composto [Pd(N;),(Hfafe),] na cela

Fonte: Do Autor.

Verifica-se que os dtomos coordenantes se encontram em planos diferentes do metal.
O desvio foi verificado tragando um plano através dos dtomos (Figura 41), com isso verificou-

se os desvios no plano tracado, como sumarizado na Apéndice B.

Figura 41 - Plano tragado entre o centro simétrico do C2
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Ao analisarmos os angulos de coordenacgdo, é notavel o desvio em relacdo ao padrao
para uma geometria quadrado planar, principalmente o angulo formado por N3-Pd1-N2. Isso
ocorre porque existe uma repulsdo entre as azidas, aumentando o angulo entre suas ligacdes
coordenativas e, consequentemente, diminuindo o angulo oposto. Além disso, a repulsdo entre
azida e anel aromdtico é maior em um dos lados do composto, visto que esses dois grupos
estdo mais proximos justificando o fato de o angulo entre N1-Pd1-N5 ser maior do que o
formado por N2-Pd1-N5. Os angulos entre as ligacdes entre o dtomo metdlico e os ligantes

estdo na Tabela 13. Os demais angulos de ligacdo podem ser encontrados no Anexo C.

Tabela 13 - Dados cristalograficos de angulos de ligagao

1 2 3 Angulo (°)
N1 Pd1 N2 178.36(15)
N1 Pd1 N5 90.83(15)
N2 Pd1 N5 87.96(15)
N1 Pd1 N6 89.49(16)
N2 Pd1 N6 91.71(16)
N5 Pd1 N6 179.66(18)

Fonte: Do Autor.

A formacdo de uma liga¢do coordenativa entre o nitrogénio das iminas e o paladio(II)
provocou uma diminui¢do da densidade eletronica dessa ligacdo dupla, diminuindo ainda
mais o cardter de dupla ligacao de C=N. Esse cardter ja é diminuido pelo fato de esta ligacao
ser conjugada a um anel aromatico. Esse efeito causa um aumento no comprimento de ligacao
do grupo iminico em relacdo ao ligante livre (HAO; ZHANG, 2005), o que pode ser
observado através da andlise dos dados de difracdo de raios X. Esses dados confirmam as

conclusdes ja obtidas pela anélise do espectro na regido do infravermelho.
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4.4 TESTES BIOLOGICOS

As aplicagdes bioldgicas dos complexos foram realizadas frente as células mamaérias
MCEF-7 (ER+) e MDA-MB-435 (triplo negativo; ER-, PR-, HER2-), parasita Leishmania, na
forma de promastigota e amastigota e as leveduras do género Candida spp.: C. albicans, C.
tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis. Os testes ocorreram com o ligante iminico

L1 e os complexos C1-C5.

4.4.1 Teste antitumoral

Virios agentes quimioterdpicos utilizados na pratica clinica apresentam atividade
citotoxica, portanto, a citotoxicidade pode ser utilizada como um indicativo da atividade
antitumoral de um composto (LE TOURNEAU et al., 2010). A citotoxicidade compreende
um conjunto de alteracdes bioquimicas e genéticas que interrompem a homeostase celular e
pode ser estimada por testes que avaliam a liberacdo de enzimas, a viabilidade, a
sobrevivéncia e a morte celular. Os testes de viabilidade baseiam-se na exclusdao ou
incorporagdo de corante, medida da atividade enzimdtica e da determinacdo do contetiido
protéico celular. Um composto citotoéxico induz, em curto prazo, perda da viabilidade celular,
enquanto, um citostitico afeta a sobrevivéncia em longo prazo ou a proliferacdo celular

(SUMANTRAN, 2011).

Para estes testes foram avaliados os efeitos do ligante L1 e os novos complexos de
Pd(II) C1 a C5 para as células MDA-MB-435. J4 para as células MCF-7 os complexos C1 a
C5. Os complexos de palddio(Il) testados afetaram a viabilidade celular, evidenciada pela
diminui¢do do teor protéico das células tratadas comparadas ao Controle Negativo (CN), pelo
ensaio de SRB. Observa-se que os compostos foram citotoxicos, pois induziram diminui¢ao
do teor de proteinas celulares. O composto mais ativo para a célula MCF-7 foi o C4 sobre o
efeito maximo nas células incubadas por 24 h, porém a incubacdo por 48 h o complexo C3
apresentou ser mais ativo, com a concentragdo de 10 uM para os dois complexos (Figura 42).

Ja para a célula MDA-MB-435 o complexo mais ativo foi o C1 sobre a incubagdo de 24 h e
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48 h, sendo o efeito médximo obtido com o tratamento com 0,1 uM (Figura 43). Os complexos
apresentaram citotoxicidade diferentes uns dos outros e em concentracdes diferentes,

evidenciando que a atividade biol6gica de um composto estd relacionada a estrutura quimica.

Figura 42 - Teor de proteinas (%) nas células MCF-7, em func¢do do tratamento frente a: C2; C3; C4 e CS.
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Legenda: (A) avaliacdo por 24 (B) por 48 h ; + erro padrdo da média; experimentos em triplicata.

Fonte: Do Autor.
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Figura 43 - Teor de proteinas (%) nas células MDA-MB-435, em fun¢édo do tratamento frente a: L1, C1 a C5.
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Legenda: (A) avaliacdo por 24 (B) por 48 h ; + erro padrdo da média; experimentos em triplicata.

Fonte: Do Autor.

A demonstragdo mais confidvel do efeito citotéoxico de um agente toxicante € a

alteracdo morfoldgica de células em cultura, com crescimento em monocamada (EKWALL et
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al., 1990). As células do Controle Negativo (CN) crescem em colOnias apresentam formato
poliédrico irregular, citoplasma menos corado que o nicleo e nucléolos evidentes.
O tratamento das células com o Controle Positivo (CP) e os compostos resultou em alteracdes
morfoldgicas evidentes, tais como perda da morfologia celular tipica, condensacdo da
cromatina, arredondamento, diminui¢do da célula e perda de prolongamentos responsaveis
pela adesdo ao substrato, o que indica alteracdo do citoesqueleto. Além disso, as células
tratadas com os compostos cresceram de forma isolada. Apenas no tratamento com L1 a 0,1

UM, por 24 h foi possivel encontrar colonias celulares (Figura 44 e 45).

Figura 44 - Morfologia das células MCF-7, coradas com hematoxilina-eosina, C2, C3; C4 e C5.

Legenda: (A) tratadas por 24 h e (B) por 48 h; (CN) DMSO e (CP) cisplatina; (R) arredondamento das células e

(CC) condensacgéo cromatinica; concentracdes de S uM e a 0,1 uM; barra =5 um.

Gois, E. P de



102

Resultados e Discussoes

Figura 45 - Morfologia das células MDA-MB-435, coradas com hematoxilina-eosina, do L1 e C1

A

Legenda: (A) tratadas por 24 h e (B) por 48 h; (CN) DMSO e (CP) cisplatina; (R) arredondamento das células e
(CC) condensacdo cromatinica; concentracdes de S uM e a 0,1 uM; barra =5 um.

Fonte: Do Autor.
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Através da andlise das variacOes explicitadas anteriormente, é possivel concluir que os
compostos sintetizados apresentaram atividade citotéxica frente as células MCF-7 e MDA-
MB-435. Comparando os resultados obtidos para a base de Schiff com os dos complexos
sintetizados, nota-se que a presenca do palddio(Il) intensifica a acdo citotoxica desse ligante,
visto que as células tratadas com esses complexos apresentaram mais evidéncias de morte
celular do que a base de Schiff livre. Comparando os resultados das células tratadas com os
complexos, os que apresentaram, qualitativamente, mais atividade foram os complexos C1
(Contendo Cl) para as células de MDA-MB-435 e que todos os complexos testados (C2-C5)
apresentaram citotoxicidade para as células MCF-7. Outra constatacdo importante ¢ a
influéncia do tempo de tratamento com os compostos no nivel de morte celular. As células
que foram tratadas por 48 horas apresentaram indicios de um maior nivel de morte celular do

que as tratadas por 24 horas.

A diminui¢ao das células, apds tratamento com todos os compostos, foi demonstrada
pela reducdo significativa (p < 0,001) do didmetro celular, em comparacao ao CN e esta foi
dependente do tempo de incubacdo (Figuras 46 e 47). A andlise do efeito dos complexos da
série C2-C5, mostrou que, apds tratamento por 24 h, os complexos C3 e C5 foram mais ativos
(p < 0,01) que a cisplatina e ap6és 48 h, o complexo C5 continuou tendo uma melhora

significativa a 0,1 uM, sendo este o mais ativo (Figura 46).

Figura 46 — Diametro das células MCF-7 tratado com C2, C3, C4 e CS5 a concentragdo de 0,1 pM e 5 uM

| ]
A I o~ B Bl cN
L 1cP
Bl 0.1
[ 5.0
c2 C3 ca Cs 0 co C3 c4  Cs
Tratamento Tratamento

Legenda: (CN) DMSO, (CP) cisplatina a 5 uM; (A) tratadas por 24 e (B) por 48 h; + erro padrao da média;
experimentos em triplicata; letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,001), pelo teste de

Tukey.
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A reducdo do volume celular dos compostos L1 e C1 foi dependente da concentracdo e
do tempo de incubagdo. Apds tratamento por 24 h e 48 h o complexo C1 a 5 uM foi o mais
ativo, com reduc@o do O encolhimento celular foi ainda confirmado pela determinagdo do
comprimento da célula, que foi significativamente (p <0,05) diminuida em comparagdo com

as células controle.didmetro celular semelhante a induzida pelo controle positivo cisplatina.

Figura 47 — Diametro das células MDA-MB-435 tratado com L1 e C1 a concentragdo de 0,1 pM e 5 uM
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Legenda: (CN) DMSO, (CP) cisplatina a 5 uM; (A) tratadas por 24 e (B) por 48 h; + erro padrdo da média;
experimentos em triplicata; letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,001), pelo teste de

Tukey.

Fonte: Do Autor.

O teste utilizando fastgreen para deteccao de morte celular € um método de coloragdo
diferencial que determina a morte celular por perda de viabilidade e ndo utiliza um sinal
especifico de morte. Assim, alteracdes celulares que incluam perda da integridade da
membrana plasmadtica, de atividade enzimdtica, de ATP ou de atividade de esterase da
membrana plasmdtica podem ser detectadas pela coloragdo com fastgreen. Este método pode
ser utilizado para células em cultura e €, particularmente, util para a avaliagdo da morte

celular em tumores sdlidos (espécimes clinicos) e quando hd populacdo mista de células
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(WEISENTHAL, 2011). Os compostos induziram significativamente (p < 0,05) a morte
celular e esta foi dependente do tempo de tratamento, sendo a incubac¢do por 48 h mais

eficiente que por 24 h. (Figura 48 e 46).

Figura 48 — Morte de células (%) MCF-7 tratada com C2-C5
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Legenda: (CN) DMSO, (CP) cisplatina a 5 pM; * erro padrao da média; experimentos em triplicata; letras

diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05), pelo teste de Tukey.

Fonte: Do Autor.

Figura 49 — Morte de células (%) MDA-MB-435 tratada com L1 e C1
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Legenda: (CN) DMSO, (CP) cisplatina a 5 pM; * erro padrao da média; experimentos em triplicata; letras

diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05), pelo teste de Tukey.
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O ensaio clonogénico € um ensaio in vitro baseado na capacidade de uma unica célula
sobreviver, se proliferar e formar uma colonia, com no minimo 50 células, detectando-se,
assim, a morte celular reprodutiva. Este teste permite obter a taxa de sobrevivéncia celular
apos o tratamento. A Figura 50 mostra a porcentagem de sobrevivéncia de células MCF-7,
apés o tratamento e nota-se que houve reducdo significativa (p < 0,05) da sobrevivéncia
celular, sendo o efeito dos compostos dependente da concentragdo e do tempo de incubagdo.

O composto C2 (contendo N3) se mostrou mais ativo a 10 uM.

Figura 50 - Sobrevivéncia (%) das células MCF-7 tratado com C2-C5 a concentracio de 0,1 e 10 uM
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Legenda: (CP) cisplatina a 5 uM; + erro padrdo da média; experimentos em triplicata; letras diferentes indicam

diferenca significativa (p < 0,01), pelo teste de Tukey.

Fonte: Do Autor.

Tem sido proposto que o efeito citotoxico de complexos de palddio(Il) para células
tumorais decorre da interacdo do complexo com o DNA, por meio da formacao de ligacdes
cruzadas coordenadas entre o Pd(II) e a guanosina do DNA (ALBERT et al., 2013; CAIRES,
2007; GAO et al., 2009; SAEIDIFAR et al., 2013), o que pode também ter ocorrido para estes
novos compostos. Os complexos C1-C5 se mostraram ativos, talvez por causa da estrutura, ja
que sdo monodentados e nado ciclopaladados. Em relacdo a série de novos complexos 0s mais
ativos foram os complexos C1 (Cl) e C2 (Nj3), evidenciando que o substituinte € importante

para a atividade do complexo de paladio(II).
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Os resultados demonstraram pela primeira vez o efeito citotoxico e que todos os
compostos analisados foram citotoxicos para as células MCF-7 e MDA-MB-435 e parecem
ser bons candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento do cancer

de mama. Estudos estdo em progresso para verificar o efeito in vivo desses compostos.

4.4.2 Teste anti-leishmania

A atividade anti-leishmania dos compostos foi avaliada contra as formas promastigota

(Tabela 14). O controle positivo utilizado foi a pentamedina e a anfotericina B.

Tabela 14 - Compostos que apresentaram atividade promastigota

IC50 (ug/mL) Desvio CC50 (ug/mL) Desvio

Compostos

Leishmania  Padrdo Citotoxicidade Padrao
Anfotericina B 4,70 0,56 25 5,32
Pentamedina 6,62 - 3,82 0,58
L1 6,50 0,20 61,50 20,50
C1 > 40 - -
C2 6,50 0,05 91,75 1,25
C3 > 40 - -
Cc4 > 40 - -
C5 > 40 - -

Fonte: Do Autor.

Podemos observar que em geral ao complexar o palddio ao ligante iminico nao
observa nenhuma melhora significativa comparado com o seu ligante percursor, no entanto
quando com a troca do haleto CI" pela N3, observa que o complexo tem inibicao frente a

Leishmania ssp, para C2. Para os demais complexos ndo tiveram a inibicao melhorada, visto

aue-aconcentracio necessaria parainibiraumenta
I E) T
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Até entdo, os testes realizados foram uma triagem para observar quais destes
compostos apresentam atividade e a partir, foi realizado testes frente a amastigota para o

composto C2 (Tabela 15).

Tabela 15 - Compostos que apresentaram atividade amastigota

IC50 (mG/mL) Desvio

Compostos

Leishmania Padrio
Anfotericina 1,20 0,11
C2 24,90 0,2

Fonte: Do Autor.

Ja para os teste frente a amastigota, observamos que o complexo C2 apresentou
atividade frente ao parasita. Logo, podemos concluir que mesmo o complexo C2 ndo seja
ciclometalado, ele apresenta uma estabilidade para penetrar a célula amastigota. Isso por que
complexos ndo cilcometalados apresentam dificuldade de atingirem o alvo dentro da célula

(amastigota), pois tem que transpor a barreira da membrana celular do macréfago.

4.2.3 Teste antifiingico

Os resultados da atividade antimicrobiana do ligante e dos complexos sintetizados
estdo apresentados na Tabela 16. Observa-se que a coordenacdo do metal para o complexo C2
melhorou a atividades em relacdo ao seu ligante precursor L1, na inibicdo do crescimento de
C. glabrata ATCC 90030 e C. parapsilosis ATCC 22019. O que nao foi observado para os
demais fungos testados. No entanto, de modo geral tanto os ligantes quanto os complexos de
palddio apresentam ICsy e ICqy superiores aos respectivos padrdes de referéncia, ou seja, a
concentracdo necessdaria dos compostos testados para inibir o crescimento dos
microrganismos em 50% e 90% foi muito maior que os padrdes de referéncia. Sendo assim,

os compostos obtidos ndo apresentaram melhores atividades que os medicamentos ja em uso.
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Porém, o complexo C2 requer estudo mais aprofundado, em func¢do de sua melhor atividade
antifingica contra C. glabrata e C. parapsilosis, que € intrinsecamente resistente ao

fluconazol medicamento de azol comum na terapéutica.

Tabela 16 - Resultados atividade antifiingica dos ligantes e complexos de palddio(II)

C. albicans  C. tropicalis C. krusei C.glabrata  C. parapsilosis

Substancia  Fungos  \1ocj023]  ATCC750 ATCC 6258 ATCC 90030 ATCC 22019

Fluconazol

I1C50 0,5 1 32 16 1
(ng/mL)

I1C50 - 60 30 - 60
L1

1C90 - - - - -

I1C50 - - - - -
Cl

1C90 - - - - -

I1C50 - - 60 30 30
C2

1C90 - - - - -

IC50 - - 100 - -
C3

1C90 - - - - -

IC50 - - - 100 100
C4

I1C90 - - - - -

IC50 - - - - -
C5

1C90 - - - - -

Fonte: Do Autor.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho mostrou a importancia da classe dos ciclometalados de Pd(II), em
fun¢do da sua reatividade frente ao ligante iminico, resultando em espécie com grande
potencial na Quimica Medicinal. Isto fica evidenciado através dos resultados discutidos
bem como pelas contribuicdes dadas pelo nosso grupo de pesquisa. Através das técnicas de
caracterizacdo utilizadas, estima-se que as reacdes tenham ocorrido e conseqiientemente

houve a formagdo dos novos compostos.

Novos complexos de palddio(Il) foram obtidos a partir das reagdes entre
tetracloropaladato(Il) de litio e um novo ligante organico nitrogenado (Hfafe) L1 capaz de
formar complexo. O novo complexo precursor [PdCl,(Hfafe),] C1 foi usado como
precursor dos complexos do tipo: [PdX,(Hfafe),] sendo X = N3 (C2), SCN (C43), Br (C4)

e I (C5). A difragao de raios X de monocristal esclareceu a estrutura do complexo C2.

Os dados espectroscopicos sugerem que os complexos C1-C5 apresentaram uma
coordenagdo metal — ligante 1:2. O metal coordenou-se pela base nitrogenada do ligante.
Os haletos e pseudohaletos ficaram na posi¢do terminal. A estrutura porposta para esta

série foi [PdX,(Hfafe),], sendo X = CI (C1), N3 (C2), SCN (C3), Br (C4) e I (C5).

Os complexos de palddio (II) apresentados sdo citotoxicos para células MCF-7 e
MDA-MB-435, uma vez que levaram a diminui¢do do teor protéico das células, além de
alteracdes morfoldgicas e morfométricas e a diminuicdo da proliferacdo celular, podendo
ser considerados agentes supressores tumorais. Este resultado parece promissor para o
desenvolvimento de um novo agente quimioterdpico para o tratamento do cancer de mama.

No entanto, precisa de testes in vivo.

Ja os ensaios frente a Leishmania, foram realizados experimentos in vitro de células
promastigota e amastigota da L. (L.) brazilienses. Determinou-se a viabilidade celular
destas culturas, expressa pelo Indice de Citotoxicidade (ICso), que indica a concentragio de
substancia que induz a morte 50% da populacdo celular. Através da incubagdo das células

na presenga dos complexos por 48h, sob diferentes concentracOes, determinou-se a
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viabilidade do bioensaio. O complexo que apresentou melhor atividade antileishmania foi

o que contem o pseudohaleto azida do complexo (C2).

Com o intuito de empregar os compostos em ensaios microbiolégicos frente a
fungos, foi realizado experimento in vitro. O complexo que apresentou melhor atividade
foi o C2 com a inibicdo do crescimento de C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC
90030 e C. parapsilosis ATCC 22019. Enquanto os demais complexos ndo apresentaram
melhores atividades que os medicamentos ja em uso. Deste modo, o complexo C2 requer
maiores estudos. Mesmo assim, evidencia-se a potencialidade farmacoldgica dos

complexos de paladio(II), ressaltando sua interdisciplinaridade e expectativas.

Complexos de palddio(l) demonstram potencialidades farmacolégicas
comprovadas pelos testes bioldgicos realizados. Isto somente vem a ressaltar seu aspecto
atual, interdisciplinar e promissor, deixando uma expectativa positiva para os préoximos

anos.
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Anexo A - Tabela com dados cristalograficos de distancia de ligacao

ANEXOS

Ligacao Distéancia Ligacdo Distéancia
Pd1 N1 2.024(3) Cl11 Cl12 1.461(7)
Pd1 N2 2.031(3) N7 N8 1.181(7)
Pd1 N5 2.065(5) C25 C20 1.375(7)
Pd1 N6 2.071(4) C21 C22 1.363(7)
N2 C26 1.291(5) C21 C20 1.374(8)
N2 C23 1.434(5) C5 C4 1.370(7)
N1 9 1.293(5) C12 Cl17 1.397(7)
N1 C6 1.429(6) C12 Cl13 1.400(7)
N4 N5 1.115(6) Cc7 C8 1.389(7)
N4 N3 1.190(7) C28 C29 1.448(7)
N6 N7 1.096(6) 01 C19 1.214(7)
C32 C33 1.357(10) C20 C19 1.515(8)
C32 C31 1.392(10) C3 C8 1.386(7)
C9 C10 1.429(6) C3 C4 1.403(7)
C27 C28 1.342(6) C3 C2 1.494(8)
C27 C26 1.430(6) C29 C30 1.389(8)
C24 C23 1.381(6) C29 C34 1.393(7)
C24 C25 1.397(7) Cl6 CI15 1.373(8)
C23 C22 1.385(6) Cl6 Cl17 1.379(7)
C6 C5 1.397(6) C13 Cl4 1.378(8)
Co6 Cc7 1.403(6) C2 Cl 1.502(9)
02 Cc2 1.208(7) Cl4 CI15 1.374(9)
C10 Cl1 1.347(6) C34 C33 1.380(8)
C30 C31 1.389(8) C19 C18 1.483(9)
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Anexo B - Tabela com dados cristalograficos de angulo de ligacdo
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Ligacdo Angulo (A) Ligacdo Angulo (A)
NI Pd1 N2 178.36(15) C10 Cl1 C12 126.5(4)
N1 Pd1 N5 90.83(15) N6 N7 N8 175.9(7)
N2 Pd1 N5 87.96(15) C20 C25 C24 121.0(5)
N1 Pd1 N6 89.49(16) C22 C21 C20 120.6(5)
N2 Pd1 N6 91.71(16) Cc4 C5 Coé 119.2(4)
N5 Pd1 N6 179.66(18) C17 C12 C13 118.3(5)
C26 N2 C23 122.0(4) C17 Ci12 Cl11 122.4(4)
C26 N2 PD1 123.9(3) C13 C12 Cl1 119.3(5)
C23 N2 PD1 113.7(2) C8 C7 Cé6 119.2(5)
Cc9 N1 Coé 119.9(4) C27 C28 C29 126.3(5)
Cc9 N1 PD1 122.7(3) C21 C22 C23 120.9(5)
Cé6 N1 PD1 117.5(3) C21 C20 C25 119.1(5)
N5 N4 N3 176.2(6) C21 C20 C19 117.7(5)
N7 N6 PD1 116.6(4) C25 C20 C19 123.2(5)
N4 N5 PD1 117.2(4) C8 C3 C4 118.3(5)
C33 C32 C31 120.1(6) C8 C3 C2 122.8(5)
NI C9 C10 122.8(4) Cc4 C3 Cc2 118.8(5)
C28 C27 C26 123.0(4) C30 C29 C34 118.9(5)
C23 C24 C25 119.1(4) C30 C29 C28 122.1(5)
C24 C23 C22 119.3(4) C34 C29 C28 119.1(5)
C24 C23 N2 121.94) G5 C4 C3 121.8(5)
Cc22 C23 N2 118.6(4) C3 C8 C7 121.2(5)
G5 Co C7 120.3(4) CI15 Cl16 C17 121.3(6)
G5 Co N1 121.8(4) Cl16 C17 C12 119.9(5)
C7 Cé6 NI 117.9(4) Cl4 CI13 C12 120.7(6)
N2 C26 Cc27 122.2(4) 02 C2 C3 120.1(6)
Cl11 C10 C9 122.5(4) 02 C2 Cl1 121.3(6)
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Continuagdo
Ligacao Angulo (A) Ligacao Angulo (A)
C3 C2 Cl 118.6(5) C18 C19 C20 118.5(5)
C15 Cl4 CI13 120.4(6) C31 C30 C29 120.1(6)
C33 C34 C29 120.5(6) C32 C33 C34 120.6(6)
01 C19 CI8 120.8(6) C30 C31 C32 119.9(6)
O1 C19 C20 120.7(6) Cl6 C15 Cl4 119.5(6)

Gois, E. P de
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Resumo

RESUMO

Muitos metais de transicao apresentam grande importancia no meio bioldgico, visto que esses
interagem diretamente com biomoléculas essenciais para a manutencdo da vida.
Uma caracteristica dos metais que os tornam tao importantes como componentes (funcionais e
estruturais) dos seres vivos € sua propensdo em perder elétrons facilmente formando ions com
cargas positivas, que tendem a ser soliveis em fluidos bioldgicos. Muitos estudos tomaram
como base as possiveis interacdes dos fons metdlicos com as biomoléculas presentes no
organismo vivo. O presente trabalho teve como objetivo a preparagdo de novos compostos de
paladio(II), contendo ligantes iminicos, com o intuito de obter compostos inéditos que
apresentem propriedades farmacoldgicas. O ligante iminico (Base de Schiff) foi preparado
através da reacdo entre o aldeido trans-cinamaldeido e a amina p-aminoacetofenona (Hfafe)
L1. O ligante iminico obtido foi complexado ao palddio(Il), conduzindo substitui¢des, com o
intuito de se produzir novos compostos de coordenagcdo de férmula geral [PdX,(Hfafe),],
sendo X = Cl (C1), N3 (C2), SCN (C3), Br (C4) e I (C5). Os compostos foram caracterizados
através das técnicas de ponto de fusdo ou decomposi¢do, solubilidade, condutividade molar,
andlise elementar (CHN), das técnicas espectroscopicas de infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H e C, estudos termogravimétricos TG-DTA, difracido de
raios-X para o monocristal de C2 e célculos de DFT de L1. Os compostos foram empregados
em testes bioldgicos, para as células MCF-7 ¢ MDA-MB-435 do cancer de mama,
Leishmania ssp, em experimentos in vitro de células promastigotas e amastigotas L. (L.)
brazilienses, antifingico em leveduras do género Candida spp.: Candida albicans, Candida
tropicalis, Candida krusei, C. glabrata, C. parapsilosis. Verificou-se que o ligante livre
apresentou efeito significativo frente os testes bioldgicos compardveis aos dos controles
positivos. No entanto, os complexos sintetizados se mostraram melhores potenciais agentes
farmacol6gicos do que seu ligante precursor. Entre os complexos sintetizados merece
destaque o compostos [Pd(N3),(Hfafe),], que apresentou, qualitativamente, atividade frente as

células mamarias, a Leishmania e aos fungos testados.

Palavras-chave: Ligante iminico. Complexo de palddio(Il). Espectroscopia e metalofarmaco.



Abstract

ABSTRACT

Some transition metals are of great importance in the biological environment, since they
interact directly with the biomolecules essential for the maintenance of life. One characteristic
of the metals that make them so important as functional and structural components of living
things is their propensity to lose electrons easily by forming ions with positive charges, which
tend to be soluble in biological fluids. Many studies have considered the possible interactions
of metal ions with biomolecules present in the living organism. The present work had as
objective the preparation of new compounds of palladium (II), containing iminic ligands, with
the intention of obtaining novel compounds that present pharmacological properties.
The iminic ligand (Schiff's Base) was prepared by the reaction between the
trans-cinnamaldehyde aldehyde and the amine p-aminoacetophenone (Hfafe) L1. The imine
ligand obtained was complexed to palladium(Il), leading to substitutions, with the aim of
producing new coordination compounds of the formula [PdX,(Hfafe),], where X = CI (C1),
N3 (C2), SCN (C3), Br (C4) and I (C5). The compounds were characterized by melting point
or decomposition, solubility, molar conductivity, elemental analysis (CHN), IR spectroscopic
techniques, 'H and “C NMR, thermogravimetric TG-DTA studies, X-ray diffraction for
monocrystal of C2 and calculations of DFT of L.1. The compounds were used in biological
tests for MCF-7 and MDA-MB-435 breast cancer cells, Leishmania ssp, in vitroexperiments
of promastigotes and amastigotes L. (L.) brazilienses, antifungal in yeasts of the genus
Candida spp.: C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis. The free
ligand was shown to have a significant effect against biological tests comparable to those of
the positive controls. However, the synthesized complexes showed better potential
pharmacological agents than their precursor ligand. Among the synthesized complexes, the
compounds [Pd(Ns3),(Hfafe),] deserve to be highlighted, which presented, qualitatively,

activity against mammary cells, Leishmania and fungi tested.

Key-words: Imine ligand. Palladium complex. Spectroscopy and metallopharmaceutical.
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1 INTRODUCAO

Normalmente, quando se pensa em farmacos, a primeira idéia que surge € a de
compostos organicos, € por muito tempo a Quimica Organica foi apresentada como ‘“‘a
quimica da vida”. Acreditou-se durante muito tempo que somente 0S compostos organicos
e as reacOes que os envolviam eram indispensdveis para a Vida, e que os elementos e
compostos comumente chamados “inorgadnicos” eram escasso ou ndo tinham nenhum

significado para os sistemas vivos (BARAN, 2005).

Com o passar dos anos, descobriu-se que os metais ttm um papel importante nos
sistemas vivos, uma vez que quatro metais do grupo principal (Na, K, Mg e Ca) e oito
metais de transicio (Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, V e Mo) possuem seus ions como sendo
necessdrios para importantes funcdes bioldgicas nos seres humanos (BARRY; SADLER,
2013). A Quimica Inorganica contribui a Quimica Medicinal no desenvolvimento de novos
medicamentos com propriedades farmacoldgicas especificas a partir da escolha do metal
devido a suas propriedades (BERALDO, 2005), tais como diversos estados de oxidacao,
nimeros de coordenacdo, geometrias, como também efeitos termodindmicos e cinéticos

caracteristicos de cada fon metalico (BRUIININCX; SADLE, 2008).

1.1 A QUIMICA MEDICINAL INORGANICA

Ainda que os estudos envolvessem a acdo dos metais no organismo seja
relativamente recente, seu uso em Medicina vem sendo praticado ha aproximadamente
5000 anos (Figura 1). De fato, os egipcios usavam cobre para esterilizar a 4gua a 3000 anos
antes de Cristo, e 0 ouro era empregado na fabricacdo de medicamentos na Ardbia e na
China ha 3500 anos, mais em razdo da natureza preciosa do metal do que de suas
propriedades medicinais, pois se acreditava que um metal nobre deveria trazer beneficios

ao organismo. Medicamentos contendo ferro eram usados no Egito 1500 anos antes de
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Cristo e j4 no século dezesseis o médico suico Theophrastus Paracelsus desenvolvia e

usava medicamentos a base de mercurio, arsénio, estanho, chumbo e antimonio.

Figura 1 — Egipcios praticando medicina

Fonte: Calogeras

A Quimica Medicinal Inorginica comecou a deixar sua marca na década de 50 e
60, os quimicos comecaram a se concentrar em toda a tabela periddica e ndo apenas nos
elementos C, H, O, N (RONCONI; SADLER, 2008). Com o estudo de todos os elementos
da tabela periddica, descobertas importantes foram feitas ao longo dos anos, como

ferroceno (PAUSON; MILLER, 1951) e fluoretos de xen6nio (BARTLETT, 1962).

No entanto, Quimica Medicinal dedicava-se principalmente ao estudo de compostos
organicos e produtos naturais até a descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina
(Figura 2), observada pelo fisico Barnett Rosenberg em 1965. Em 1968, apds novos testes
frente as varias bactérias, a cisplatina foi administrada por via intraperitoneal a

camundongos portadores de tumor e foi mostrado regressdo do tumor (BAI et al., 2017).
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Figura 2 - Representacdo da estrutura da Cisplatina

CL..,,,_P wCl
pre
H:N”~ “NH;

Fonte: Stevanato (2009, p. 43).

Com o sucesso da cisplatina em uso clinico, administrados em pacientes terminais
e, em seguida, nos tumores localizados, como nos casos de cncer testicular e ovariano,
precipitou um renascimento na quimica inorganica e levou a sintese e avaliacdo bioldgica
de muitos milhares de andlogos de cisplatina, € uma investigacao completa de outros

elementos proximos da tabela periddica (por exemplo, paladio e ouro).

Em uso clinico atualmente, a cisplatina € utilizada no tratamento de cancer
testicular, ovdrio, bexiga, cabeca e pescoco, pulmdo e cancros do colo do ttero (HO;
WOODWARD; COWARD, 2016), mas tem, no entanto, desvantagens. Uma grande
porcentagem de canceres humanos tem uma resisténcia natural ao tratamento com a
cisplatina (LIPPERT, 2013), seja aquela adquirida durante ciclos de terapia com o fairmaco
(ocorre em pacientes com cancer de ovario) ou resisténcia intrinseca (visto em pacientes
com colorretal, cancer de prdstata, pulmao ou mama). Além disso, a cisplatina tem grandes
efeitos colaterais limitantes quanto a dose do medicamento. Pacientes tratados com
cisplatina mostraram sinais graves de nefrotoxicidade (KARAKOC et al., 2015),
neurotoxicidade e ototoxicidade (FREITAS et al.,, 2009). Outros grandes efeitos
registrados incluem pressdo arterial elevada, diarreia, ndusea e vOmito grave (TULLY et
al.,, 2015). Por conseguinte, os efeitos colaterais da cisplatina ainda representam uma
grande desvantagem para o uso desta droga. Isso tem provado ser um objetivo muito mais
desafiador, com base em um subjacente conhecimento de como a cisplatina atua frente ao

tumor e, mais importante, como os tumores tornam-se resistentes (Figura 3).
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Figura 3 — Mecanismo de reagdo da Cisplatina ao DNA
i W, O FH:;J- ,,':”
— 3 NH H*
o TNH, or g o

Par de bases no DNA

Fonte: Andrade

Atualmente, os farmacos mais utilizados como quimioterdpicos sdo os baseados em
Pt(1l) (HO; WOODWARD; COWARD, 2016). Tém-se também os andlogos mais
conhecidos como a carboplatina e oxaliplatina. Outros compostos farmacolégicos foram
aprovados, como a nedaplatina (Japao; SHIONOGI & CO. Ltd.), heptaplatina (Coréia do
Sul; SK PHARMA), lobaplatina (China). Ainda tém os firmacos que estdo nos estdgios de
desenvolvimento como a satraplatina (GPC BIOTECH & PHARMION); miriplatina
(DAINIPPON SUMITOMO PHARMA E BRISTOL-MYERS K.K.); prolindac (ACCESS
PHARMACEUTICALS); BP-C1 (MEABCO); Complexo Lipico de cisplatina
(TRANSAVE); aroplatina (ANTIGENICS); e picoplatina (POINARD) (Figura 4).
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Figura 4 - Agentes anticancerigenos a base de platina comerciais.
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Fonte: Kapdi; Fairlambb, 2014.

Porém, existe a aplicacdo de outros derivados metdlicos como metalofairmacos e
agentes de diagnoéstico. Destacam-se os compostos de Bi(IIl), como o citrato de bismuto
ranitidina, no tratamento de desordens gastrointestinais e na erradicacao da bactéria Gram-
negativa Helicobacter pylori (LI; SUM, 2012), complexos de ouro(I), como a auranofina,
empregada no tratamento da artrite reumatdide (SHAW, 1999), o nitroprussiato de sédio,

um complexo de Fe(IIl) usado em emergéncias cirdrgicas como vasodilatador, o carbonato
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de litio, utilizado no tratamento de desordem bipolar, o nitrato de galio(III), utilizado para
tratamentos de hipercalcemia relacionada ao cancer, farmacos antimoniais, como o
gluconato de antimonio(V) sédico, usado para tratar leishmaniose (DEMICHELI et al.,
2002), sulfato de bario, usado como agente de contraste em radiografia gastrointestinal ,
153Sm-EDTMP (153Sm—Lexidr0nam), usado no tratamento paliativo de dores Osseas
resultantes de metéstases e os complexos "h-DPTA (Pentetato de mIn), 99mpe_Cardiolite

e 9Ga-citrato usados como agentes de contraste em cintilografia (MJOS; ORVIG, 2014).

Mundialmente, a demanda por medicamentos a base de platina tem crescido
constantemente (GAUTIER; CISNETTI, 2012). A especificidade demonstrada em relacao
a certas linhas celulares de cancro levou os investigadores a procurar alternativas. Uma das
alternativas que tem mostrado uma promessa considerdvel tem sido o desenvolvimento de
outros candidatos a medicamentos baseados em metal de transicio (GABBIANI;
MESSORYI, 2011; CASINI; MESSORI, 2011). Os complexos baseados em palddio estdo
intimamente relacionados aos seus andlogos de platina, devido as suas semelhancas
estruturais e a sobreposicao significativa da quimica de coordenagdo para os dois metais.
Um dos primeiros estudos de Graham e colaboradores (1979) defendeu o uso de
complexos de palddio como possiveis agentes anticancerigenos. Uma série de novos
complexos de palddio foi sintetizada, os quais exibem uma atividade promissora contra
linhas celulares tumorais (pulmio, préstata, etc.). Em vérios casos, os complexos de
palddio exibiram uma melhor atividade antitumoral do que os seus equivalentes de platina

(cisplatina, carboplatina, etc.).

Em termos de utilidade, o padrao de dissociacdo lenta dos complexos de platina em
comparagdo com o palddio (105 vezes mais rdpido) os torna mais aplicdveis.
Uma tendéncia recente observada em drogas anticancer baseadas em palddio é focar no
desenvolvimento de complexos de palddio com taxas de hidrélise mais lentas provocadas

pela escolha dos ligantes (KAPDI; FAIRLAMBB, 2014).
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1.2 PALADIO

O palddio é um metal de transicdo pertencente ao grupo da platina e pode ser
encontrado em diversos estados de oxidagdo, os principais sdo Il e IV. O Pd(Il) € o estado
de oxidag¢do mais estdvel e pode ser encontrado na forma de 6xidos, haletos, nitratos e
sulfatos. Apresenta configuracdo eletronica 4Pd’*: 1s* 2s° 2p° 3s° 3p° 4s° 3d'° 4p° 4d°.
Ele é paramagnético, mas todos os seus complexos sdo diamagnéticos e apresentam
principalmente coloracdo vermelha, marrom ou amarela (GRAY; BALLHAUSEN, 1962).
Todos os complexos de Pd(I) sdo diamagnéticos, exceto o fon paramagnético [PdCl4]*
que € formado em é&cido cloridrico. Quando o ion metdlico central de um complexo
apresenta uma configuragao d® em campo octaédrico, seis elétrons ocupardo os orbitais 7,

e dois elétrons ocupardo os orbitais eg (Figura 5) (SHRIVER; ATKINS, 2008).

Figura 5 - Configuragdo d® num campo octaédrico fraco

d

x2_y2

Energia e.
A T f =
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5] ? * d 72

MV vt
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Fonte: Lee (2000, p. 111).
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Os complexos de palddio mais estdveis possuem a configuracdo eletronica d®
[estado de oxidacdo (II)], sdo diamagnéticos e apresentam geometria quadrado-planar.
Estes complexos apresentam os cinco orbitais d degenerados em um {fon livre, sdo
desdobrados em quatro niveis diferentes. O tipo de desdobramento depende do arranjo

simétrico dos ligantes (GRAY; BALLHAUSEN, 1962).

As aplicacdes dos compostos de coordenacdo de Pd(Il) sdo muitas, em virtude da
extensa variedade de ligantes que a ele se coordena (GRAY; BALLHAUSEN, 1962).
Por muitos anos, os complexos de palddio foram investigados e t€ém encontrado diversas
aplicacdes, como em catélise (LIU et al., 2016), Quimica supramolecular (WEN; YANG,
2016), na drea tecnoldgica como materiais liquido-cristalinos (KOHOUT et al., 2017), na
area médica como agentes antitumorais (CAMPANELLA et al.,, 2012), entre outras.
Na Quimica Medicinal Inorganica destacam-se os derivados de Pd(II) sobre as espécies
organopaladados mono, bi e polinucleares com propriedades bioldgicas, frente a atividade
bioldgica envolvendo interagdes dos complexos com DNA e RNA (ALMEIDA et al.,
2005). O estudo de citotoxicidade in vitro do complexo de palddio apresentou inibicdo do
crescimento contra diferentes linhagens de células como K-562 (Leucemia), HCT-15
(cancer de célon), MCF-7 (cancer de mama), U-251 Glio (sistema nervoso central) ¢ PC-3

(cancro da préstata) (KAPDI; FAIRLAMBB, 2014).

Supds-se que uma melhoria na atividade dos complexos de palddio era devida a
presenca do dtomo N adequado para auxiliar a ligacdo eficaz de ifons metdlicos aos
fragmentos de 4cido nucléico em relagdo aqueles contendo ligantes doadores N
heterociclicos (COLUCCIA, 1993). Logo, a escolha criteriosa dos ligantes desempenha um
papel importante na defini¢do da geometria ao redor do centro de palddio, que na maioria

dos casos € de natureza trans (KAPDI; FAIRLAMBB, 2014).
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1.3 LIGANTES IMINICOS

Hugo Schiff, em 1864, descreveu a condensacdo de uma amina priméria com um
composto contendo um grupo carbonila ativo, (uma cetona ou um aldeido) onde a
carbonila € substituida por um grupo imina, produzindo um composto conhecido como
base de Schiff. Estas sdo bases de Lewis extremamente eficazes e apresentam o grupo
funcional, geralmente hidroxila, perto do sitio de coordenacdo a ponto de permitir que
anéis quelatos de cinco ou seis membros sejam formados por meio da reagdo com fons

metalicos.

Esses compostos sdo considerados “ligantes privilegiados”, por serem capazes de
estabilizar diversos metais em varios estados de oxidacdo podendo controlar o desempenho
dos fons em diversas transformacdes cataliticas (COZZI, 2004). As bases de Schiff
possuem estrutura bem definida e ampla funcionalidade organica, podem complexar
centros metalicos com grande facilidade. Levando em consideracdo a versatilidade de suas
propriedades estéricas e eletronicas, € possivel aplicar estes compostos em diversas dreas,
tais como atividades bioldgicas (ZAYED; ZAYED; EL-DESAWY, 2015; AL-NOOR;
AZ1Z; AL- JEBOORI, 2014), organometilicos (SOARES et al., 2014), atividades
cataliticas (REN et al., 2014), entre outras.

Atualmente, os ligantes neutros mais utilizados sdo piridina (py) (CHEN, 2009),
bipiridina (bipy) (HOLLER, 2010), terpiridina (terpy), fenantrolina (phen) (FANG, 2007),
oxidos de trifenilfosfina (tppo) (ELISEEVA, 2004). As bases de Schiff podem ser
sintetizadas de varias maneiras, adotando métodos diferentes (KAFKA; KAPPE, 1997),
enquanto que a condensacdo catalisada por dcido de aminas e aldeidos e cetonas € a mais
comum. Trata-se de uma rea¢do em duas etapas, na qual o ataque nucleofilico pelo d&tomo
de nitrogénio do carbono carbonilico € o primeiro que resulta no intermedidrio da
carbinolamina, que € instavel. No segundo passo, o intermedidrio sofre desidratacdo para

formar uma ligacdo dupla de carbono que € conhecida como base de Schiff (GULL;

HASHMI, 2017), (Figura 6).
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Figura 6 — Mecanismo da sintese da base de Schiff

|
K
3
!

Fonte: Do Autor.

Complexos de metais contendo base de Schiff sdo comumente sintetizados pela
reacdo de sais metdlicos com ligantes de base de Schiff sob condi¢des de reacdo
especificas. Segundo Cozzi (2004), cinco vias sintéticas sdo descritas para a sintese do

complexo de metal base de Schiff e sdo apresentadas como segue na Figura 7.

A rota 1, usa os 6xidos metalicos [M(OR),] que estdo facilmente disponiveis para
uso particularmente de metais de transicdo. Na rota 2, as amidas de metais, sdo utilizados
como precursores na sintese de complexos metdlicos baseados em bases de schiff.
Virias outras rotas utilizadas como rotas sintéticas consistem na reacdo direta da base de
Schiff e do fon metdlico, rota 3. Na rota 4 ou reacdo das bases de Schiff com os
correspondentes acetatos metalicos em refluxo. O esquema descrito na Rota 5, que € um

pouco eficaz na sintese de complexos metdlicos do tipo salen, compreende uma reacao em
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duas etapas, a desprotonacdo da base de Schiff e a reacdo com sais metdlicos.
Os hidrogénios fendlicos podem ser desprotonados efetivamente usando hidreto de sdédio
ou potdssio. O hidreto na coordenagdo de solventes e o excedente NaH ou KH podem ser

removidos por filtracdo (GULL; HASHMI, 2017).

Figura 7 — Rota sintética dos complexos metalicos

R..'

1
B 1)Y=H:
= f :E
= H"\-\.K
. HHR'- NY=H: e = ~pl

W
=

-

¥ DY=H MR N/
F=alkyl . aryl M—X5a
g N oY Sl
o y-mMoag, || pl

p! — . | Sy
5)Y =Na, K : MX, F

X=CLBr _

Rl E

X=OR. NRy R. OAc.

ClL Br

Fonte: Do Autor.

As bases de Schiff e seus complexos metalicos emergem como um campo diverso
de quimica e desempenham um papel importante no desenvolvimento e progresso de
coordenagdo quimica (ODDS; BROWN; GOW, 2003). A escolha do ligante organico tem
muita importancia para os complexos de palddio, pois se sabe também que as bases de
Schiff exibem propriedades biolégicas e sdo principalmente usadas como drogas em
medicamentos (PATOLE et al.,, 2006). Estudos experimentais t€ém mostrado que a
incorporagdo do ion metdlico aumenta a atividade bioldgica das bases de Schiff sobre a

quelacao (PUTHILIBAIL 2009; AVAJI 2009).
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1.4 PSEUDOHALETOS

O termo pseudo-halogénio foi introduzido em 1925 e refere-se a forma molecular
de compostos como cianogénio (CN), e ditiocianogénio (SCN),. Também pode ser
aplicado as moléculas como o N,O4 ou (SCSN3),. Em paralelo ao termo pseudo-halogénio
ha outros: pseudo-haleto, grupo pseudo-halogénio e derivados pseudo-halogenados.
Enquanto o termo pseudo-haleto refere-se ao anion, a designacdo de grupo pseudo-
halogénio € utilizada para se referir aos mesmos quando covalentemente ligados as

moléculas organicas (SARGENTELLI, 1996).

Os principais pseudo-haletos sd@o os seguintes fons: azida (N3'), cianato (OCN) e
seu isd0mero o fulminato (CNQO), tiocianato (NCS"), cianeto (CN"), selenocianato (NCSe"),
cianamida (N(CN),) e tricianometanida (C(CN);) (GOLUB; KOHLER; SKOPENKO,
1986). A designacdo destes ions como pseudo-haletos decorre de semelhangas entre as
propriedades dos mesmos com aquelas dos haletos auténticos. Destacam-se as seguintes
propriedades: sdo geralmente volédteis quando estdo no estado livre; reagem entre si
formando compostos como os compostos FN3 e bBr,Cl’; ligam-se a radicais organicos
(alquilas) formando compostos covalentes, RX e uma de sua propriedade mais importante
€ a capacidade de formarem complexos estaveis com muitos metais de transicao, podendo

coordenar-se ao ion metalico de diferentes modos (SANTOS; NEVES, 1984).

Apesar da similaridade, trés diferencas s@o marcantes entre os pseudo-haletos e os
haletos, a saber: os dcidos constituidos por haletos sdo mais fortes do que os dos pseudo-
haletos; a insaturacdo dos pseudo-haletos a qual lhes confere acentuada propriedade como
agentes complexantes e a reatividade destes ions, possibilitando a formacdo de novas

espécies coordenadas ao centro metdlico (GOLUB; KOHLER; SKOPENKO, 1986).

Na quimica inorganica os fons azida (NNN"), tiocianato (NCS") e cianato (NCO")
constituem diversos sais e na quimica de coordenagao sdo conhecidos compostos contendo
estes pseudo-haletos com praticamente todos os metais de transi¢do. Os mesmos

coordenam-se nos modos terminal ou ponte originando espécies monoméricas ou
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poliméricas (GODOY NETTO, 2003; NAKAMOTO, 1986). Quando em ponte, podem

atuar como ligantes end-on (u-1,1) ou end-to-end (u-1,3) (Figura 8).

Figura 8 - Modos de coordena¢do dos pseudo-haletos azida, tiocianato e cianato

M M
AN AN
NNN NNN NNN
Azida e e N
M M M
Terminal end-on end-to-end
M M M M M
A h \\NCS \SCN \SCN
Tioci SCN NCS NC O
ocianato Y N y s y “
M M M M M M
S-terminal  N-terminal p-1.2 H-1.1N p-1.1-5 p-1,1.2

Fonte: Moro, 2007.

Ralph Pearson usa a polarizabilidade das espécies para classificd-las como 4cidos e
bases duros (aos que possuem baixa polarizabilidade), acidos e bases moles aos que
possuem alta polarizabilidade. E a interacdo entre dcidos moles e bases moles sdo mais
efetivas, da mesma forma que 4cidos duros com bases duras (VASCONCELLOS, 2014).
O ion palddio(Il), de acordo com a teoria de Person, € um 4cido mole e com isso, espera-se
melhor interacdo com bases moles. Dentre os haletos e pseudohaletos que se enquadram
nessa classificacdo podemos citar: I, SCN° e CN, em comparagdo aos haletos e
pseudohaletos relativamente com maciez intermedidria, Br', N3, NCS", NCO'. Ja os haletos
F e CI, sdao considerados como base duras e sdo facilmente substituidos por

haletos/pseudohaletos mais macios (MIESSLER; FISCHER; DONALD, 2014).
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1.5 POTENCIAL BIOLOGICO

Atualmente, compostos inorganicos sao constantemente avaliados quanto aos seus
efeitos farmacoldgicos, na esperanca de alcangar curas efetivas para varias doencgas.
Os agentes quimioterdpicos sao substancias quimicas que exercem agdo seletiva sobre as
espécies patogénicas. De acordo com o tipo de microrganismo, os agentes quimioterapicos
sdo classificados em: antihelminticos, antiprotozodrios, antifingicos, antibacterianos,
antivirais e antineopldsicos (ALMEIDA, 2003). Alguns agentes quimioterapicos podem
apresentar um ou mais dos seguintes efeitos: -stdtico, quando inibem o crescimento ou
multiplicacdo ulterior do organismo ou célula invasora; -cida, quando o matam ou
destroem. A busca por novas moléculas evoluiu para a obten¢do de novos compostos no
ambito da pesquisa da Quimica Medicinal inorgdnica para avaliacdo biolégica sobre

algumas doengas de interesses cientificos.

1.5.1 Aspectos gerais do cancer de mama

A neoplasia maligna mais comum em mulheres (com exce¢do do cancer de pele
nio melanoma), tanto nacional quanto internacionalmente, ¢ o cancer de mama.
A estimativa para o Brasil, no bi€nio 2016-2017, aponta a ocorréncia de cerca de 600 mil
novos casos de cancer e sdo esperados 57.960 novos casos de cancer de mama, sendo

5.160 para Minas Gerais (BRASIL, 2015).
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Figura 9 — Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2015 por sexo

Localizagan primaria casos novos  percentual Lacalizagao primaria casos novos  percentual
Prostata 60.180  30,8% Homens Mulheres  Mama Feminina 52.680 27,9%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.210 8,8% Colo do Utero 17.540 9,3%
Colon e Reto 14180 7.3% Colon e Reto 15.960 8.4%
Estomago 12.670 6,5% Glandula Tireoide 10.590 h,6%
Cavidade Oral 9.990 5,1% Traqueia, Bronquio e Pulmao  10.110 5,3%
Esdfago 7.770 4.0% Estdmago 7.420 3,9%
Bexiga 6.210 3.2% Ovério 6.190 3.3%
Laringe 6.110 31% Corpo do Utero 4.520 2.4%
Linfona ndao Hodgkin 5190 2,7% Linfoma nao Hodgkin 4.450 2.4%
Sistema Nervoso Central 4.820 2,5% Sisterna Nervoso Central 4.450 2.4%

*Niimeros arredondados para 10 ou mdltiplos de 10

Fonte: Brasil, 2015.

Os tumores mamadrios sdo heterogéneos (que possui natureza desigual e/ou
apresenta diferenca de estrutura), sendo este um dos maiores desafios na pratica clinica,
tendo em vista que tumores com os mesmos tipos histoldgicos, estigios e graus de
diferenciagdo podem apresentar desfechos distintos em relacdo aos fatores progndsticos e
as respostas aos tratamentos instituidos, principalmente, devido a diferentes alteragcdes
moleculares (CHEANG et al., 2009). A preven¢do primdria dessa neoplasia ainda ndo ¢é
totalmente possivel em razdo da variagcdo dos fatores de risco e das caracteristicas
genéticas que estdo envolvidas na sua etiologia. Novas estratégias de rastreamento factiveis
para paises com dificuldades or¢amentdrias tém sido estudadas e, até o momento, a

mamografia é recomendada como método efetivo para detec¢io precoce (BRASIL, 2015).

Apesar do sucesso terapéutico da cisplatina, os seus efeitos indesejados justificam a
busca por novos compostos com efeito antitumoral compardvel ou melhor que a cisplatina,
porém, com menor toxicidade sist€émica. A platina e outros metais de transi¢do apresentam
interesse particular para o desenvolvimento de compostos antitumorais devido a forte
interacdo desses metais com o DNA, embora, possam se ligar a outros alvos moleculares
como as proteinas contendo tidis e participar de processos de 6xido-reducdo (MEDICI et
al., 2015). Assim, varios complexos utilizando metais de transi¢do t€m sido sintetizados e
estudados, como € o caso de complexos de palddio (II), que apresentam analogia estrutural

e termodindmica aos complexos de platina (CUTILLAS et al., 2013; GAO et al., 2009;
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GAUTIER; CISNETTI, 2012;). Virios estudos t€ém demonstrado que os complexos de
Pd(II) apresentam atividade citotéxica similar aos complexos e Pt(Il), cisplatina,
carboplatina e oxaliplatina, com menos efeitos adversos € maior solubilidade em agua

(GAO et al., 2009; GAROUFIS; HADJIKAKOU; HADJILIADIS, 2009).

Os primeiros complexos de Pd(II) apresentaram pouca ou nenhuma aplicagdo como
antitumorais, devido a sua rdpida hidrdlise em ambientes bioldgicos, cerca de 10° vezes
mais rapida do que os andlogos contendo platina. A ripida dissociacio em meio aquoso
impede que os complexos atinjam o alvo farmacoldgico e aumenta o risco de formacgao de

compostos reativos, com potencial para interferir em processos bioquimicos das células

normais (CAIRES, 2007; GAROUFIS; HADJIKAKOU; HADJILIADIS, 2009).

Em geral os complexos de Pd(II)s@o divididos em 2 grupos principais: aqueles com
ligantes doadores de enxofre e os complexos com ligantes doadores de nitrogénio e outros
doadores. A atividade bioldgica dos metalocomplexos estd diretamente relacionada ao
ligante, que desempenha papel crucial na estabiliza¢do do estado de oxidacdo especifico do
metal, na modificacdo da reatividade e lipofilicidade e ainda deve ser inerte

(MOTSWAINYANA et al., 2013).

Ulukayaet al. (2011) e Ari et al. (2014) demonstraram que um complexo de Pd(II)
mononucleado, contendo terpiridina apresentou citotoxicidade para células MCF-7 e
MDA-MB-231 de adenocarcinoma mamario humano e o mecanismo de acdo inclui a
quebra de dupla fita do DNA e aumento do estresse oxidativo, o que levou as células a
morte (ADIGUZEL et al., 2014). Campanella et al. (2012) utilizando complexos de Pd(II)
contendo imina e difenilfosfina, [Pd(ca;-o-phen)Cl,] e [Pd(dmba)(dppp)Cl],
respectivamente,demonstraram o efeito citotoxico para a linhagem de células MDA-MB-
435, de adenocarcinoma mamadrio humano triplo-negativo. Outros complexos de Pd(II)
ininico-fosfinicos também se mostraram citotéxicos para células MCF-7, sendo mais
eficientes que a cisplatina (MOTSWAINYANA et al., 2013). Resultados semelhantes
foram obtidos por Banti et al. (2015), com dois complexos trifenilfosfinicos de Pd(II)

testados em células MCF-7.
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1.5.2 Aspectos gerais da leishmaniose e Leishmania ssp.

O género Leishmania é constituido de vérias espécies de protozodrios pertencentes
a familia Trypanosomatidae e a ordem Kinetoplastida, que se caracterizam pela presenga
de uma estrutura extranuclear rica em DNA, denominada cinetoplasto (LAINSON;
SHAW, 1972). Em 1903, Leishman e Donovan separadamente descreveram um
protozodario num tecido de bago, que hoje é chamado Leishmania donovani ( HERWALDT,
1999). O parasito existe em duas formas: e a forma intranuclear amastigota (Figura 8A),
que € ovalada, nao apresenta flagelo visivel na microscopia 6tica, € encontrada no interior
dos fagolisossomos dos macréfagos do hospedeiro mamifero, onde sobrevivem e se
multiplicam e a forma extranuclear promastigota (Figura 8B), que € fusiforme, apresenta
nicleo central e possui flagelo, organela relacionada a locomog¢do do parasito no tubo

digestivo do inseto (CROFT; COOMBS, 2003).

Figura 10 - Formas evolutivas do protozodrio Leishmania

Legenda: A. Amastigota
B. Promastigota

Fonte: Fiocruz, 1997.
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As leishmanioses se caracterizam pelo parasitismo intracelular do sistema
fagocitario mononuclear, a partir da picada do vetor flebotomineo-fémea infectado com as
formas promastigotas de Leishmania que, apés inoculacdo no hospedeiro vertebrado se
transformam em amastigotas no vacuolo parasitéforo de macréfagos (LAINSON; SHAW,

1992).

O medicamento mais utilizado para o combate a Leishmania sdo complexos de
antimdnio pentavalente, Anfotericina B e a Pentamidina. No entanto, estes agentes
apresentam desvantagens como o modo de administragdo parenteral, de longa duragdo da
terapéutica, efeitos toxicos, custo e parasita resistente (GUERIN et al., 2002). Com base
nestas consideragcdes, o estudo de novas drogas para o tratamento das leishmanioses é
importante, uma vez que varios estudos que avaliaram esses medicamentos nao
apresentaram resultados conclusivos (DOGRA; SAXENA, 1996). Azitromicina tem sido
usado para tratar infec¢des causadas principalmente por microorganismos intracelulares,
devido a sua distribui¢c@o tecidual dentro de fagdcitos e sua longa meia vida (PETERS;

FRIEDEL; McTAVISH, 1992).

A atividade dos metais sobre a Leishmania foi descrita por alguns autores como
Navarro e colaboradores (2003) que testaram a atividade leishmanicida de complexos de
cobre (Cu) sobre formas promastigotas de Leishmania braziliensis comprovando sua
interacdo com o DNA do parasita. Além disso, também j4 foi relatada a atividade do ouro
(Au) sobre culturas de promastigotas de L. mexicana interagindo sobre o DNA por
intercalacio  (NAVARRO et al.,, 2010). Iniguez e colaboradores (2014) também

demonstraram atividade de complexos com ruténio sobre Leishmania.

Os complexos contendo paladio(Il) tém chamado a atencdo como uma alternativa
para novas drogas com base metdlica, visto que sua coordena¢do geométrica e processo de
formagdao de complexo sdo similares aos da platina (II) (TUSEK-BOZC et al., 2008).
Na literatura tem sido descrito a sintese de novos compostos de palddio pelas reacdes de
adicdo ou substitui¢do por grupos radicalares como haletos ou pseudohaletos sobre a

atividade antileishmania do tiocianato relatado por Franco (2013).
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1.5.3 Aspectos gerais antifiingicos

Os fungos podem causar infecgdes, sendo denominadas micoses as infeccoes
fingicas. Os fungos (Figura 11) podem ser patogénicos ou ndo, sdo seres eucaridticos,
heterotréficos, possuem parede celular rigida composta por quitinas e polissacarideos, além
de apresentarem membrana celular envolvendo o material genético, membrana composta
de ergosterol e ndcleo. Sua morfologia pode variar dependendo de condi¢gdes nutricionais
de fatores ambientais (pH, temperatura, atmosfera O,/CO,) (TRABULSI et al., 2005;
LEVINSON; JAWETZ, 2005).

Figura 11 — Cultivo de fungo em placa de Petri

Fonte: Alcantara, 2017

Com o passar dos anos o desenvolvimento de farmacos eficientes para combater
infecgdes microbianas revolucionou tratamentos médicos com a reducdo de mortes
ocasionadas por tais doencas. No entanto, o uso de antibidticos indiscrimindvel resultou na
resisténcia dos microrganismos. Isso se tornou um grande problema mundial de saide
publica, uma vez que limita as opg¢des de farmacos disponiveis no mercado, sendo

importante a busca por novos agentes antimicrobianos (OPLUSTIL, 2012).

Nesse contexto o uso de compostos inorganicos no tratamento de doencas como

agentes antifungicos vem sendo muito utilizado. Como exemplo cita-se as

mplex
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apresentam ampla atividade antimicrobiana, sendo ativas em diferentes culturas de fungos,
porém, sua complexacdo com metais de transicdo aumentam seu potencial antiftingico,
como os complexos de cobalto (MYCEK; HARVEY; CHAMPE, 1998). Além disso,
vérios trabalhos evidenciam os estudos antibacterianos e antifiingicos dos complexos de
platina (KUSHEV, et al., 2002; WATABE, et al., 1999). A sintese de dois complexos
Pt(II), [Pt(achsh),Cl,] e [Pt(NHs)(achsh)Cl,] realizadas por Kushev e colaboradores
(KUSHEV, D. et al.,, 2002) ao serem testados em culturas de fungos e bactérias

apresentaram atividade similar e, ou, maior comparadas a cisplatina.
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2 OBJETIVOS

Diante do exposto, percebe-se a necessidade do desenvolvimento de novos complexos
de Pd(II) e estudos para o conhecimento das atividades biologicas dos complexos metalicos.
Assim, o objetivo desse trabalho foi a sintetize, caracterizagdo e a avaliacdo das
potencialidades farmacoldgicas de complexos de palddio(Il) contendo o ligante iminico

1-(4-{[(1E,2E)-3-fenilprop-2-en-1-ilideno]amino } fenil)etanona (Hfafe).
Deste modo, o presente trabalho tem os seguintes objetivos especificos:

a) Sintese do novo agente complexante nitrogenado (Base de Schiff ou iminas),
1-(4-{[(1E,2E)-3-fenilprop-2-en-1-ilideno]amino } fenil)etanona (Hfafe), e realizar

a coordenacdo deste agente complexante com o paladio(Il);

b) Sintese dos novos complexos de Pd(Il) através da troca de cloreto (CI') por outros

haletos: brometo (Br’) e iodeto (I') e pseudohaletos: tiocianato (SCN") e azida

(N3);

¢) Caracterizagdo dos novos compostos utilizando as técnicas de andlise elementar
(CHN), espectro de absor¢do na regido do infravermelho (IV), andlise térmica
(TG e DTA), espectros de ressondncia magnética nuclear (RMN de 'H e Bo),
determinag@o estrutural e molecular por técnicas de difratometria de raios-X,

condutividade elétrica e propriedades eletrOnicas;

d) Investigacdo da atividade em Leishmania ssp, células tumorais e fungos com o

intuito de avaliar as potencialidades bioldgicas dos novos compostos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Em todas as sinteses foram utilizados reagentes P.A. Os principais solventes e

reagentes estdo listados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1 - Principais solventes utilizados nas sinteses

Solventes Férmulas | Procedéncias
Acetona C3;HcO Cromoline
Acetonitrila CH;CN Isofar
Cloroférmio CHCl; Cromoline
Diclorometano CH,Cl, Isofar
Dimetilsulf6xido (DMSO) C,HeSO Ecibra
Etanol C,HsOH Ecibra
Eter Etilico C4H;00 Ecibra
Metanol CH;0H Impex
Nitrometano CH;NO, Nuclear
Pentano CsH» Isofar
Tetrahidrofurano (THF) C4HgO Synth

Fonte: Do Autor.
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Tabela 2 - Principais reagentes utilizados nas sinteses

Reagentes Férmula | Procedéncia
Azida de sodio NaNj Riedel
Brometo de Potéssio KBr Vetec

Cianato de Potassio KCNO Carlo Erba
Cloreto de Litio LiCl Synth
Cloreto de Paladio (II)  PdCl, Sigma Aldrich

Iodeto de Potéssio KI Merck
p-aminoacetofenona CsHoNO  Carlo Erba
trans-cinamaldeido CsHgO Merck
Tereftaldeido CsHeOo Aldrich

Tiocianato de Potassio = KSCN Merck

Trietilamina CeH 5N Vetec

Fonte: Do Autor.

Para facilitar a explanacao dos resultados alcangados, o fluxograma abaixo, indica
as sinteses realizadas a obtencdo do novo ligante iminico e dos novos complexos de

paladio(II).
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Figura 12 — Mecanismo da sintese da base de Schiff Hfafe
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Fonte: Do Autor.

3.1 SINTESE DO NOVO LIGANTE IMINICO Hfafe (L1)

A sintese da imina foi conduzida reagindo-se aldeido ou cetona com amina, na
propor¢ao estequiométrica adequada, em etanol e a temperatura ambiente, em Erlenmeyer
com tampa e boca esmerilhada. O Erlenmeyer contendo o meio reacional foi transferido
para um freezer com o intuito de se obter o sélido por abaixamento de temperatura.

As reagdes foram realizadas em duplicata.
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Figura 13 — Equagdo quimica para a obtencao do ligante Hfafe L1

/

—Z

HoN —

Fonte: Do Autor.

Para a sintese do novo ligante iminico ou base de Schiff, Hfafe (Figura 13), foi
conduzida reagindo-se p-aminoacetofenona com trans-cinamaldeido, na proporcao
estequiométrica 1:1, em meio etandico, a temperatura ambiente de 27 °C, em um baldo
volumétrico de fundo redondo. Foram gotejados 1,0500 g (7,94 mmol) de
trans-cinamaldeido dissolvido em 10,0 mL dlcool etilico em uma solucdo limpida
constituida de 1,0700 g (7,94 mmol) de p-aminoacetofenona em 10,0 mL de 4lcool etilico,
sob agitacdo. Apds 2 horas de reacdo, observou-se a formacao de um precipitado amarelo
claro. O sistema foi transferido para um freezer com o intuito de se obter cristais por

abaixamento de temperatura. As reacdes foram reproduzidas em duplicata.

3.2 SINTESE DO NOVO COMPLEXO PRECURSOR DE PALADIO(II)

A sintese de nova espécie quimica de coordenacdo foi realizada reagindo o novo
ligante obtido com o sal de metal de transicao tetracloropaladato(Il) de litio, em propor¢dao
estequiométrica adequada e utilizando o metanol como solvente a temperatura ambiente.
O método de litiagdo é muito empregado na complexacdo de complexos de palddio

(CAVALCANTE et al., 2008; ANGELO et al., 2001). O PdCl, € insolivel em MetOH.

Gois, E. P de



47

Parte Experimental

A adicdo de LiCl se faz necessaria, pois forma-se um complexo solivel em metanol a

quente, o tetracloropaladado(II) de litio, € o precursor reacional (Figura 14).

Figura 14 - Esquema do método de Parshall
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3.2.1 Sintese do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1)

Solubilizou-se 1,0000 g (5,64 mmol) de PdCl,, em 40,0 mL de metanol, sob
aquecimento e agitacdo durante cerca de 20 minutos, em um baldo de fundo chato.
Apés este tempo, foi observado certo escurecimento da mistura e formacdo de uma
suspensdo. Adicionou-se entdo 0,4704 g (11,28 mmol) de LiCl, deixando reagir por mais
20 min. Observou-se a solubilizagdo do sélido em suspensdo. Filtrou-se a solu¢@o ainda a

quente para remog¢ao de residuos sélidos insoluveis.
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Em outro baldao de fundo chato, solubilizou 1,4000 g (5,64 mmol) do ligante
iminico Hfafe L1 em metanol, formando-se uma solu¢do limpida e cristalina. Fez-se entao
uma lenta adi¢do desta solugdo a anterior contendo predominantemente Li,[PdCly]. Deixou
o sistema em agitacio e sob gotejamento de uma solucao metanol-trietilamina (20:1) (v/v).
O lento gotejamento teve duracdo de 8 horas sendo observada a formagao de um solido
amarelo (Figura 15). O precipitado produzido foi entdo filtrado, lavando-se com 4gua e

éter e seco sob vacuo.

Figura 15 - Equacdo quimica para a obten¢do do [PdCl,(Hfafe),] (C1)

—0

cl ol

2 N +  Lis _Pd_ ——> [PdCly(Hfafe),] + 2 LiCl
\ Cl Cl

Fonte: Do Autor.

3.3 REACOES DE SUBSTITUICOES

Com a obten¢do do novo complexo precursor [PdCl,(Hfafe),] (C1), e com o intuito
de se investigar a reatividade dos mesmos frente a haletos e pseudohaletos, foi conduzida
entdo reacdes de substituicdo do cloro, por brometos e iodetos, bem como pelos
pseudohaletos azida e tiocianato. O estudo de séries de complexos se faz necessdria para a
comparacdo de suas propriedades fisicas e quimicas, além das propriedades bioldgicas, o
que facilita interpretar a relagdo estrutura quimica versus atividade bioldgica (SAR).

A escolha destes sais foi norteada por suas relevantes propriedades farmacoldgica.
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Em reacdo estequiométrica e dissolvido em acetona, o complexo precursor foi agitado com

os sais inorganicos NaN3, KSCN, KBr e KI para obten¢do de novos complexos.

3.3.1 Sintese de complexos do tipo [PdX,(Hfafe),] sendo X = N3 (C2), SCN (C3),
Br (C4) eI (C5)

Para a obten¢do de complexos do tipo [PdX,(Hfafe),] sendo X = N3, SCN, Bre I, a
partir do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1), utilizou-se a propor¢ao 1:2 (complexo-cloro:sal

inorgéanico), conforme esquema reacional abaixo:

Esquema Reacional previsto:

[PACl,(Hfafe),] + 2 NaX —> [PdX,(Hfafe),] +2 NaCl

Solubilizou-se 0,3001 g (0,44 mmol) do complexo em 20,0 mL de acetona, sob
agitacdo. Em seguida solubilizou-se os sais inorganicos 0,057g (0,88 mmol) de NaNj,
0,0808 g (0,58 mmol) de KSCN, 0,1052 g (0,58 mmol) de KBr e 0,1472 g (0,58 mmol) de
KIem 0,01 mL de dgua destilada e adicionou-se ao complexo. Deixou-se reagindo por 2 h.
Ap6s o término da reagdo, o baldo contendo a mistura reacional, foi levado a geladeira
permanecendo por volta de 24 horas. A solugdo foi filtrada lavando-se o produto com dgua
em abundancia para remocao do cloreto de sddio / cloreto de potdssio formado no processo
reacional. Os sdélidos sintetizados apresentam coloracdo laranja para o complexo
[Pd(Ns),(Hfafe),] (C2), verde para [Pd(Hfafe),(SCN),] (C3), laranja para [PdBr,(Hfafe),]
(C4) e marrom para [Pd(Hfafe),I,] (C5), respectivamente.
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3.4 METODOLOGIA DE CARACTERIZACAO

A seguir serdo apresentadas as técnicas e equipamentos utilizados para a elucidagdo

dos compostos sintetizados neste trabalho.

3.4.1 Ponto de Fusao ou Temperatura de Decomposicao

Os pontos de fusdo ou decomposicdo foram medidos no equipamento Marte
(PEM II). A amostra foi triturada e empacotada em tubo capilar para registrar a faixa de
temperatura da primeira evidéncia visivel do sélido até a sua fusdo ou decomposicdo.

Foram realizados em triplicata.

3.4.2 Testes de solubilidade

A solubilidade dos compostos foi testada com os solventes: dgua, metanol, etanol,
acetonitrila, acetona, diclorometano, cloroformio, THF ¢ DMSO. Com a finalidade de
verificar a solubilidade dos compostos com os solventes que foram utilizados nas técnicas
de caracterizacdo, como espectroscopia de absor¢do na regido do ultravioleta — visivel
(CH3CN), ressonancia magnética nuclear (CDCl; ou DMSO.dg) e os testes bioldgicos

(DMSO).

3.4.3 Analise elementar

Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram determinados no Analisador

Elementar da LECO Instruments - modelo TruSpec CHNS-O, utilizando porta-amostra de
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prata. Foram utilizados como compostos de referéncia Acetanilida, Cistina, EDTA e

sulfametazina, conforme o teor de carbono e, ou nitrogénio esperado.

3.4.4 Espectroscopia de absorc¢ao na regiao do infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho, IV, foram registrados no
espectrofotometro Simadzu — IR Prestige 21. As pastilhas apropriadas para a leitura foram
preparadas pela maceracdo, em almofariz de dgata, da amostra com brometo de potdssio e

posterior compactacdo numa prensa hidraulica (aprox. 10 t).

3.4.5 Analise térmica

As curvas termogravimétricas (TG/DTA) foram obtidas empregando-se o
equipamento da TA Instruments — Q-600 Séries. Cada amostra, com cerca de 8,0 a 10,0
mg, foram disposta em cadinho de alumina, o qual foi submetido a um aquecimento desde
a temperatura ambiente ate 1100°C, com razdo de aquecimento de 20°C min."l, sob

atmosfera de ar sintético e fluxo de 100 mL.min."".

3.4.6 Espectroscopia de ressoniancia magnética nuclear

Os espectros de ressonancia magnética multinuclear (RMN) foram obtidos em um
Espectrometro Brucker DPX-300, operando a 300 MHz para RMN 'H e 75 MHz para
RMN BC. As amostras foram preparadas com prévia solubilizacdo em solvente deuterado

neste caso o DMSO-dg.
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3.4.7 Difracao de raios-X

Foram obtidos cristais adequados para analise de difracio de raios-X pela
evaporacao lenta da acetona proveniente na solu¢do mae da reagdo do complexo precursor
[PdCl,(Hfafe),;] (C1) com o sal inorganico NaN3; formando o complexo [Pd(N3),(Hfafe),]
(C2).

3.4.7.1 Coleta de Dados

As medidas de DRX por monocristal dos compostos obtidos foram realizada no
Laboratorio de Cristalografia da UFMG (LabCri) em cooperagdo direta com o Prof. Dr.
Carlos Basilio Pinheiro. O LabCri é um laboratério multiusudrios aberto a comunidade
cientifica interessada em usar técnicas de difracdo de raios X para apoio a pesquisa.
As medidas foram realizadas em um difratdmetro de 4-circulos (Gemini) destinado a
estudo de amostras monocristalinas, dotado com detector CCD, dois comprimentos de
onda (K,-Cu e K,-Mo) e acessorios para estudos em altas (< 650 K), baixas temperaturas
(> 90 K) e altas pressdes (< 3 atm). O professor responsavel pelas medidas foi o
Prof. Dr. Antonio Carlos Doriguetto e¢ pelo tratamento dos dados a Dra. Iara Rosa

Landre.

3.4.7.2 Tratamento de Dados de Difracao

Deu-se-a preferéncia a utilizacdo de softwares com licenca livre. Durante o
tratamento numérico dos dados de difracdo (reducdo, determinacdo e refinamento
estrutural), foram utilizados os softwares como o SHELXL.-97, SHELXS-97, WINGX,
PLATON, ORTEP-3, MERCURY. Todos eles sdo softwares livres, de excelente qualidade
e facilmente obtidos na grande rede. Correcdes (tais como fator de polariza¢do e absorc¢ao)

foram efetuadas sobre os dados experimentais de difracdo, usando os métodos e os
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softwares adequados. As estruturas foram resolvidas usando os métodos de Patterson e, ou,
diretos, com o programa SHELXS-97 (SHELDRICK, 1997). Os modelos assim obtidos
foram refinados (minimos quadrados de matriz completa) em F* usando o programa
SHELXL-97 (SHELDRICK, 1997). O programa WINGX (FARRUGIA, 1999) foi usado
na andlise dos dados. Os programas ORTEP-3 (FARRUGIA, 1997), STRUPLO
(FISCHER, 1985), Mercury 1.1.2 (CCDC, 2001-2002) foram usados para analisar e

elaborar representacdes graficas das estruturas.

3.4.8 Condutividade Elétrica

Utilizou para as medidas de condutancia um equipamento e um eletrodo padrao da
AAker. A solucdo padrio de KCl que foi utilizada para calibragem do equipamento,
apresentou condutividade de 1,413 uS/cm na temperatura controlada de 25 °C, com célula
de platina, com constante de cela K=1 cm™. Todas as solu¢des foram preparadas com

concentracdo de 0,1 mmol, nas quais empregou nitrometano (CH3;NO,) como solvente.

3.4.9 Propriedades eletronicas

Os cdlculos das propriedades eletronicas foram realizado no Laboratério de
Modelagem Computacional - LaModel, Instituto de Ciéncias Exatas, Universidade Federal
de Alfenas - Unifal-MG, com colaboracio do Prof. Dr. Thosvany Camps Rodrigues. Para
obter as propriedades eletronicas do ligante L1, os célculos funcionais de densidade foram
realizados usando o pacote Gaussian 09 (Gaussian09). As simula¢des foram feitas usando
o funcional hibrido M06-2X de Truhlar e Zhao (M062X) para a correlacdo e troca
funcional em conjunto com a base 6-311++G(d,p). O funcional M06-2X é um funcional
alto nao-localiza¢do com o dobro da quantidade de troca ndo-local (2X), e é parametrizada
apenas para nao-metais. Devido ao seu desempenho, foi recomendado que fosse usado para

o estudo da termoquimica, da cinética e das interagdes nao covalentes do grupo principal
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(M062X). A otimizacdo de geometria foi verificada através das freqii€ncias infravermelhas
reais e o critério de convergéncia de energia foi igual a 10°. Para prever a reatividade dos
compostos, uma andlise topoldgica foi realizada usando o software TAFF (TAFF). Nesse
caso, foram determinados os orbitais de fronteiras: HOMO (orbital molecular ocupado
mais alto) e LUMO (orbital molecular mais baixo desocupado) junto com as fungdes de

Fukui.

3.5 TESTES BIOLOGICOS

Com o intuito de verificar as potencialidades farmacolégicas dos compostos

sintetizados, os novos compostos foram enviados para testes bioldgicos frente a:

a) Avaliacdo antitumoral para as linhagens celulares MCF-7 (ER") e MDA-MB-
435 (triplo negativo; ER’, PR, HER2');

b) Avaliacdo antileishmania nas formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e L.

(L.) chagast,

¢) Avaliacdo antifingica do género Candida spp.: Candida albicans ATCC
10231, Candida tropicalis ATCC 750, Candida krusei ATCC 6258, C.
glabrata ATCC 90030, C. parapsilosis ATCC 22019.

3.5.1 Avaliacao da Citotoxicidade

A avaliacdo da atividade dos testes carcinogénicos dos compostos sintetizados foi
realizada no Laboratério de Cultura de Células (LCC) da UNIFAL-MG, com colaboracao
da Profa. Dra. Cibele Marli Cacdo Paiva Gouvéa, para o ligante e os complexos metélicos
obtidos. As linhagens celulares MCF-7 (ER+) e MDA-MB-435 (triplo negativo; ER-, PR-,
HER?2-) provenientes do Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRI).

Gois, E. P de



55

Parte Experimental

3.5.1.1 Cultura de células de carcinoma mamario humano

Foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640, contendo 20% (v/v) de soro fetal
bovino inativado termicamente, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (10 pg/mL), em
atmosfera umidificada com 5% de CO,, a 37 °C. O meio foi substituido a cada 2 dias e as
células foram subcultivadas a cada 5 dias, apds tripsiniza¢cdo com solu¢cdo de Tripsina-

EDTA a 0,25%.

3.5.1.2 Tratamento das células

Antes do inicio dos experimentos a viabilidade celular foi determinada por
coloragdo com Trypan blue (método de exclusdo do corante). A seguir 2x10* células
vidveis/mL foram transferidas para placas “multiwell” de 24 e 96 pogos e mantidas por
24 h para aderéncia. A seguir as células foram incubadas com os compostos, por 24 e 48 h,
para avaliacdo da citotoxicidade. Células tratadas com o veiculo constituiram o controle
negativo (CN) e com cisplatina a 5,0 uM, o controle positivo (CP). Os experimentos foram
realizados em triplicata. Os compostos foram dissolvidos em DMSO e foram feitas
diluicdes seriais em DMSO até a obtengcdo da concentragdo desejada. Para os ensaios

foram utilizadas as concentrag¢des de 0,1; 0,5; 1,0; 5,0 e 10,0 uM de cada composto.

3.5.1.3 Ensaio de ligacdo ao DNA

Foi verificada a interagdo in vitro dos ligantes e complexos de Pd(Il) ao DNA
plasmidial. Foram utilizados 500,0 ng do plasmideo pUC-19, que foram incubados a 37 °C
por 30 min em tampao TE (Tris10 mM, pH 8,0, contendo EDTA 1 mM) na auséncia (CN),
na presenca da cisplatina (CP) e dos compostos sintetizados. A interacdo com o DNA foi

avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% (CHEN; WU; LIN, 2007).
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3.5.1.4 Ensaio de sulforrodamina B (SRB)

Foi utilizada a coloracdo das proteinas com sulforrodamina B para determina¢do do
efeito de diferentes concentracdes dos compostos sobre o teor de proteinas celulares, um
indicador da viabilidade celular, de acordo com Vichai e Kirtikara (2006), com
modificagdes segundo Carvalho, Ishikawa e Gouvéa (2012). Decorrido o tempo de
tratamento, as células foram fixadas com 200,0 pL de 4cido tricloroacético (TCA) a 10%
(p/v), a 8 °C, por 1 h. A seguir, o TCA foi removido e as células lavadas com &dgua
destilada. Apds secagem por 24 h, a temperatura ambiente, foram adicionados 200,0 uL de
sulforrodamina B a 0,4% (p/v) em é&cido acético a 1% (v/v), por 30 min. Decorrido o
tempo, o corante foi removido e os pogos lavados por 4 vezes com acido acético a 1%
(v/v). Apds secagem por 24 h, a temperatura ambiente, o corante foi dissolvido pela adi¢do
de 200,0 pL. de Tris 10,0 uM, pH 10,5, por 10 min sob agitacdo e a absorbancia
determinada a 510 nm. O efeito dos compostos sobre o teor de proteinas celulares foi

determinado considerando-se o teor de proteina do (CN) como 100%.

3.5.1.5 Andlise morfol6gica e morfométrica

Decorrido o tempo de tratamento, as células foram fixadas com acetona a 70%,
coradas com hematoxilina-eosina, desidratadas e foram preparadas laminas permanentes,
para andlise morfoldgica e morfométrica. As laminas foram observadas ao microscépio
Olympus BX52 e imagens digitais foram adquiridas utilizando-se o software Motic Plus
2.0, para captura e andlise de imagem. Foram analisados 15 campos aleatérios, por
tratamento e o didmetro das colonias e das células foi determinado de acordo com o

descrito por Campanella et al. (2012) e Carvalho, Ishikawa e Gouvéa (2012).
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3.5.1.6 Fragmentacdo do DNA

A avaliacdo foi realizada por meio do estabelecimento do padrdao de escada do
DNA (“DNA ladder”), que € um indicador de apoptose (NIGAM et al., 2008). O DNA foi
extraido utilizando-se kit Qiagen e submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,8% em
TBE (Tris 10 mM, 4cido bérico 10 mM e EDTA 1mM), por 1 h, a 80 V. O gel foi corado

com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e fotografado sob transluminag¢do com ultravioleta.

3.5.1.7 Ensaio de morte celular

Para estimar a morte celular foi utilizado o método de coloragdo por fast green,
descrito por Weisenthal et al. (1983), com modificacdoes. Este ensaio baseia-se na
capacidade das células vidveis excluirem o corante, enquanto as células mortas nao o
fazem. Decorrido o tempo de tratamento, as células foram coradas com fast green 2%
(m/v), em NaCl 0,15 M, por 10 min, seguido de coloracdo por hematoxilina. As laminas
foram processadas e montadas com Enthellan, observadas ao microscépio Olympus BX52
e imagens digitais foram obtidas utilizando-se o software Motic Plus 2.0, para captura e
andlise de imagem. As células vidveis apresentam coloragao rosa-avermelhada e as mortas,
verde. Foram analisados 15 campos aleatérios, avaliando-se 600 células, para
determinagdo da porcentagem de células mortas (CARVALHO; ISHIKAWA; GOUVEA,
2012).

3.5.1.8 Analise estatistica

Os dados obtidos para os experimentos realizados foram comparados por andlise de

variancia pelo teste ANOVA, seguido do teste de Tukey, quando p < 0,05.
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3.5.2 Avaliacao antilleishmania

A avaliagdo da atividade leishmanicida para os ligantes e os complexos metalicos
obtidos foi realizada no Laboratério de Parasitologia/Biologia Molecular da UNIFAL-MG
sob a responsabilidade do Prof. Dr. Marcos José Marques ¢ da discente de Mestrado
Patricia F. Espuri, do Instituto de Ciéncias Biomédicas. Foram usadas cepas referéncia de
L. amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269), provenientes do instituto Evandro Chagas
(Belém, PA, Brasil).

4.5.2.1 Avaliagao da atividade antipromastigota

As formas promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (L.) chagasi foram mantidas
em meio LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino (SBF) em estufa a 26 °C, e
coletadas em fase exponencial de crescimento para realizacao dos testes (MESA-VALLE
et al., 1996). Para a realizacdo dos testes foram transferidas a razdo de 1 x 10° células/mL
para placas de 24 pocos, onde entdo foram adicionado os complexos que foram avaliados
nas concentracdes 40; 10; 5 e 0,1 pg/mL. Apés 72 horas de incubagdo a 25 °C foram
adicionados 100 pL de resazurina em cada poco. Apds 6h de incubacdo com resazurina, as
placas foram lidas em 570 nm e 600 nm, utilizando um leitor de microplacas para a
determinac¢do da ICsg, tendo como controle, o protozoario em meio de cultura sem a adi¢do
de farmacos. O 1Csy foi entdo comparado ao ICsy do farmaco padrdo anfotericina B

(PEREIRA et al., 2011).

4.5.2.2 Avaliagdo da citotoxicidade

Para avaliacdo da citotoxicidade, foram utilizados macréfagos peritoneais murinos
mantidos em meio RPMI 1640 a 37 °C e 5% de CO,, dispostos em placas de 96 pocos na

razdo de 8,00 x 10° por poco, aos quais foram adicionada os compostos a serem avaliados

Gois, E. P de



59

Parte Experimental

nas concentragdes de 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,8125; 3,90 pg/mL e incubados
por 48 horas. Apdés o periodo de incubacdo foram adicionados 10 pul de MTT
(3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo) a cada pogo, com nova
incubacdo por 4 horas. As células lisadas com DMSO foram avaliadas em
espectrofotometro UV/VIS Shimadzu, duplo-feixe, modelo 2550 a 570 nm para
determinagao do CCsy por comparagdo ao controle sem adicado de compostos ou farmacos
(PEREIRA et al., 2011). A densidade 6ptica obtida foi entdo convertida a porcentagem de
inibicdo usando a equacao (1), para que entdo por andlise de regressdo dos dados pudesse
ser determinada a concentragcdo citotéxica a 50% dos macréfagos (CCsp) (PEREIRA,

2010).

Equacao (1):

9Inibi¢ao = [(DOcontrole — DOcomposto)/DOcontrole]x 100

DMSO foi usado como controle € a Anfotericina B foi utilizada como medicamento

de referéncia. Os ensaios foram realizados em triplicata e em trés ocasides diferentes.

4.5.2.3 Avaliagao da atividade anti-amastigota

Para avaliacdo da atividade leishmanicida perante amastigotas, foram utilizados
macréfagos peritoneais murinos a razio de 8x10° macréfagos, mantidos em meio RPMI
1640 a 37 °C e 5% de CO,, em placas de 24 pocos, os quais foram infectados com
promastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (L.) chagasi na fase log de crescimento na razao
de 3:5. A cada poco foram adicionadas as substancias avaliadas nas concentracdes 40; 10;
5e 0,1 pg/mL, e incubadas a 37 °C e 5% de CO, por 72 horas, quando entao foram fixadas
com metanol e coradas com Giemsa a 10% para posterior andlise por microscopia ética e

determinacdo da razdo entre macréfagos infectados e ndo infectados, possibilitando a

ontrole
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comparado ao ICsp o farmaco padrdo anfotericina B e como controle foi utilizado

macréfagos infectados sem a adicao de drogas (PEREIRA et al., 2010).

3.5.3 Avaliacio antifiingica

A avaliacdo da atividade antiftingica para os ligantes e os complexos metalicos
obtidos foi realizada no Laboratério de Microbiologia da UNIFAL-MG sob a
responsabilidade da Prof* Dr* Amanda Latercia Tranches Dias e da doutoranda Naiara

Chaves Silva, do Instituto de Ciéncias Biomédicas.

Foram avaliadas as concentracdes inibitorias minimas de 50% do crescimento
(MICsp) e 90% (MICqp). As avaliacdes/determinacdes dos valores de concentragcdes
inibitérias foram realizadas segundo a metodologia de microdiluicdo em caldo para
leveduras conforme documento M27-S4 (CLSI, 2012). O meio de cultura utilizado foi
caldo Mueller Hinton + 2% e as substancias foram avaliadas nas concentra¢des (Lg/mL):
100; 60; 30; 15; 7,5; 3,75; 1,875; 0,938; 0,469; 0,234. Os ensaios foram realizados sobre
leveduras padroes American Type Culture Collection (ATCC). Os microrganismos

escolhidos s@o oportunistas e ou patogénicos.

Fungos: Leveduras do género Candida spp.: C. albicans ATCC 10231, C.
tropicalis ATCC 750, C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC 90030, C. parapsilosis
ATCC 22019.

Na avaliacdo da atividade antifingica foi utilizado como controle positivo o
antifungico Fluconazol; solucdo salina (0,85%) e o solvente DMSO foi utilizado como
controle negativo dos ensaios. A leitura dos resultados foi realizada apds 24 h e 48 h de

incubacdo. Os ensaios foram realizados em duplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir serdo apresentadas as caracterizagdes e discussdes dos resultados obtidos

para o novo ligante e os complexos, a partir das técnicas descritas na metodologia.

4.1 LIGANTE NITROGENADO Hfafe (L1)

A nova Base de Schiff (Hfafe) sintetizada apresenta coloragdo amarela com
rendimento de 86%. Tem ponto de fusdo bem definido em 130-134 °C. Com a anélise desse
dado, é possivel elucidar que houve a formag¢do de um novo composto, visto que o ponto de
fusdo encontrado se difere dos pontos de fusdo dos reagentes de partida, 103 °C para o
p-aminoacetofenona e -8 °C para o frans-cinamaldeido. O intervalo de fusdo, para o composto
obtido, dé indicio que o mesmo estd puro, pois apresenta temperatura constante durante o
processo de fusdo. Cristais nao foram formados a partir das técnicas de cristalizagdo.
Apresentou alta solubilidade em acetona, acetonitrila, diclorometano, cloroférmio, THF e
DMSO. Pouco solivel em metanol e etanol. CpsHy0N,O, = 249,31 g. mol ™. Condutividade
molar: 3,54 uS/cm. Andlise elementar - % calc. (% enc.): C: 81,90 (81,54); H: 6,06 (6,19);
N: 5,62 (5,29).

4.1.1 Espectroscopia vibracional na regiao IV

A técnica de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho € um método
espectroscopico de andlise que fornece informagdes quanto aos grupos funcionais que estdo
presentes na estrutura das substancias. O espectro obtido do ligante iminico foi comparado

com os espectros dos reagentes precursores (Figura 16).
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Figura 16 - Espectros dos precursores (a) 4-aminoacetofenona e (b) trans-cinamaldeido
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Fonte: http://www.aist.go.jp/index_en.html.

O espectro de absorcdo do reagente p-aminoacetofenona detectou-se bandas na regido
de alta freqiiéncia em 3396-3334 cm’’ referentes 2 ligacdo v assimétrica e simétrica de (N-H),
Figura 16 a. Na outra regido espectral foi observado banda na regido 1594 cm™ que
evidenciam o estiramento do grupo carboxilico v,(C=0), Figura 16 b. Além destas,
observam-se a conformacio - para - que é caracterizada pela banda em 835 cm™ atribuida ao
8(C-H) do anel aromdtico. Analisando o espectro no IV do frans-cinamaldeido, observou-se
banda na regido de frequéncia menor em 748 cm’, atribuida ao modo vibracional de
deformacdo angular &(C-H) caracteristica de sistemas aromdticos mono-substituidos.
Observa-se na regido espectral o estiramento assimétrico da carbonila em 1677 cm™ v(C=0),

caracteristica do grupo carboxilico ainda presente na molécula.

Um modo vibracional importante que corrobora a formacao do ligante € o v(C=N) do
grupo imina, em 1578 cm™ (MAURYA, 2015), é que esta banda estd ausente no espectro dos
reagentes precursores. O baixo valor da banda de vibracdo v(C=N) estd relacionado a
conjugacdo do grupo iminico ao anel aromatico (KAYA, 2015). Estes dados indicam a sintese

da Base de Schiff (Figura 17).
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Figura 17 - Espectro na regido do IV do ligante iminico Hfafe (L1)
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trans-cinamaldeido e 3064 cm™ para p-aminoacetofenona, tem valores semelhantes aos

. . . -1 .
observados no espectro da imina sintetizada, que ocorreu em 3038 cm™. O grupo carboxilico

v(C=0) aparece no comprimento de ondas de 1670 cm™ para o ligante (Figura 17).

A conformacdo — para — em 828 cm™' do precursor p-aminoacetofenona, ainda é evidenciada

em 835cm’ ea conformagdo mono substituida em 748 cm™! do trans-cinamaldeido, também

é observado no ligante sintetizado em 752 cm™'. Estes dados sugerem a formacio da espécie

quimica sintetizada. Outra banda importante observada é na regido de 3325 nm, ¢

caracteristica de overtone da carboxila. Overtone sdo bandas com valores de freqiiéncia

correspondentes lineares das bandas fundamentais ou multiplos das mesmas (AMENDOLA;

GUTZ, 2007).
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O espectro vibracional tedrico também foi calculado, mas apenas para o ligante livre
na fase gds. Esse resultado tedérico pode ser comparado com o obtido pela espectroscopia de
infravermelho. Na Tabela abaixo (Tabela 3) pode-se perceber a disparidade entre os valores
obtidos pelos cdlculos e pelo 1V para as freqiiéncias de deformagdes e estiramentos presentes
na estrutura do Hafafe (L1), mas de certa forma isso ja era esperado. Os célculos realizados
consideravam a molécula no estado gasoso, no qual pode-se dizer que ela estd mais livre e
dispersa no gés, onde a chance dela realizar possiveis interacdes com outras moléculas que
podem interferir na freqiiéncia de vibragdo € menor; o que € bem diferente do que ocorre no
estado fisico do composto no momento da andlise de infravermelho. No estado sélido, as
interacdes com as moléculas vizinhas, e a estrutura mais compacta que o composto apresenta

nesse estado certamente influencia em sua sequéncia de vibragao.

Tabela 3 — Valor tedrico e experimental, em cm™', para as freqiiéncias de deformacio e

estiramento do ligante Hfafe (L1)

Hfafe (L1) | Tedrico | Experimental

Vas(C-H)ar 2996 2991
Vs(C-H),r 2860 2855
v(C=0) 1676 1670
v(C=N) 1580 1578
Vv(C-N) 1188 1179
O(C-H)yr 844 835
O(C-H)ar 756 752

Fonte: Do Autor.

Se analisarmos a variacdo das freqiiéncias de vibracdo, percebe-se que os valores
obtidos tanto na teoria como na parte experimental sdo bem préximos, corroborando assim a

proposta do ligante.
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4.1.2 Espectroscopia de RMN de 'H

Para 'H, espera-se que quanto maior a blindagem do 4tomo, menor é o valor de §(sinal
mais perto daquele atribuido ao padrao TMS). No espectro do L1, em CDCls, o sinal singleto
em 2,37 ppm refere-se aos hidrogénios presente na metila ligada a carbonila (DAY AN, 2015).
O sinal em 8,38 ppm ¢ atribuido ao hidrogénio pertencentes ao carbono do C=N,
caracteristico de iminas ou bases de Schiff por este ser o mais desblindado. (PATTANAYAK,
2015). Na Figura 18, observa-se que os sinais estdo de acordo com os descritos na literatura

(SILVERSTEIN, 2007).

Figura 18 — Espectro de RMN de 'H do Hfafe (L1)
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17 14— 13
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16— 15

Legenda: Solvente (CDCl3)

Fonte: Do Autor.
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Mas, € bom ressaltar a caracteristica apresentada nos sinais deste ligante, pois estes
apresentam duplicidade nos hidrogénios presentes nos alquenos da molécula (Figura 19). Isto
ocorre, devido a ligacdo vicinal do hidrogénio estar em ambientes quimicos muito diferentes.
Cada hidrogénio corresponde a uma absor¢ao e o spin de cada um sera afetado pela orientacdo

do outro hidrogénio, o que faz com que cada absor¢do apare¢a como um dubleto.

Figura 19 — Ampliagdo do sinal no espectro de RMN de 'H do Hfafe (L1)
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Fonte: Do Autor.

O espectro de RMN de Be (Figura 20) do ligante iminico estd de concordancia com os
sinais listados na literatura (SILVERSTEIN, 2007). O sinal em 27,10 ppm € proveniente do
carbono mais blindado, o da metila. E o deslocamento quimico em 197,42 ppm ¢ atribuido ao

carbono na carbonila, que na molécula é a mais desblindado. Os outros sinais sdo referentes

aos alquenos e ao anel aromético.
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Figura 20 — Espectro de RMN de "*C do Hfafe (L1)
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Fonte: Do Autor.

4.1.3 Analise Termogravimétrica (TG/DTA)

Com o intuito de estudar o comportamento frente ao aquecimento do ligante iminico
Hfafe, realizaram-se curvas TG-DTA. A andlise da Figura 18 revela que o ligante iminico por
apresentar C, H, O e N, termodecompdem totalmente em 4dgua, gas carbonico e 6xidos de
nitrogénio, por isto, a auséncia de residuo sélido era esperada. O residuo final de 2,69% estao
dentro do erro instrumental e ndao pode ser considerado significativo. O estudo da
decomposicdo térmica realizado para o ligante iminico Hfafe, em atmosfera de ar sintético,
também estd de acordo com a estrutura apresentada (Figura 21). Cabe ressaltar que a DTA
nos mostra em aproximadamente 136 °C um pico relacionado a mudangas fisicas, pois como

se pode ver ndo ocorreu perda de massa, sendo indicio do ponto de fusdo do ligante.
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Figura 21 - Curva TG-DTA do ligante iminico Hfafe (L1)
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Fonte: Do Autor.
A Tabela 4 mostra as etapas de decomposi¢ao do ligante iminico Hfafe.
Tabela 4 - Dados da Andlise Térmica do ligante Hfafe (L1)
Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo | Exo
L1 1 183-338 -39,35 -37,34 - 316
11,8910 mg 2 338-814 -56,40 -60,47 - 665

* Enc. = encontrado, Calc. = calculado, Endo. = endotérmico, Exo. = exotérmico.

Fonte: Do Autor.
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Figura 22 — Estrutura proposta do ligante iminico Hfafe (L1)
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Fonte: Do Autor.

4.1.4 Calculos DFT

A teoria do funcional da densidade (do inglés, DFT: Density Functional Theory)
(HOHENBERG; KOHN, 1964; KOHN; SHAM, 1965) pode ser vista como uma
reformulacdo da mecanica quantica baseada, ndo em fun¢des de onda, mas no conceito de
densidade eletronica. A técnica consiste em um sistema quantico de muitos corpos, a
densidade eletronica tem um papel central: “a densidade pode ser considerada como varidvel
basica, ou seja, todas as propriedades do estado fundamental do sistema podem ser

consideradas como funcional tnico da densidade eletronica”.

De acordo com a teoria orbital molecular de fronteira, a formacdo de um estado de
transi¢do € devida a uma interagdo entre HOMO e LUMO de reagentes (CAMPQOS, 2014).
O HOMO ¢ o orbital mais externo ou contendo elétrons, que pode atuar como um doador de
elétrons e possui o mais alto nivel de energia. Pelo contrario, o LUMO ¢é o orbital que pode
aceitar o elétron porque € o orbital mais interno e tem um espaco vazio. Geralmente, o
HOMO e LUMO tém uma relacao direta com o potencial de ionizagdo e a afinidade eletronica
de uma molécula organica. A carga de energia é um indice de estabilidade importante, pois
uma molécula com uma carga de energia baixa € mais polarizdvel e geralmente estd associada
a alta atividade quimica e baixa estabilidade cinética. E bem conhecido que baixos valores
absolutos da banda de energia fornecem boas eficiéncias de inibi¢do, porque o potencial de
ionizacao serd baixo devido a energia necessdria para remover um elétron do orbital ocupado

externo serd baixo (CAMPOS, 2014).
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A modelagem computacional foi importante para confirmar as proposi¢des feitas em
relacdo a estrutura do composto (C1). A Figura 23 mostra os niveis de energia HOMO e o

LUMO para a base de Schiff (L1) (ZACARIA, 2016).

Figura 23 — Orbitais Moleculares de fronteira HOMO/LUMO do Hfafe (L1)

HOMO

LUMO

Legenda: A cor vermelha (verde) representa valores negativos (positivos)

Fonte: Do Autor.

As investiga¢des das energias HOMO e LUMO do ligante (LL1) sdo baixas e negativas.
Quanto menor a energia HOMO-LUMO, mais fécil € para transferéncia de carga ocorra
intramolecular, melhorando assim as interagdes causadas pela transferéncia de carga (ACAR;
SELCUKI; COSKUN, 2017). Analisando os dados da Tabela 5, observamos que o d&tomo que
apresenta a menor carga sio os atomos de N e O. Estes sdo os 4tomos na molécula com maior

afinidade para coordenar com o metal. Valendo-se da Teoria de Pearson para a classificacdo
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s . . , 2 , . L . .
de 4cidos e bases de Lewis, o fon Pd”" é classificado como um 4cido macio, por esse fato, a

coordenagdo do metal ao ligante (L1) € favorecida pelo dtomo de nitrogénio (base macia) do

que o atomo do oxigénio (Base dura).

Tabela 5 - Fator de normalizacio da integral da densidade de elétrons

Atomo Carga Volume (Bohr)
1(C) 0.712580 63.567
2(N) -1.194741 119.437
3(C) 0.371288 62.239
4(C) -0.051477 74.404
5(C) -0.023253 82.193
6(C) -0.001871 81.074
7(C) -0.009260 83.456
8(C) -0.029344 83.245
9(C) 1.022205 48.471
10 (C) -0.034311 71.429
11(0) -1.145025 132.157
12 (C) -0.017812 83.816

Fonte: Do Autor.

Podemos observar que as fungdes HOMO e o LUMO estiao distribuidos entre os

carbonos dos anéis aromaticos e do 4tomo de nitrogénio. Entretanto, as fun¢des de Fukui que

fornecem informacgdes sobre ataques nucleofilicos e eletrofilicos demonstram que os carbonos

com maior potencial de ionizacdo e, consequentemente, mais nucleofilicos sdo os localizados

na posicdo em que nao é permitida quelacdo de cinco membros, sendo esta, portanto, uma
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justificativa plausivel para a ndo ocorréncia da ciclometalagdo. O resultado esta ilustrado na

Figura 24.

)

Figura 24 — Diagrama das funcdes de Fukui para ataque nucleofilicos (© +(’2)) e eletrofilicos (f K

f7(r)

£ ()

Fonte: Do Autor.

4.2 COMPLEXO [PdCl,(Hfafe),] (C1)

O complexo foi sintetizado na propor¢do estequiométrica 1:1. A sintese produziu um
s6lido de cor laranja, rendimento de 87%. Esse composto apresentou baixa solubilidade em
metanol, acetona, acetonitrila, cloroférmio, diclorometano, THF e DMSO. Insolivel em dgua
e etanol. O ponto de decomposicao ocorreu em 230 °C. [PdCly(C17HsNO),] = 675,94 g.mol'l.
Condutividade molar = 3,58 pS.cm'l. Analise elementar - % calc. (% enc.): C: 60,42 (61,10);
H: 4,47 (5,23); N: 4,14 (5,53); Pd: 15,74 (17,74).
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4.2.1 Espectroscopia vibracional na regiao IV

Através da anédlise do espectro de absor¢do na regido do IV (Figura 25), verificou-se
que um grande nimero de bandas € derivado do ligante orginico coordenado ao dtomo de
palddio. Com a complexagdo do palddio ao grupamento nitrogenado do ligante orgénico, €
esperado um deslocamento da banda de v(C=N) do ligante para regido de maior energia, pois
como o Pd(Il) age como um retirador de densidade eletronica, esta é deslocada para a
formacdo da ligacao coordenativa. Isso acarreta um enfraquecimento na ligagao C=N, fazendo
com que seu estiramento ocorra em menores frequéncias e, consequentemente, menores
nimeros de onda (NAKAMOTO, 1986). Com a complexacdo do metal ao ligante iminico
observa-se no espectro infravermelho do complexo bandas referentes ao grupamento imina,
v(C=N), em 1573 cm’, que no ligante de partida era observado em 1578 cm™.
O deslocamento da banda evidencia que o ambiente quimico do grupamento iminico sofreu
mudangas provavelmente ao coordenar-se ao centro metalico através de uma nova ligacdo
coordenada. Ainda cabe ressaltar que as bandas referentes ao anel aromatico para-substituido

e a0 anel mono-substituido se mantém presentes em 835 cm™'e 752 cm’™, respectivamente.
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Figura 25 - Espectro na regido de IV do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1)
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Fonte: Do Autor.

4.2.2 Espectroscopia de RMN

A andlise espectroscépica de Ressonancia Magnética Nuclear nao foi possivel de ser
realizado para os complexos [PdCly(Hfafe),] (Cl), [Pd(SCN),(Hfafe),] (C3) e do
[PdI(Hfafe),] (C5). Pois, estes ndo apresentaram solubilidade suficiente nos solventes
cloroférmio (CDCl3), acetonitrila (CD3;CN), acetona ((CDj3),CO) e DMSO (DMSO-d6)

deuterados para a realizagao destes.
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4.2.3 Analise Termogravimétrica (TG/DTA)

Para o complexo (C1), na faixa de 204-261 °C ocorre a perda da parte referente aos
haletos cloro. Entre 261-372 °C observa-se a perda da parte de dois carbonil (CH3CO).
A proxima perda na faixa de 372-449 °C € referente aos dois nitrogénios € na sequéncia na
faixa de 449-544 °C t€m-se a perda do restante da molécula (C30Hz4) que compde a parte
organica. Entre 544783 °C observa-se que ocorre um aumento de massa na curva da TG com
DTA constante. Isto pode ser atribuido a incorporagdo de oxigénio, visto que a atmosfera
utilizada € de ar sintético, o que indica ter ocorrido a oxida¢do do metal presente na estrutura
(MORO, 2007). Outra informacao que elucida bem a oxidac¢ao-reducdo € que na faixa de 783
— 865 °C, exatamente na temperatura de 802 °C ocorre um evento endotérmico proveniente de

reacdo de reducdo (Figura 26).

Figura 26 - Curva TG-DTA do complexo de [PdCl,(Hfafe),] (C1)
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Fonte: Do Autor.
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Tabela 6 - Dados da Andlise Térmica para o [PdCl,(Hfafe),] C1

Am % DTA picos/°C

Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo | Exo

1 204 - 261 -9,06 -10,48 - 252

2 261 -372 -13,00 -12,73 - -

3 372 — 449 -4,52 -5,07 - -
Cl

4 449 — 544  -5429 -56,88 - 511
10,0070 mg

5 544 -783  +0,39 +0,25 - -

6 783 — 865 -1,22 -2,36 803 -

Residuo - 17,40 15,74 - -

* Enc. = encontrado, Calc. = calculado, Endo. = endotérmico, Exo. = exotérmica, Residuo — Pd°

Fonte: Do Autor.

A caracterizacdo deste complexo nos leva a propor a estrutura abaixo:

Figura 27 — Estrutura proposta do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1)

Fonte: Do Autor.
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43 COMPLEXOS DE SUBSTITUICAO [PdX,(Hfafe),], SENDO X = N; (C2),
SCN (C3), BR (C4) EI(C5)

Todos os compostos apresentaram estabilidade a luz e a umidade. Foram realizadas as
substituicdes do haleto CI" do complexo [PdCl,(Hfafe),] (C1) pelos pseudohaletos N3 e SCN',
e os haletos Br e I'. Os novos complexos [Pd(X),(Hfafe),], sendo X = N3 (C2), SCN (C3), Br
(C4) e I (C5) apresentaram ponto de decomposi¢ao em 152 °C, 192 °C, 174 °C e 205 °C,
respectivamente. Apresentando rendimento, solubilidade e andlise elementar descrito na

Tabela 7 abaixo:

Tabela 7 — Resultados de rendimento, andlise elementar e condutividade elétrica dos complexos [PdX,(Hfafe),],

sendo X = N; (C2), SCN (C3), Br (C4) e I (C5)

CHN Condliti\./idade
Compostos Ren((i(iyzr;ento C % H % N % (::Eg:;%)
enc. (calc.) enc. (calc.) enc. (calc.)
Cc2 55 57,95 (59,26) 4,81 (4,39) 14,16 (16,26) 4,41
C3 28 60,66 (59,95) 4,98 (4,19) 6,27 (7,77) 3,45
C4 44 52,06 (53,39) 4,03 (3,95) 3,31(3,66) 4,24
G5 67 49,76 (47,55) 3,99 (3,52) 4,44 (3,26) 4,07

* Enc. = encontrado, Calc. = calculado

Fonte: Do Autor.

4.3.1 Espectroscopia vibracional na regiao IV

A investigacdo estrutural requer o emprego de técnicas que possibilitem inferir sobre
as moléculas presentes na espécie em estudo por conseguir identificar certos grupos

funcionais e o0 modo de coordenacdo dos ligantes. Com estas finalidades empregou-se a
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espectroscopia de absor¢do no infravermelho para amostras no estado sélido; esta técnica
permitiu identificar com clareza compostos contendo pseudohaletos, ji que estes ligantes

possuem trés modos vibracionais ativos no infravermelho.

O estiramento assimétrico ocorre em uma regido ampla e limpa do espectro, entre
2000 cm™ e 2270 cm™, na qual hd a auséncia de bandas de outros ligantes, possibilitando
diagnosticar os modos de coordenacdo dos pseudohaletos (NAKAMOTO, 1998).
Os complexos contendo azida possuem trés modos vibracionais: o estiramento assimétrico
(Vas), O estiramento simétrico (V) e a deformacdo angular (3). Podem coordenar ao metal de
forma terminal, também pode se coordenar em ponte entre dois centros metalicos pelo mesmo
atomo de nitrogénio, modo de coordenacao end-on. Ainda pode se coordenar como ligante em
ponte entre dois centros metélicos, por dois dtomos de nitrogénio, modo de coordenagdo
end-to-end (GOLUB; KOHLER; SKOPENKO, 1986). A Figura 28 apresenta os principais

modos de coordenacgdo da azida.

Figura 28 - Modos de coordena¢do mais comuns a azida

M M NNN
AN N \
NNN /NNN M/ M
M
Terminal end-on end-to-end

Fonte: Santana, 2004, 52 p.

A banda caracteristica da presenca da azida no complexo C2 ¢é evidenciada na regido
de 2017 cm™ (Figura 29). Segundo Nakamoto (1986), frequéncias abaixo de 2050 cm’! sdo

caracteristicas de grupos azida coordenados de forma N-terminal (Tabela 8).
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Tabela 8 - Principais modos vibracionais dos pseudohaletos N3 e SCN

Modo de Coordenagio Vas(N3) Vs(N3) S(NNN)
NNN- 2041 1344 645
N—terminal 2050-2010 1304-1285 590-570
end-on 2080-2050 1290-1200 570-550
end—to—end 2100-2080 1290-1200 570-550
[Pd(N3).(Hfafe),] (C2) 2017 1278 -
Modo de Coordenacédo Vas(SCN) Vs(SCN) | 8(SCN)
SCN 2053 746 486
N—terminal 2100-2050  870-820  490-450
S—terminal 2125-2100  760-700  440-400
end-to-end 2165-2100  800-750  470-440
[Pd(Hfafe)(SCN)], (C3) 2109 - -

Fonte: Do Autor.
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Figura 29 - Comparagdo entre os espectros no IV dos compostos [Pd(Nj),(Hfafe),] (C2) e
[Pd(Hfafe),(SCN),] (C3)
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Fonte: Do Autor.

Os modos vibracionais do pseudohaleto SCN, além de apresentar trés modos
vibracionais ativos no infravermelho, o fon tiocianato pode se coordenar ao metal através do
atomo de enxofre, nitrogénio ou por ambos, sendo predominante a coordenacgado pelo dtomo de
enxofre (NAKAMOTO, 1986; MEGURO et. al., 2008). A coordenagdo do grupo tiociano ao
atomo de Pd(II) é evidenciada pelo aparecimento das bandas de estiramento v,s(SCN) na
regido de 2109 cm™ (Figura 29). A banda do tiocianato no complexo C3 evidencia a

coordenacgdo do ligante ao metal no modo S- terminal (Tabela 8).
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Figura 30 - Comparacdo entre os espectros no IV dos compostos [PdBr,(Hfafe),] (C4) e [Pd(Hfafe),l,] (C5)
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Fonte: Do Autor.

As substitui¢des do haleto CI” pelos haletos Br e I', ndo sdo evidenciadas no espectro
de infravermelho, pois as vibracdes da ligacao Pd-Br e Pd-I ndo sao observadas na regido de
4000-400 cm™ (Figura 30). Para melhor explanagcdao dos resultados dos espectros no

infravermelho, foram dispostos na Tabela 9, os principais modos vibracionais.
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Tabela 9 - Principais modos vibracionais das liga¢cdes formadas com H

Compostos | v(C=0) | v(C=N) | v(C=C) O(C-H)ar1 | O&(C-H)a
LI 1670 1578  1625-1411 835 752
Cl 1682 1573 1627-1411 835 752
C2 1681 1573 1618-1411 837 752
C3 1667 1573 1597-1408 832 752
C4 1680 1576 1620-1412 830 754
C5 1680 1572 1615-1412 830 748

* v = estiramento, 8 = deformagio, ar. = aromético.

Fonte: Do Autor.

4.3.2 Espectroscopia de RMN

1 A .
Os espectros de 'H RMN dos compostos mostram as permanéncias dos sinais do

ligante organico. Além disso, na regido aromdtica observam-se séries complicadas de

multipletos além da preservagdo dos picos principais, mostrando modificagdes nos anéis

aromaticos (Figura 31).
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Figura 31 — Espectro de RMN de 'H do complexo [Pd(N5),(Hfafe),] (C2)
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Fonte: Do Autor.

No espectro de RMN para préton, observa que nao ocorre deslocamento quimico dos
prétons presentes na estrutura. Isso, corrobora a proposta da estrutura que o Pd(II) ndo estd
ciclometalado ao ligante. Esta observacdo também ¢ feita para o espectro do complexo

contendo Br™ (Figura 32).
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Figura 32 — Espectro de RMN de "H do complexo [PdBr,(Hfafe),] (C4)

c4

16— 15

19— 18 12—

6.57

3
=
00‘[1. o |
=
- S 9@
| -}
~ |
= <
< ~
o0 I
J MM )
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 15 74 1713 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63 62 61 60 59
ppm

Fonte: Do Autor.

Nos espectros de RMN '*C (Figura 33), os picos principais do ligante permanecem na

estrutura dos complexos, pois se observa deslocamento dos valores dos sinais do carbono.
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Figura 33 — Espectro de RMN de BC do complexo [Pd(N3),(Hfafe),] (C2)
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Fonte: Do Autor.

A andlise do espectro de RMN '°C revela mudancas significativas em relagio ao
espectro do ligante livre, que corroboram a proposta de coordenagdo entre os nitrogénios das
iminas e o ion metdlico (Figura 34). O deslocamento da banda referente ao carbono da imina
de 164,31 ppm no ligante livre para 194,98 ppm indica que esse carbono foi fortemente
desblindados. Como ja discutido, a coordenacdo com o metal desloca densidade eletronica

para a formagao da ligagdo coordenativa.
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Figura 34 — Espectro de RMN de BC do complexo [PdBr,(Hfafe),] (C4)
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Fonte: Do Autor.

4.3.3 Analise Termogravimétrica (TG/DTA)

Um resumo dos principais dados obtidos a partir das curvas TG/DTA dos compostos
[PdX,(Hfafe),], sendo X = N3 (C2), SCN (C3), Br (C4) e I (C5) estio demonstrado na
Tabela 10. Estes compostos ndo apresentaram o mesmo padrdo para todos os complexos.
Pois, o complexo [Pd(N3),(Hfafe),] (C2), na primeira etapa de termodecomposicao em 151 —
167 °C tem-se uma perda brusca de 54% referente a massa total. E o estudo térmico deste
composto nos mostra que ndo ocorre o ganho de massa, como observado nos complexos em
estudo. Entretanto, € possivel observar na DTA um pico endotérmico em 806 °C, que ¢é
evidéncia de oxireducdo do metal Pd. Este mesmo comportamento € observado para o

complexo [Pd(Hfafe),(SCN),] (C3), que na curva TG ndo apresenta ganho na massa, mas a

sua DTA apresenta um pico endotérmico em 802 °C.
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Tabela 10 - Dados da Andlise Térmica para os complexos de substituicdo

Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo Exo
1 151-167 -54,61 - 54,25 - -
2 167 - 290 -17,55 - 8,41 - 169
Cc2
3 290-786  -20,63 -2042 - 405-
8,3880 mg
4 786 — 920 - 1,74 - 1,56 806 -
Residuo - 15,16 14,72 - -
Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo Exo
1 133-387 -20,70 -19,96 - 195
C3
2 387-998 -6392  -65,25 - 538 -579
12,2250 mg
Residuo - 14,72 14,76 - -
Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo Exo
1 152-249 -16,86  -11,25 - 260
2 249 -363 -11,64 -20,89 - -
C4 3 363-603 -50,80 -53,93 - 609
11,5670 mg 4 603-803  +0,25 + 0,52 - -
5 803 — 872 -2,00 -2,09 818 -
Residuo - 16,13 13,91 - -
Am % DTA picos/°C
Composto Etapas AT/°C
Enc. Calc. Endo Exo
1 176 — 322 -9,32 - 10,02 - 258
2 322 -381 -13,01 - 14,77 - -
Cs 3 381 -540 -64,03 -62,80 - 600
8,2460 mg 4 540-786  +0,70 +0,93 - -
5 786 — 888 -1,15 - 1,862 811 -
Residuo - 14,34 12,39 - -

de
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Ja os complexos [PdBry(Hfafe),] (C4) e [Pd(Hfafe),l,] (C5), ambas as decomposi¢des
térmicas ocorrem etapas de termodecomposicdo constituida das duas partes de CH30 e em
sequéncia a perda dos pseudohaletos ou haletos presentes na estrutura. Consecutivamente,
tem-se a perda das demais partes do ligante 2(C;sH;, N) que sdo liberados completamente, na
qual a curva DTA exibe pico exotérmico referente a queima da matéria organica. Na etapa
seguinte observa-se o ganho de oxigénio, parte oriunda da molécula e as demais pelo ar
sintético utilizado na analise de TG-DTA. Na ultima etapa observa-se um pico endotérmico,

devido a redugdo do PdO a Pd° (Figura 35).

Figura 35 — Curvas TG-DTA dos complexos de substituicdo
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Ao analisar os dados, propomos que a estrutura dos complexos seja a seguintes, Figura

36:

Figura 36 — Estrutura proposta dos complexos [PdX,(Hfafe),], sendo X = N; (C2), SCN (C3), Br (C4) e
1(C5)
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Fonte: Do Autor.

Considerando as temperaturas iniciais de decomposicao térmica dos compostos C1 —

C5, propde a seguinte ordem crescente de estabilidade térmica:
C3<(C2<C4<(C5<Cl

Analisando as curvas de TG e DTA de todos os compostos que contém paladio pode-
se observar a presenca de um ganho de massa que ocorre simultaneamente com as perdas
referentes a eliminacdo de compostos organicos, haletos e pseudohaletos, e posteriormente
uma perda de massa aproximadamente de 800 °C que é acompanhada de um pico
endotérmico na DTA, devido respectivamente, a formagao de 6xido de palddio durante o

aquecimento das amostras e seguido de sua reducdo a palddio(0).
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A formacdo de 6xidos sélidos com aquecimento que contenham os metais do grupo da
platina, ja foram estudados ha varios anos, Bayler e Wiedemann publicaram um estudo em
1975 em que constatam que ha formacdo de 6xido de palddio e sua degradacdo no tratamento
térmico de amostras de palddio metélico. A seguir (Figura 37) s@o mostradas as curvas TG e
DTA do composto PdCl,. A degradac¢ao inicia-se a aproximadamente 547 °C. No intervalo de
547-806 °C ha uma perda de massa no valor de 32,82% equivalentes a eliminacdo dos
ligantes cloretos e a captagdao de 0,5 O, devido a formagdo de 6xido de palddio (Am

calculado: -31,64%).

Figura 37 - Curvas TG e DTA para PdCl,
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Fonte: Do Autor.
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Tabela 11 - Dados da Andlise Térmica para o reagente PdCl,

Am % DTA picos/°C
Composto Etapa AT/°C Atribuigdes
Enc. Cal. Exo. End.
1 547-806  -32,82  -31,64 - 418/688  -2CI'.+0,5 O,
PdCl, 2 806-903  -8,14 -8,36 - 829 -0,5 O,
Residuo -m 58,76 60,01 - - Pd(0)

Fonte: Do Autor.

Para confirmag¢do da formacdo de o6xido de palddio durante o aquecimento das
amostras dos compostos obtidos ainda foram realizados estudos utilizando o composto C5
(escolha aleatéria), o qual foi submetido ao aquecimento de anélise térmica seguindo mesmas
condi¢des de atmosfera (ar sintético) e razdo de aquecimento (20 °C/min.), porém o
aquecimento foi interrompido em 550 °C e com o residuo realizou-se andlise de
espectrometria na regido do infravermelho. O mesmo foi realizado com o residuo ap6s a curva
ser completada aos 1100 °C. Na Figura 38 sdo mostrados os espectros do composto C5, do
residuo deste composto ap6s aquecimento 550 °C e do residuo apds aquecimento 1100 °C.
E o que pode ser constatado é que apés 550 °C ndo se observa nenhuma banda do composto
C5 corroborando sua degradacdo. Porém, podemos observar bandas em 665 ¢ 604 cm™ que
nao aparecem no espectro do composto C5, sao observadas no residuo apés aquecimento até
550 °C e que sdo referentes a absorcdoes do 6xido de paladio (CHAUSSE; REGULL,;
VICTORI, 1987). J4 o espectro de IV do residuo apdés 1100 °C ndo apresenta nenhuma

absor¢do, indicando a redugao do 6xido de palddio a palddio metélico.
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Figura 38 - Espectro de IV do complexo C5 e residuos obtidos a 500 e 1100 °C
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Fonte: Do Autor.

4.3.4 Difracao de raios X

O monocristal do complexo C2 foi obtido a partir do método de cristalizacao

evaporacao lenta de uma solucdo de cloroférmio e este foi utilizado para o experimento de

difracdo de raiosX de monocristal. A anédlise da estrutura molecular (comprimentos e angulos

de ligacdo) foi realizada utilizando o software MOGUL (BRUNO, et al. 2004), sendo este

pertencente a base de dados estruturais da Cambridge (CSD) que permite a comparacdo de

fragmentos da molécula estudada com fragmentos similares de moléculas depositadas na base

de dados.

Os dados cristalograficos (dados cristalinos, de coleta e refinamento) estio

apresentados na Tabela 12 e a apresentacdo ORTEP do composto pode ser verificada na

Figura 39. A Figura 40 ilustra o empacotamento molecular na cela.
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Tabela 12 - Dados Cristalogréficos para o complexo [Pd(N3),(Hfafe),] C2

Dados Cristal
Férmula Empirica Cs4H30NgO,Pd
Peso molecular 689,06
Temperatura / K 298 (2)
Comprimento de onda / A 0,71073
Grupo Espacial P1
Sistema Cristalino Triclinico

Parametros de cela

Volume / A3

Z

Densidade Calculada /Mg m3
Coeficiente Absor¢ao / mm'™
F(000)

Coeficiente absorcao
Comprimento de onda
Radiagao

R1

wR2

GooF

Habito / cor

a=7,03505) A
b=13,549(5) A
c=16,727(5) A

o =92,276(5)°
B =100,868(4)°

y = 93,044(5)°

1561.55 (13)
2
0,733

674
0.638
0.71073
MoK\a
0.1101
0.1511
1.048

Fonte: Do Autor.
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Esta andlise apontou que todos os comprimentos, bem como angulos de ligacdo nado
sofrem nenhum desvio estatistico quando comparados aos fragmentos similares e condizem
com os valores esperados quimicamente e para um bom refinamento. O estudo estatistico e a

Tabela de valores gerada pelo software estdo disponiveis no Anexo A.

Figura 39 - Representaciao Ortep do complexo [Pd(N;),(Hfafe),] C2

* Os dtomos de hidrogénio foram omitidos para melhor visualizacio

Fonte: Do Autor.

A partir dos dados de difragdo de raios X de monocristal verifica-se que o complexo
sintetizado ndo houve a formagdo de organometdlico, pois o metal de transi¢do coordenou ao
ligante orgadnico somente por um sitio de coordena¢do com o dtomo de nitrogénio. Observa-se

que a dzida estd em posicao trans uma da outra, como os ligantes iminicos (Figura 39).
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Figura 40 - Empacotamento molecular do composto [Pd(N;),(Hfafe),] na cela

Fonte: Do Autor.

Verifica-se que os dtomos coordenantes se encontram em planos diferentes do metal.
O desvio foi verificado tragando um plano através dos dtomos (Figura 41), com isso verificou-

se os desvios no plano tracado, como sumarizado na Apéndice B.

Figura 41 - Plano tragado entre o centro simétrico do C2
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Ao analisarmos os angulos de coordenacgdo, é notavel o desvio em relacdo ao padrao
para uma geometria quadrado planar, principalmente o angulo formado por N3-Pd1-N2. Isso
ocorre porque existe uma repulsdo entre as azidas, aumentando o angulo entre suas ligacdes
coordenativas e, consequentemente, diminuindo o angulo oposto. Além disso, a repulsdo entre
azida e anel aromdtico é maior em um dos lados do composto, visto que esses dois grupos
estdo mais proximos justificando o fato de o angulo entre N1-Pd1-N5 ser maior do que o
formado por N2-Pd1-N5. Os angulos entre as ligacdes entre o dtomo metdlico e os ligantes

estdo na Tabela 13. Os demais angulos de ligacdo podem ser encontrados no Anexo C.

Tabela 13 - Dados cristalograficos de angulos de ligagao

1 2 3 Angulo (°)
N1 Pd1 N2 178.36(15)
N1 Pd1 N5 90.83(15)
N2 Pd1 N5 87.96(15)
N1 Pd1 N6 89.49(16)
N2 Pd1 N6 91.71(16)
N5 Pd1 N6 179.66(18)

Fonte: Do Autor.

A formacdo de uma liga¢do coordenativa entre o nitrogénio das iminas e o paladio(II)
provocou uma diminui¢do da densidade eletronica dessa ligacdo dupla, diminuindo ainda
mais o cardter de dupla ligacao de C=N. Esse cardter ja é diminuido pelo fato de esta ligacao
ser conjugada a um anel aromatico. Esse efeito causa um aumento no comprimento de ligacao
do grupo iminico em relacdo ao ligante livre (HAO; ZHANG, 2005), o que pode ser
observado através da andlise dos dados de difracdo de raios X. Esses dados confirmam as

conclusdes ja obtidas pela anélise do espectro na regido do infravermelho.
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4.4 TESTES BIOLOGICOS

As aplicagdes bioldgicas dos complexos foram realizadas frente as células mamaérias
MCEF-7 (ER+) e MDA-MB-435 (triplo negativo; ER-, PR-, HER2-), parasita Leishmania, na
forma de promastigota e amastigota e as leveduras do género Candida spp.: C. albicans, C.
tropicalis, C. krusei, C. glabrata, C. parapsilosis. Os testes ocorreram com o ligante iminico

L1 e os complexos C1-C5.

4.4.1 Teste antitumoral

Virios agentes quimioterdpicos utilizados na pratica clinica apresentam atividade
citotoxica, portanto, a citotoxicidade pode ser utilizada como um indicativo da atividade
antitumoral de um composto (LE TOURNEAU et al., 2010). A citotoxicidade compreende
um conjunto de alteracdes bioquimicas e genéticas que interrompem a homeostase celular e
pode ser estimada por testes que avaliam a liberacdo de enzimas, a viabilidade, a
sobrevivéncia e a morte celular. Os testes de viabilidade baseiam-se na exclusdao ou
incorporagdo de corante, medida da atividade enzimdtica e da determinacdo do contetiido
protéico celular. Um composto citotoéxico induz, em curto prazo, perda da viabilidade celular,
enquanto, um citostitico afeta a sobrevivéncia em longo prazo ou a proliferacdo celular

(SUMANTRAN, 2011).

Para estes testes foram avaliados os efeitos do ligante L1 e os novos complexos de
Pd(II) C1 a C5 para as células MDA-MB-435. J4 para as células MCF-7 os complexos C1 a
C5. Os complexos de palddio(Il) testados afetaram a viabilidade celular, evidenciada pela
diminui¢do do teor protéico das células tratadas comparadas ao Controle Negativo (CN), pelo
ensaio de SRB. Observa-se que os compostos foram citotoxicos, pois induziram diminui¢ao
do teor de proteinas celulares. O composto mais ativo para a célula MCF-7 foi o C4 sobre o
efeito maximo nas células incubadas por 24 h, porém a incubacdo por 48 h o complexo C3
apresentou ser mais ativo, com a concentragdo de 10 uM para os dois complexos (Figura 42).

Ja para a célula MDA-MB-435 o complexo mais ativo foi o C1 sobre a incubagdo de 24 h e
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48 h, sendo o efeito médximo obtido com o tratamento com 0,1 uM (Figura 43). Os complexos
apresentaram citotoxicidade diferentes uns dos outros e em concentracdes diferentes,

evidenciando que a atividade biol6gica de um composto estd relacionada a estrutura quimica.

Figura 42 - Teor de proteinas (%) nas células MCF-7, em func¢do do tratamento frente a: C2; C3; C4 e CS.
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Legenda: (A) avaliacdo por 24 (B) por 48 h ; + erro padrdo da média; experimentos em triplicata.

Fonte: Do Autor.

Gois, E. P de



100

Resultados e Discussoes

Figura 43 - Teor de proteinas (%) nas células MDA-MB-435, em fun¢édo do tratamento frente a: L1, C1 a C5.
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Fonte: Do Autor.

A demonstragdo mais confidvel do efeito citotéoxico de um agente toxicante € a

alteracdo morfoldgica de células em cultura, com crescimento em monocamada (EKWALL et
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al., 1990). As células do Controle Negativo (CN) crescem em colOnias apresentam formato
poliédrico irregular, citoplasma menos corado que o nicleo e nucléolos evidentes.
O tratamento das células com o Controle Positivo (CP) e os compostos resultou em alteracdes
morfoldgicas evidentes, tais como perda da morfologia celular tipica, condensacdo da
cromatina, arredondamento, diminui¢do da célula e perda de prolongamentos responsaveis
pela adesdo ao substrato, o que indica alteracdo do citoesqueleto. Além disso, as células
tratadas com os compostos cresceram de forma isolada. Apenas no tratamento com L1 a 0,1

UM, por 24 h foi possivel encontrar colonias celulares (Figura 44 e 45).

Figura 44 - Morfologia das células MCF-7, coradas com hematoxilina-eosina, C2, C3; C4 e C5.

Legenda: (A) tratadas por 24 h e (B) por 48 h; (CN) DMSO e (CP) cisplatina; (R) arredondamento das células e

(CC) condensacgéo cromatinica; concentracdes de S uM e a 0,1 uM; barra =5 um.
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Figura 45 - Morfologia das células MDA-MB-435, coradas com hematoxilina-eosina, do L1 e C1

A

Legenda: (A) tratadas por 24 h e (B) por 48 h; (CN) DMSO e (CP) cisplatina; (R) arredondamento das células e
(CC) condensacdo cromatinica; concentracdes de S uM e a 0,1 uM; barra =5 um.

Fonte: Do Autor.
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Através da andlise das variacOes explicitadas anteriormente, é possivel concluir que os
compostos sintetizados apresentaram atividade citotéxica frente as células MCF-7 e MDA-
MB-435. Comparando os resultados obtidos para a base de Schiff com os dos complexos
sintetizados, nota-se que a presenca do palddio(Il) intensifica a acdo citotoxica desse ligante,
visto que as células tratadas com esses complexos apresentaram mais evidéncias de morte
celular do que a base de Schiff livre. Comparando os resultados das células tratadas com os
complexos, os que apresentaram, qualitativamente, mais atividade foram os complexos C1
(Contendo Cl) para as células de MDA-MB-435 e que todos os complexos testados (C2-C5)
apresentaram citotoxicidade para as células MCF-7. Outra constatacdo importante ¢ a
influéncia do tempo de tratamento com os compostos no nivel de morte celular. As células
que foram tratadas por 48 horas apresentaram indicios de um maior nivel de morte celular do

que as tratadas por 24 horas.

A diminui¢ao das células, apds tratamento com todos os compostos, foi demonstrada
pela reducdo significativa (p < 0,001) do didmetro celular, em comparacao ao CN e esta foi
dependente do tempo de incubacdo (Figuras 46 e 47). A andlise do efeito dos complexos da
série C2-C5, mostrou que, apds tratamento por 24 h, os complexos C3 e C5 foram mais ativos
(p < 0,01) que a cisplatina e ap6és 48 h, o complexo C5 continuou tendo uma melhora

significativa a 0,1 uM, sendo este o mais ativo (Figura 46).

Figura 46 — Diametro das células MCF-7 tratado com C2, C3, C4 e CS5 a concentragdo de 0,1 pM e 5 uM

| ]
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Tratamento Tratamento

Legenda: (CN) DMSO, (CP) cisplatina a 5 uM; (A) tratadas por 24 e (B) por 48 h; + erro padrao da média;
experimentos em triplicata; letras diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,001), pelo teste de

Tukey.
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A reducdo do volume celular dos compostos L1 e C1 foi dependente da concentracdo e
do tempo de incubagdo. Apds tratamento por 24 h e 48 h o complexo C1 a 5 uM foi o mais
ativo, com reduc@o do O encolhimento celular foi ainda confirmado pela determinagdo do
comprimento da célula, que foi significativamente (p <0,05) diminuida em comparagdo com

as células controle.didmetro celular semelhante a induzida pelo controle positivo cisplatina.

Figura 47 — Diametro das células MDA-MB-435 tratado com L1 e C1 a concentragdo de 0,1 pM e 5 uM
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Legenda: (CN) DMSO, (CP) cisplatina a 5 uM; (A) tratadas por 24 e (B) por 48 h; + erro padrdo da média;
experimentos em triplicata; letras diferentes indicam diferenga significativa (p < 0,001), pelo teste de

Tukey.

Fonte: Do Autor.

O teste utilizando fastgreen para deteccao de morte celular € um método de coloragdo
diferencial que determina a morte celular por perda de viabilidade e ndo utiliza um sinal
especifico de morte. Assim, alteracdes celulares que incluam perda da integridade da
membrana plasmadtica, de atividade enzimdtica, de ATP ou de atividade de esterase da
membrana plasmdtica podem ser detectadas pela coloragdo com fastgreen. Este método pode
ser utilizado para células em cultura e €, particularmente, util para a avaliagdo da morte

celular em tumores sdlidos (espécimes clinicos) e quando hd populacdo mista de células
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(WEISENTHAL, 2011). Os compostos induziram significativamente (p < 0,05) a morte
celular e esta foi dependente do tempo de tratamento, sendo a incubac¢do por 48 h mais

eficiente que por 24 h. (Figura 48 e 46).

Figura 48 — Morte de células (%) MCF-7 tratada com C2-C5
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Legenda: (CN) DMSO, (CP) cisplatina a 5 pM; * erro padrao da média; experimentos em triplicata; letras

diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05), pelo teste de Tukey.

Fonte: Do Autor.

Figura 49 — Morte de células (%) MDA-MB-435 tratada com L1 e C1
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Legenda: (CN) DMSO, (CP) cisplatina a 5 pM; * erro padrao da média; experimentos em triplicata; letras

diferentes indicam diferenca significativa (p < 0,05), pelo teste de Tukey.
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O ensaio clonogénico € um ensaio in vitro baseado na capacidade de uma unica célula
sobreviver, se proliferar e formar uma colonia, com no minimo 50 células, detectando-se,
assim, a morte celular reprodutiva. Este teste permite obter a taxa de sobrevivéncia celular
apos o tratamento. A Figura 50 mostra a porcentagem de sobrevivéncia de células MCF-7,
apés o tratamento e nota-se que houve reducdo significativa (p < 0,05) da sobrevivéncia
celular, sendo o efeito dos compostos dependente da concentragdo e do tempo de incubagdo.

O composto C2 (contendo N3) se mostrou mais ativo a 10 uM.

Figura 50 - Sobrevivéncia (%) das células MCF-7 tratado com C2-C5 a concentracio de 0,1 e 10 uM
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Legenda: (CP) cisplatina a 5 uM; + erro padrdo da média; experimentos em triplicata; letras diferentes indicam

diferenca significativa (p < 0,01), pelo teste de Tukey.

Fonte: Do Autor.

Tem sido proposto que o efeito citotoxico de complexos de palddio(Il) para células
tumorais decorre da interacdo do complexo com o DNA, por meio da formacao de ligacdes
cruzadas coordenadas entre o Pd(II) e a guanosina do DNA (ALBERT et al., 2013; CAIRES,
2007; GAO et al., 2009; SAEIDIFAR et al., 2013), o que pode também ter ocorrido para estes
novos compostos. Os complexos C1-C5 se mostraram ativos, talvez por causa da estrutura, ja
que sdo monodentados e nado ciclopaladados. Em relacdo a série de novos complexos 0s mais
ativos foram os complexos C1 (Cl) e C2 (Nj3), evidenciando que o substituinte € importante

para a atividade do complexo de paladio(II).
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Os resultados demonstraram pela primeira vez o efeito citotoxico e que todos os
compostos analisados foram citotoxicos para as células MCF-7 e MDA-MB-435 e parecem
ser bons candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento do cancer

de mama. Estudos estdo em progresso para verificar o efeito in vivo desses compostos.

4.4.2 Teste anti-leishmania

A atividade anti-leishmania dos compostos foi avaliada contra as formas promastigota

(Tabela 14). O controle positivo utilizado foi a pentamedina e a anfotericina B.

Tabela 14 - Compostos que apresentaram atividade promastigota

IC50 (ug/mL) Desvio CC50 (ug/mL) Desvio

Compostos

Leishmania  Padrdo Citotoxicidade Padrao
Anfotericina B 4,70 0,56 25 5,32
Pentamedina 6,62 - 3,82 0,58
L1 6,50 0,20 61,50 20,50
C1 > 40 - -
C2 6,50 0,05 91,75 1,25
C3 > 40 - -
Cc4 > 40 - -
C5 > 40 - -

Fonte: Do Autor.

Podemos observar que em geral ao complexar o palddio ao ligante iminico nao
observa nenhuma melhora significativa comparado com o seu ligante percursor, no entanto
quando com a troca do haleto CI" pela N3, observa que o complexo tem inibicao frente a

Leishmania ssp, para C2. Para os demais complexos ndo tiveram a inibicao melhorada, visto

aue-aconcentracio necessaria parainibiraumenta
I E) T
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Até entdo, os testes realizados foram uma triagem para observar quais destes
compostos apresentam atividade e a partir, foi realizado testes frente a amastigota para o

composto C2 (Tabela 15).

Tabela 15 - Compostos que apresentaram atividade amastigota

IC50 (mG/mL) Desvio

Compostos

Leishmania Padrio
Anfotericina 1,20 0,11
C2 24,90 0,2

Fonte: Do Autor.

Ja para os teste frente a amastigota, observamos que o complexo C2 apresentou
atividade frente ao parasita. Logo, podemos concluir que mesmo o complexo C2 ndo seja
ciclometalado, ele apresenta uma estabilidade para penetrar a célula amastigota. Isso por que
complexos ndo cilcometalados apresentam dificuldade de atingirem o alvo dentro da célula

(amastigota), pois tem que transpor a barreira da membrana celular do macréfago.

4.2.3 Teste antifiingico

Os resultados da atividade antimicrobiana do ligante e dos complexos sintetizados
estdo apresentados na Tabela 16. Observa-se que a coordenacdo do metal para o complexo C2
melhorou a atividades em relacdo ao seu ligante precursor L1, na inibicdo do crescimento de
C. glabrata ATCC 90030 e C. parapsilosis ATCC 22019. O que nao foi observado para os
demais fungos testados. No entanto, de modo geral tanto os ligantes quanto os complexos de
palddio apresentam ICsy e ICqy superiores aos respectivos padrdes de referéncia, ou seja, a
concentracdo necessdaria dos compostos testados para inibir o crescimento dos
microrganismos em 50% e 90% foi muito maior que os padrdes de referéncia. Sendo assim,

os compostos obtidos ndo apresentaram melhores atividades que os medicamentos ja em uso.
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Porém, o complexo C2 requer estudo mais aprofundado, em func¢do de sua melhor atividade
antifingica contra C. glabrata e C. parapsilosis, que € intrinsecamente resistente ao

fluconazol medicamento de azol comum na terapéutica.

Tabela 16 - Resultados atividade antifiingica dos ligantes e complexos de palddio(II)

C. albicans  C. tropicalis C. krusei C.glabrata  C. parapsilosis

Substancia  Fungos  \1ocj023]  ATCC750 ATCC 6258 ATCC 90030 ATCC 22019

Fluconazol

I1C50 0,5 1 32 16 1
(ng/mL)

I1C50 - 60 30 - 60
L1

1C90 - - - - -

I1C50 - - - - -
Cl

1C90 - - - - -

I1C50 - - 60 30 30
C2

1C90 - - - - -

IC50 - - 100 - -
C3

1C90 - - - - -

IC50 - - - 100 100
C4

I1C90 - - - - -

IC50 - - - - -
C5

1C90 - - - - -

Fonte: Do Autor.
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5 CONCLUSAO

Este trabalho mostrou a importancia da classe dos ciclometalados de Pd(II), em
fun¢do da sua reatividade frente ao ligante iminico, resultando em espécie com grande
potencial na Quimica Medicinal. Isto fica evidenciado através dos resultados discutidos
bem como pelas contribuicdes dadas pelo nosso grupo de pesquisa. Através das técnicas de
caracterizacdo utilizadas, estima-se que as reacdes tenham ocorrido e conseqiientemente

houve a formagdo dos novos compostos.

Novos complexos de palddio(Il) foram obtidos a partir das reagdes entre
tetracloropaladato(Il) de litio e um novo ligante organico nitrogenado (Hfafe) L1 capaz de
formar complexo. O novo complexo precursor [PdCl,(Hfafe),] C1 foi usado como
precursor dos complexos do tipo: [PdX,(Hfafe),] sendo X = N3 (C2), SCN (C43), Br (C4)

e I (C5). A difragao de raios X de monocristal esclareceu a estrutura do complexo C2.

Os dados espectroscopicos sugerem que os complexos C1-C5 apresentaram uma
coordenagdo metal — ligante 1:2. O metal coordenou-se pela base nitrogenada do ligante.
Os haletos e pseudohaletos ficaram na posi¢do terminal. A estrutura porposta para esta

série foi [PdX,(Hfafe),], sendo X = CI (C1), N3 (C2), SCN (C3), Br (C4) e I (C5).

Os complexos de palddio (II) apresentados sdo citotoxicos para células MCF-7 e
MDA-MB-435, uma vez que levaram a diminui¢do do teor protéico das células, além de
alteracdes morfoldgicas e morfométricas e a diminuicdo da proliferacdo celular, podendo
ser considerados agentes supressores tumorais. Este resultado parece promissor para o
desenvolvimento de um novo agente quimioterdpico para o tratamento do cancer de mama.

No entanto, precisa de testes in vivo.

Ja os ensaios frente a Leishmania, foram realizados experimentos in vitro de células
promastigota e amastigota da L. (L.) brazilienses. Determinou-se a viabilidade celular
destas culturas, expressa pelo Indice de Citotoxicidade (ICso), que indica a concentragio de
substancia que induz a morte 50% da populacdo celular. Através da incubagdo das células

na presenga dos complexos por 48h, sob diferentes concentracOes, determinou-se a
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viabilidade do bioensaio. O complexo que apresentou melhor atividade antileishmania foi

o que contem o pseudohaleto azida do complexo (C2).

Com o intuito de empregar os compostos em ensaios microbiolégicos frente a
fungos, foi realizado experimento in vitro. O complexo que apresentou melhor atividade
foi o C2 com a inibicdo do crescimento de C. krusei ATCC 6258, C. glabrata ATCC
90030 e C. parapsilosis ATCC 22019. Enquanto os demais complexos ndo apresentaram
melhores atividades que os medicamentos ja em uso. Deste modo, o complexo C2 requer
maiores estudos. Mesmo assim, evidencia-se a potencialidade farmacoldgica dos

complexos de paladio(II), ressaltando sua interdisciplinaridade e expectativas.

Complexos de palddio(l) demonstram potencialidades farmacolégicas
comprovadas pelos testes bioldgicos realizados. Isto somente vem a ressaltar seu aspecto
atual, interdisciplinar e promissor, deixando uma expectativa positiva para os préoximos

anos.
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Anexo A - Tabela com dados cristalograficos de distancia de ligacao

ANEXOS

Ligacao Distéancia Ligacdo Distéancia
Pd1 N1 2.024(3) Cl11 Cl12 1.461(7)
Pd1 N2 2.031(3) N7 N8 1.181(7)
Pd1 N5 2.065(5) C25 C20 1.375(7)
Pd1 N6 2.071(4) C21 C22 1.363(7)
N2 C26 1.291(5) C21 C20 1.374(8)
N2 C23 1.434(5) C5 C4 1.370(7)
N1 9 1.293(5) C12 Cl17 1.397(7)
N1 C6 1.429(6) C12 Cl13 1.400(7)
N4 N5 1.115(6) Cc7 C8 1.389(7)
N4 N3 1.190(7) C28 C29 1.448(7)
N6 N7 1.096(6) 01 C19 1.214(7)
C32 C33 1.357(10) C20 C19 1.515(8)
C32 C31 1.392(10) C3 C8 1.386(7)
C9 C10 1.429(6) C3 C4 1.403(7)
C27 C28 1.342(6) C3 C2 1.494(8)
C27 C26 1.430(6) C29 C30 1.389(8)
C24 C23 1.381(6) C29 C34 1.393(7)
C24 C25 1.397(7) Cl6 CI15 1.373(8)
C23 C22 1.385(6) Cl6 Cl17 1.379(7)
C6 C5 1.397(6) C13 Cl4 1.378(8)
Co6 Cc7 1.403(6) C2 Cl 1.502(9)
02 Cc2 1.208(7) Cl4 CI15 1.374(9)
C10 Cl1 1.347(6) C34 C33 1.380(8)
C30 C31 1.389(8) C19 C18 1.483(9)
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Anexo B - Tabela com dados cristalograficos de angulo de ligacdo

128

Ligacdo Angulo (A) Ligacdo Angulo (A)
NI Pd1 N2 178.36(15) C10 Cl1 C12 126.5(4)
N1 Pd1 N5 90.83(15) N6 N7 N8 175.9(7)
N2 Pd1 N5 87.96(15) C20 C25 C24 121.0(5)
N1 Pd1 N6 89.49(16) C22 C21 C20 120.6(5)
N2 Pd1 N6 91.71(16) Cc4 C5 Coé 119.2(4)
N5 Pd1 N6 179.66(18) C17 C12 C13 118.3(5)
C26 N2 C23 122.0(4) C17 Ci12 Cl11 122.4(4)
C26 N2 PD1 123.9(3) C13 C12 Cl1 119.3(5)
C23 N2 PD1 113.7(2) C8 C7 Cé6 119.2(5)
Cc9 N1 Coé 119.9(4) C27 C28 C29 126.3(5)
Cc9 N1 PD1 122.7(3) C21 C22 C23 120.9(5)
Cé6 N1 PD1 117.5(3) C21 C20 C25 119.1(5)
N5 N4 N3 176.2(6) C21 C20 C19 117.7(5)
N7 N6 PD1 116.6(4) C25 C20 C19 123.2(5)
N4 N5 PD1 117.2(4) C8 C3 C4 118.3(5)
C33 C32 C31 120.1(6) C8 C3 C2 122.8(5)
NI C9 C10 122.8(4) Cc4 C3 Cc2 118.8(5)
C28 C27 C26 123.0(4) C30 C29 C34 118.9(5)
C23 C24 C25 119.1(4) C30 C29 C28 122.1(5)
C24 C23 C22 119.3(4) C34 C29 C28 119.1(5)
C24 C23 N2 121.94) G5 C4 C3 121.8(5)
Cc22 C23 N2 118.6(4) C3 C8 C7 121.2(5)
G5 Co C7 120.3(4) CI15 Cl16 C17 121.3(6)
G5 Co N1 121.8(4) Cl16 C17 C12 119.9(5)
C7 Cé6 NI 117.9(4) Cl4 CI13 C12 120.7(6)
N2 C26 Cc27 122.2(4) 02 C2 C3 120.1(6)
Cl11 C10 C9 122.5(4) 02 C2 Cl1 121.3(6)
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Continuagdo
Ligacao Angulo (A) Ligacao Angulo (A)
C3 C2 Cl 118.6(5) C18 C19 C20 118.5(5)
C15 Cl4 CI13 120.4(6) C31 C30 C29 120.1(6)
C33 C34 C29 120.5(6) C32 C33 C34 120.6(6)
01 C19 CI8 120.8(6) C30 C31 C32 119.9(6)
O1 C19 C20 120.7(6) Cl6 C15 Cl4 119.5(6)

Gois, E. P de



