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RESUMO

“Sintese, Caracterizacdo e Estudos de Citotoxicidade e Alvo Bioldgico de
Complexos Quadratico Planos Contendo Tiossemicarbazonas”

A diversidade de tipos de céanceres requer a busca por diferentes agentes
antineoplésicos capazes de agir mais especifica e seletivamente minimizando os
efeitos colaterais dos medicamentos atualmente utilizados. Neste sentido, uma das
estratégias adotadas é o desenvolvimento de compostos que atuem em alvos
biolégicos especificos; dentre estes alvos, a enzima topoisomerase lla, ou TOPOlla
tem sido amplamente estudada. Em trabalho recente do nosso grupo de pesquisa,
foi encontrado que, complexos de Pd(ll) em geometria quadratica plana, contendo
tiossemicarbazona (doares S, N) e variacdes de co-ligantes fosfinicos e halogénios,
exibiram boa atividade citotéxica frente a linhagens tumorais de mama e pulmao;
além de inibirem a acdo da TOPOIlla em concentragéo 2,8 vezes menor que 0O
medicamento padrdo, o etopdsido. A inibicdo da enzima foi atribuida a interacdes
entre a tiossemicarbazona complexada e sitios ativos da enzima. Deste modo, no
presente trabalho, buscou-se identificar qual a importancia dos co-ligantes, da
identidade da tiossemicarbazona e do centro metalico na citotoxicidade frente a
células tumorais, bem como na inibicdo enzimatica da TOPOIla. Para tal, mudancas
no arcabouco molecular foram realizadas: (i) modificacbes na estrutura da
tiossemicarbazona; (ii) substituicdo dos co-ligantes por outra molécula de
tiossemicarbazona; (i) identidade do metal. Com estes objetivos, foram entéo
sintetizados seis ligantes (L) tiossemicarbazonas (S, N doadores), treze novas
estruturas de complexos bisquelatos em geometria quadratica plana: doze de Pd(ll),
divididos em duas séries de seis complexos que se diferenciam pela natureza
protonada e desprotonada do ligante (de formula geral [Pd(HL)2]Cl2 e [Pd(L)2],
respectivamente); e um complexo de Ni(ll), [Ni(L)2z]. Apdés obtencdo de todos os
compostos planejados (os quais foram caracterizados por técnicas espectroscopicas
e espectromeétricas), a investigacdo da atividade citotoxica dos ligantes e complexos
de Pd(ll) frente as linhagens tumoral de mama MCF-7, e linhagens de préstata DU-
145 (tumoral) e PNT2 (ndo-tumoral), mostrou que, as tiossemicarbazonas livres
apresentaram baixa citotoxicidade (ICso> 50 pmol.L'l), enquanto, os complexos
contendo as tiossemicarbazonas com menor massa molar apresentaram alta
citotéxicidade (ICso em intervalo de 12,00-0,22 umol.L* ). N&do foi observada
seletividade quanto as linhagens tumorais e ndo tumoral testadas. Comparou-se
também a citotoxidade apresentada por um dos complexos contendo os co-ligantes
fosfinico e halogénio, [PdCI(BT-M)(P(4FPh)s] (ICso = 0,56 + 0,1 uymol.L?), e seus
analogo bisquelatos [Pd(BT-M)2] ( ICso = 0,43 £ 0,3 ymol.LY) e [Ni(BT-M)2] (ICs0> 12
pumol.L?), frente a linhagem tumoral de mama MDA-MD-231. Os valores de ICso
sugerem que a natureza do metal é fundamental na atividade avaliada. Estudos de
docagem molecular sugeriram que os complexos de Pd(Il) ndo possuem afinidade
com sitios da TOPOIla, e experimentalmente, foi observado que os complexos de
Pd(Il) mais citotoxicos e o complexo de Ni(ll) ndo interagem significativamente com o
DNA e nédo séo capazes de inibir a enzima TOPOIlla (em contracdes de 1, 10 e 50
umol.L1), apontando que estes, ndo sdo os alvos biolégicos dos compelxos. A néo
inibicio da TOPOIlla sugere que a auséncia dos co-ligantes pode ter sido
responséavel pela perca da atividade inibitoria enzimatica.
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ABSTRACT

“Synthesis, Characterization and Cytotoxicity and Biological Target Studies of
Square Planar Complexes Containing Thiosemicarbazones”

The diversity of cancer diseases and the side effects caused by the drugs commonly
used in cancer treatment require different antineoplasic agents able to operate more
specific and in a way to minimize the side effects. With that in mind, efforts are made
to develop compounds for selective biological target, such as the enzime
topoisomerasella, or TOPOIla, which has been widely studied. In a recent work of
our research group, it was found that Pd(ll) complexes with thiosemicarbazone ligand
(N, S donor) and co-ligands’ phosphinic and halides, in a distorted square planar
molecular geometry, showed cytotoxic activity against breast and lung tumor cell
lines; they also inhibited TOPOIlla enzime at a 2,8 times smaller concentration than
the standard drug, etoposide. This activity was atributed to the interaction of the
complexed thiosemicarbazone ligand with enzime’s active sites. Therefore, in the
present work, it was attempt to comprehend the importance of the co-ligands and of
the thiosemicarbazone identity, as well as the metallic ion influence in the biological
activities. Thereunto, in this work, changes in the molecular framework were
performed: (i) substitution of co-ligands for another thiosemicarbazone molecule; (ii)
changes in the thiosemicarbazone structure; (iii) metal ion identity. It was synthesized
six thiosemicarbazones ligands (L) (N, S donor), thirteen new bischelate complexes
structures in a square planar geometry : twelve Pd(ll), divided in two analogues
series of general formulae [Pd(L)z] and [Pd(HL)2]Cl2, differenciated by anionic and
neutral ligands coordination, respectively, and a Ni(ll) complex, [Ni(L)2]. After
obtaining all the compounds (caracterized by spectroscopic and spectrometric
thecniques), the investigation of cytotoxic activity of ligands and their Pd(ll)
complexes against the tumoral cell lines MCF-7 (breast) and DU-145 (prostate) and
non-tumoral PNT2 (prostate) showed that the free thiosemicarbazone ligands
presented low cytotoxicity (ICso> 50 umol.L 1), while their Pd(ll) complexes containing
the lower molecular masses thiosemicarbazone presented ICso values in the 12,00-
0,22 umol.L* interval for tumoral cell lines. It was not observed selectivity among the
cell lines tested (tumoral and non-tumoral). Comparing the cytotoxicity exhibited by a
Pd(Il) complex containing the co-ligands, [PdCI(BT-M)(P(4FPh)s] (ICso = 0,56 + 0,1
umol.L1), and its bischelate anologues complexes of Pd(ll) and Ni(ll), [Pd(BT-M)z]
(ICs0 = 0,43 £ 0,3 uymol.L'Y) and [Ni(BT-M)z2] (ICso> 12umol.L 1), against tumoral
breast cancer cell line MDA-MD-231, it is suggested that metal ion identity is
essencial in the cytotoxicity of complexes. Molecular Docking studies showed that
the Pd(ll) bischelate complexes do not present affinity with TOPOIlla active sites.
Experimentally, it was observed that the most cytotoxic complexes of Pd(Il) and the
Ni(Il) complex do not Interact significantly with DNA and they are not able to inhibit
TOPOIlla (at concentrations of 1, 10 e 50 ymol.L?), pointing out that these are not the
biological targets of the complexes. It is suggested that, the absence of co-ligands
could be the responsible for the loss of enzimatic inhibitory activity.
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1 - Introducéao

1.1 - Cancer

O termo céancer se refere a um conjunto de doencas multietapas
gue tém como principal caracteristica a proliferacdo descontrolada de células
modificadas!. Existem mais de 200 tipos de canceres, os quais se diferem por

sua capacidade de afetar tanto 6rgdos quanto tecidos?.

Embora ndo sejam ainda completamente elucidados os
mecanismos que promovem tais doencas, € sabido que a acdo de agentes
cancerigenos, os quais podem ser fatores genéticos ou exposi¢cao excessiva a
substancias toxicas, inicia a doenca por meio da ativacdo dos
protooncogeneses, genes inativos em células saudaveis. Este processo induz a

célula a comportar-se de forma anormal multiplicando-se continuamente?.

7

O aglomerado dessas células é denominado tumor?, o qual
estimula a formagcdo de novos vasos sanguineos (processo de angiogenese)
para que nutrientes sejam levados a células tumorosas. Através desses novos
vasos, ao desprender-se de seu tecido de origem, estas células podem atingir
vasos sanguineos ou linfaticos e espalhar-se para diferentes regiées do corpo
gerando assim o processo de metastase ou proliferacdo do cancer®. Por serem
menos especializadas que as células saudaveis, estas novas células afetam os
tecidos e oOrgdos comprometendo as suas funcbes e podendo levar o

organismo a morte 2 .

E sabido que o cancer é a segunda doenca que mais mata no
mundo com a ultima estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (World
Health Organization, 2018) apontando a incidéncia de mais de 18 milhdes de
novos casos de canceres no mundo, para ambos 0s sexos e em todas as
idades, com os canceres de mama (11.6%) e de préstata (7.1%) entre os de
maiores incidéncias®. Somente no Brasil, para o biénio 2018-2019, é estimado

pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) a ocorréncia de 600 mil novos casos
3



Uma vez que ndo ha cura para o cancer e somente é possivel
detectar a doenca apés formacéo do tumor, o qual pode levar décadas para ser
formado, o diagnéstico precoce da doenca é importante para evitar que a
mesma nao se espalhe e intensifique. Apés o diagndstico, a forma de
tratamento mais adequada e eficiente deve ser escolhida, estando dentre as
mais comuns a radioterapia, a cirurgia e a quimioterapia. Esta ultima apresenta
maior abrangéncia de uso, devido a possibilidade de ser utilizada em diferentes
etapas de avanc¢o da doencga, além de ser muitas vezes utilizada como auxiliar

na cirurgia e na radioterapia® .

Neste contexto, a quimioterapia antineoplasica consiste no uso de
farmacos para combater o céancer. Mais especificamente, o objetivo desses
farmacos, também denominados de agentes quimioterdpicos, € agir
preferencialmente nas células neoplasicas (células de tumores malignos).
Muitos quimioterapicos atuam prejudicando a divisdo celular, alcancando
efetivamente as células que se dividem muito rapidamente, com os tumores
gue possuem alta velocidade de crescimento sendo mais sensiveis a
guimioterapial. De modo geral, 0os quimioterapicos utilizados podem ser
classificados de acordo o seu alvo/mecanismo de ac¢do, sendo comum terem
como alvo enzimas nucleares, como as topoisomerases, ou 0 DNA (acido

desoxiribonucleico).

1.2 - Quimioterapicos e DNA

A interacdo entre quimioterapicos e o DNA pode ocorrer por
guatro modos distintos : a) interacdes eletrostaticas, como por exemplo, com
compostos que possuam carga positiva interagindo com a espinha dorsal do
DNA; b) intercalacdo, a qual pode ser definida como a introducdo de
compostos aromaticos entre bases nitrogenadas consecutivas ’; c¢) interacdo
com os sulcos da espinha dorsal do DNAS8, ou ainda, por meio de d) ligacdo
covalente com as bases nitrogenadas ou com o grupamento fosfodiéster. A

figura 1.1 exemplifica os possiveis modos de interacdo descritos acima.



INTERCALACAO INTERACAO INTERACAO LIGACAO COVALENTE LIGACAO COVALENTE
COM O0S SULCOS ELETROSTATICA AS BASES NITROGENADAS AO FOSFATO

FIGURA 1.1 - Modos de interagdo com o DNA (adptado)®.

Exemplo de agente quimioterdpico antineoplasico que se liga
covalentemente as bases nitrogenadas do DNA, deformando a sua estrutura e
induzindo a apoptose celular é o cis-diamindicloridoplatina(ll), conhecido

popularmente como cisplatina (figura 1.2).

Cl\Pt/NH3
o

Ha

FIGURA 1.2 — Estrutura da cisplatina.

Apesar de bastante utilizada, a cisplatina atua em limitado
espectro de canceres (age principalmente frente aos canceres de testiculo,
pescoco, cabeca, ovario e bexiga®) e estd associada a diversos efeitos
colaterais graves como a nefrotoxicidade, uma vez que ela pode facilmente se
ligar a grupos tiois de enzimas renais e desativa-las, provocando efeitos
adversos ao rim. Ainda, seu uso pode levar a resisténcia multidrogas

(desenvolvimento de resisténcia ao quimioterapico e a outros compostos)**.

Embora o DNA seja atualmente o maior alvo dos medicamentos
utilizados na terapia contra o cancer*?, ele esta igualmente presente tanto em

células saudaveis quanto em células cancerosas. Deste modo, esforcos sao



feitos na busca de outros alvos biolégicos que proporcionem ou promovam

alguma seletividade.

1.3 - Topoisomerase lla e Quimioterapicos

A enzima topoisomerase lla, ou TOPOIlla, é uma enzima que é
mais expressa em algumas linhagens tumorais como mama (um dos tipos de
cancer de maior incidéncia no mundo), e portanto, seu uso como alvo

representa uma eficiente estratégia quimioterapica®3-16.

As topoisomerases sao enzimas que em células eucariotas
catalisam mudanca topologica essencial no DNA: com a abertura da dupla
hélice para que ocorram processos como a transcri¢ao e replicacdo do material
genético, sdo geradas estruturas supertensionadas (DNA positivo e DNA
negativo) as quais se tornam inviabilizadas para os referidos processos se néo
forem corrigidas; as enzimas topoisomerases atuam relaxando essas
estruturas supertensionadas permitindo a realizacdo bem sucedida de tais

processos 1718,

De maneira generalizada, essas enzimas proporcionam a
relaxacao do DNA realizando a quebra de uma ou duas fitas da dupla hélice e
transpassando um outro segmento de DNA por meio da fissura, a qual € depois
religada. O genoma humano codifica dois tipos de topoisomerases, dentre as
guais estd a TOPOIlla que realiza a quebra e posterior religacdo de duas fitas
do DNA 1920,

O ciclo enzimatico da TOPOIlla (figura 1.3), a qual age
homodimericamente, inicia-se com a enzima em forma de “garra aberta”. Apés
a ligacéo de duas moléculas de ATP no sitio da ATPase da enzima, a mesma
adquire uma configuracdo de “garra fechada” estando delimitados em seu
interior dois segmentos de DNA denominados de G (gate) e T (transporter).
Com a presenca do ion Mg?*, a enzima liga-se covalentemente a duas fitas de
um mesmo segmento do DNA, segmento G, quebrando-as em uma reacao de
transesterificacdo, por meio de um ataque nucleofilico de um par de tirosinas a

duas ligacdes fosfodiester, separadas por uma distancia de quatro bases e em
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FIGURA 1.3 - Ciclo enzimatico da TOPOIlla e demonstracdo do sitio de acdo dos venenos etopésido e doxorubicina
(adaptado)?®:22,



uma extremidade 5’-fosfodiester do DNA segmentado. Deste
modo, forma-se o0 que € denominado de complexo clivado: enzima ligada

covalentemente ao segmento G de DNA202

Posteriormente, o segmento T € promovido, intacto, por meio da
fissura no segmento G?2. Logo em seguida, as ligacGes fosfodiester do
segmento G séo religadas e a hidrolise do ATP faz com que a enzima volte a
sua forma de “garra aberta”, finalizando assim um ciclo enzimatico e deixando

a estrutura do DNA menos tensionada 2.

O etopoésido, a doxorubicina e a mitoxantrona (figura 1.4) sdo
exemplos de quimioterdpicos que fazem parte de uma classe de compostos
denominada de venenos da topo por atuarem no complexo clivado
estabilizando a estrutura DNA-TOPOlIla. Isto é, enquanto naturalmente o tempo
de vida de um complexo clivado é curto, a estabilizagdo desta estrutura leva ao
aumento do tempo de vida e da quantidade desse complexo na célula. Tal fato
muda a fisiologia do DNA e evita a sua transcricdo e replicagdo. Como
consequéncia, a célula aciona comandos de reparos, 0s quais podem levar a
dois caminhos: ou a religacdo da dupla fita do segmento G ou a apoptose®. A
segunda via, apoptose, representa o caminho pelo qual o veneno da TOPO

combate as células neoplasicas.

CH,

OH

NH,

Doxorubicina Etopdsido Mitoxantrona

FIGURA 1.4 - Estruturas dos principais venenos da TOPOlla.

Anualmente, aproximadamente um milhdo de pacientes sao

tratados mundialmente com venenos da topo?3, e o uso desses antineoplasicos
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€ bastante abrangente. O etopoésido, por exemplo, € utilizado para diversos
canceres como os de oOvario, cancer testicular, carcinoma e leucemia mieloide.
A doxorubicina e daunorubicina s&o utilizadas principalmente em tumores
sélidos, cancer de bexiga e 0ssos, canceres hematolégicos e no cancer de
mama; a mitoxantrona € utilizada no tratamento de cancer de prdéstata
avancado e certas formas de leucemia; ainda o teniposido, um analogo do
etopodsido, e o amrubicino sdo também venenos da topo utilizados 2426,
Entretanto, existem limitagbes associadas ao uso desses venenos, coOmo O
desenvolvimento de resisténcia e efeitos colaterais, a citar, cardiotoxicidade e

surgimento de doencas secundarias, como a mielosupresséo 23,

Enquanto a resisténcia estaria associada a diminuicdo da
expressdo de TOPOIla ou alteragdo da funcdo da enzima 27, é sugerido que
problemas de cardiotoxicidade seriam consequéncia da atuacdo desses
venenos em uma isoforma da topoll , denominada de TOPOIIB, bem como a
promocdo de translocacdes génicas, o que levaria a doencas secundarias
(como a mielosupresséo)'>?4. A TOPOlla e a TOPOIIB compartilham mais de
70% de sequéncia homoléga de aminoacidos e as diferencas de mecanismos
entre elas ndo foram ainda completamente elucidadas?®. Ainda, os efeitos
colaterais séo creditados a presenca de TOPOIlla em células saudaveis, com
aquelas de rapida proliferacdo, como as de intestino e da medula 6ssea, sendo

as mais afetadas?*.

Apesar da conjuntura citada, a TOPOIlla é um bom alvo, pois é
reportada uma diferenca crucial entre as isoformas: enquanto a B tem
expressao constante durante todo o ciclo celular e € mais expressa em células
ndo-proliferantes?®, a isoforma a duplica ou triplica a sua expresséo nas fases
G2/M do ciclo celular, sendo altamente expressa em células de rapida

proliferacdo, como as células tumorais, se comparadas as quiscientes 18,

Ainda, a importancia da TOPOIlla como alvo terapeutico pode ser
exemplificada ndo somente com o uso clinico atual dos venenos da topo, como
0 etoposido, a daunorubicina e a doxorubicina, os quais sdo farmacos padrao

aprovados pela Food and Drug Administration (FDA); mas também pela



existéncia de estudos de outra classe de compostos denominados de inibidores

cataliticos da topo.

Os inibidores cataliticos da topo sdo compostos que atuam em
outras etapas do ciclo enzimatico que ndo seja aumentando o nivel de
complexo clivado. Dentre os exemplos de inibidores da topoll destacam-se
(figura 1.5) a aclarubicina, aplicada no tratamento de leucemia mieloide aguda,
e a suramina, ambos agem prevenindo que a topoll se ligue ao DNA; e a
novobiocina, que inibe a enzima ao se ligar ao sitio da ATPase. A caracteristica
mais interessante destes agentes € a sua habilidade de modular o efeito
citotéxico de outros agentes cancerigenos3® excetuando os venenos da topo,

pois um inibidor pode agir como um antagonista de um veneno!® .
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FIGURA 1.5 — Estruturas de alguns dos inibidores cataliticos da TOPOlla.

1.4 - Tiossemicarbazonas e Seus Complexos

As tiossemicarbazonas (figura 1.6) sdo moléculas organicas
amplamente conhecidas por sua variedade de atividades bioldgicas: fungicida,
bactericida, mimético da insulina, antitumoral e anticancerigena3-38, Quanto a
sua atividade anticancerigena, o mecanismo de a¢do desses compostos ndo é
completamente esclarecido ainda, podendo estar relacionado com multiplos
alvos?; no entanto, é encontrado na literatura cientifica correlacdo entre

tiosemicarbazonas e inibicdo da TOPOlla.
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FIGURA 1.6 - Estrutura geral das tiossemicarbazonas.

Nesse sentido, o trabalho que mais se destaca por ser um dos
estudos mais completos, robusto e pioneiro, € o de HUANG et al (2010)%.
Neste trabalho, os autores sintetizaram e testaram frente a uma variedade de
linhagens tumorais diversas tiossemicarbazonas, as quais apresentaram alta
atividade citotoxica a concentracbes da ordem de micromolar. Destacou-se
como composto mais promissor a tiossemicarbazona denominada de TSC24
(figura 1.7-a), cujo valor de ICsp para a linhagem tumoral de cancer de mama,
MCF-7 (linhagem com alta expresséo de TOPOIla), foi de 0.34 +0.19 pmol-L™.

O trabalho revelou que o TSC24 apresenta maior afinidade pelo
sitio ATPase da TOPOIlla se comparado as moléculas de ATP. Ainda, estudos
de docagem molecular apresentaram o composto TSC24 em uma conformacgao
plana e rigida no sitio da ATPase (figura 1.7-b), mostrando forte interacao entre
0 nitrogénio do compostos e hidrogénio de residuos de aminoacidos desse

sitio.

A
Ny s
G /N\N/U\N/
S

FIGURA 1.7 - Extraido de HUANG et al (2010)%°. A) Estrutura do composto
TSC24; B) docagem molecular para o composto TSC24 indicando interag&o
com o sitio da ATPase da TOPOlla.
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Da Silva filho et al (2019)° apresentaram outro perfil de atuagdo
para uma série de compostos derivados de acredina-tiossemicarbazonas.
Dentre estas, 0 composto que mais se destacou foi 0 denominado 3a (figura
1.8-a), o qual apresentou inibicdo total de crescimento em concentracdes de
6,85 umol-L't e 6.30 uymol-L! para as linhagens MCF-7 (cancer de mama) e
PC3 (cancer de préstata), respectivamente. O composto foi capaz de atuar na
estabilizacdo do complexo clivado DNA-TOPOIlla em concentracdo de 100
umol-Lt através de intercalacdo com pares de bases do DNA (principalmente
por meio de interagdes 11-11 stack), sugerindo atuacdo destes compostos como
possiveis venenos da topo. Nota-se na figura 1.8-c, que a referida
tiossemicarbazona encontra-se no mesmo sitio de interagdo com o DNA que o

etopdsido (figura 1.8-b), e que a mesma encontra-se em geometria nao plana.

FIGURA 1.8 - Extraido de Da Silva filho et al (2019)*° . A) Estrutura do
composto 3a; resultados de docagem molecular para: B) Etopésido e C)
composto 3a.
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Embora a atividade anticancerigena das tiossemicarbazonas
sejam promissoras, é reportado na literatura que a complexacdo a metais de
transicdo potencializam a acdo antineoplasica desses compostos, com 0s
complexos apresentando maior citotoxicidade*=°. Além disso, sdo
encontrados estudos sobre a investigacdo da acdo citotdéxica e inibicdo da
TOPOIla de complexos de metais de transicdo contendo tiossemicarbazonas
44,4647- nestes, a maior atividade dos complexos, se comparada ao ligante livre,
€ associada a maior rigidez da estrutura do ligante no complexo, bem como a

geometria quadréatica plana deste Ultimo .

Dentro dessa perspectiva, o trabalho de Ziegles et al (2011)*
mostrou que enquanto as tiosemicarbazonas como ligantes livres néo
apresentaram inibicado da TOPOIlla nem mesmo em concentracfes acima de
100 pmol-L?t, os seus respectivos complexos de Cu(ll) (figura 1.9)
apresentaram inibicdo da enzima em concentracdo de 0.3-7.2 pmol-L*. Os
mesmo exibiram ainda boa capacidade antiproliferativa para as células das
linhagens tumorais de mama SK-BR-3 e MCF-7, as quais apresentam alta
expressao da TOPOIlla. Avaliou-se ainda o perfil de inibicdo dos complexos e
foi sugerido que estes atuavam como inibidores cataliticos, sugerindo ainda
gue a geometria quadratica plana fosse um fator determinante, pois,

possivelmente, os complexos estariam ligando-se ao sitio da ATPase.

R, R,

|
Xéfwwfiawa%Tx“xRﬁ
.

N—Cu—=S

Cl
Figura 1.9 - Estrutura geral dos complexos de geometria quadratica plana
estudados por Ziegles et al (2011)%.

Trabalho de Deng et al (2018)*' corrobora com a ideia da
importancia da geometria para inibicdo catalitica. Os autores mostraram que
complexos bisquelatos de Co(lll) contendo tiosemicarbazonas tridentadas, em

geometria octaédrica distorcida, inibiram a atividade da TOPOIlla em baixa



12

concentragdo (25 ymol-L?), com os estudos de docagem molecular apontando
gue estes complexos se encaixam bem no bolso onde se liga o etopésido,
enquanto o impedimento estérico destes seria um empecilio para a sua

alocacao no centro do sitio da ATPase (figura 1.10).

A
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FIGURA 1.10 - Extraido de Deng et al (2018)*. a) Estrutura geral dos
complexos de Co(lll) contendo tiossemicarbazonas; b) Um dos complexos, o
[Co(MQTS)2]* no sitio da ATPase; ¢) [Co(MQTS)2]* (R:= H; R2 = -CH3) no bolso
de alocacao do etopdsido no complexo clivado.

Considerando-se 0s compostos de ions metalicos com
tiosemicarbazonas, destaca-se aqui os estudos de citotxicidade e inibicdo da
TOPOIlla de complexos de Pd(ll) contendo tiosemicarbazonas®4%-5%, pois, 0
fon Pd(ll), um fon d® consegue faciimente conferir rigidez ao ligante
tiosemicarbazona assegurando uma geometria quadratica plana, o que para a
inibicdo da TOPOIla estaria atrelada a atuacdo destes compostos como
inibidores cataliticos, os quais poderiam superar a eficiéncia dos venenos
guanto a seu quadro de efeitos colaterais.

Em trabalho prévio do grupo de pesquisa, Lima (2018)%°

encontrou maior citotoxicidade (valores de ICso entre 0,56-3,43 ymol-L?) para
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seis complexos com o ion Pd(Il) contendo tiossemicarbazona, co-ligantes
fosfinico e haletos, em geometria quadratica plana (figura 1.11), se comparada
aquela encontrada para o ligante tiosemicarbazona livre (ICs50>25 umol-L?t)
frente & linhagem tumoral de mama MDA-MDB-231. A avaliagdo da atividade
inibitéria da enzima TOPOIla, por meio de eletroforese em gel de agarose
(figura 1.12), mostrou que o0s complexos mais citotoxicos foram também os
gue apresentaram maior inibicdo enziméatica; sendo quatro destes complexos

2,8 vezes mas potentes do que o farmaco padrédo etoposido (36 umol-L1).

1,5 2,6 3 4
P
oH, P P P
| R= CH,
HN S\ /PRs
\H/ g
N
/ \ CH, F

N X

| X = Cl (complexos 1-4)
\ X= I (Complexos 5,6)
CH,

Figura 1.11 - Adaptado. Estrutura geral dos complexos (1-6) de Pd(ll) contendo
tiosemicarbazona em trabalho de Lima (2018)“°.

1 2 3 4 5 6

C- C+ 5 125 5 125 5 125 5 125 5 125 5 125

FIGURA 1.12 - Extraido de Lima (2018)*°. Capacidade inibitéria da enzima
TOPOlIlla pelos complexos 1 a 6. Controle negativo (C-): plasmideo (3,3% (v/v)
DMSO). Controle positivo (C+): DNATopoisomerase- plasmideo.
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O trabalho supracitado fomentou a curiosidade sobre a relacao
entre a presenca da tiossemicarbazona nos complexos e a inibicdo enziméatica
apresentada por estes, pois, a variagcdo dos co-ligantes fosfinicos levou os
complexos 1, 4, 5 e 6 a apresentarem inibicdo enzimatica em mesma

concentracéo (12,5 uM).

Com base em tudo o que foi até aqui exposto, € notério que mais
esforcos sdo necessarios na busca por antineoplasicos mais seletivos. Tendo
em vista os dados que apontam cancer de mama e préstata entre os tipos de
canceres de maiores incidéncias, atrelado ao fato de que € reportado que
linhagens de cancer de mama estdo associadas a uma maior expressédo da
Topolla 313 o presente trabalho propde o desenvolvimento de complexos de
Pd(Il)-tiossemicarbazonas, o estudo citotoxico, de alvo biolégico destes

compostos, bem como a investigacéo do papel do metal na atividade biol6gica.

1.5 - Planejamento

Até onde é de conhecimento, a sintese e estrutura de somente
uma das tiosemicarbazonas sintetizadas neste trabalho é inédita, sendo as
demais encontradas em banco de dados de estruturas quimicas. Ja a sintese e

estrutura de todos os complexos sao inéditas.

A sintese dos ligantes tiossemicarbazonas foi pensada a partir de
precursores cetonas e tiosemicarbazidas. Trés deles elaborados com as
cetonas chalcona e trés com a benzalcetona, 0s quais, respectivamente,
recebem em sua denominacdo a inicial C e B. As tiosemicarbazidas
precursoras, substituidas por hidrogénio, metila e etila, conferem a
denominacédo do ligante os sufixos T-H, T-M e T-E, respectivamente. A figura

1.13 apresenta as estruturas propostas para 0s compostos descritos acima.
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FIGURA 1.13 - Estrutura dos precursores chalcona, tiosemicarbazidas e
benzalcetona e dos ligantes tiosemicarbazonas.

Na elaboracdo dos complexos considerou-se 0s aspectos
reportados como importantes para atividade antineoplasica dos compostos:
formacdo de metalociclo que garantisse uma geometria quadratica plana,
sendo para isso utilizado o ion Pd(ll), bem como a presenca de grupos

aromaticos capazes de estabelecer ligagdes do tipo 1T-11 com 0 alvo bioldgico.

Os grupos Rz e R1 foram colocados para estudo da relacdo entre
volume e atividade biologica, uma vez que, o0 volume pode ser um limitante
para atuacdo em sitios especificos da enzima TOPOIlla, como por exemplo,
alocacado do composto no centro do sitio da ATPase. Ainda, a idealizagdo de
complexos quelatos possibilita investigar o papel dos co-ligantes fosfinicos e
haletos na inibicdo enzimatica da TOPOIlla a partir de comparacéo direta com

resultados obtidos em trabalho prévio do grupo de pesquisa®®, para o qual o
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complexo [PdCI(BT-M)(P(4FPh)s], denominado neste trabalho de complexo
protétipo, ou protétipo (figura 1.14), apresentou os melhores resultados de
citotoxicidade em linhagem tumoral de mama, bem como boa atividade
inibitéria da TOPOIla. A utilizagdo de bisquelatos visa também compreender se
a duplicacdo dos ligantes tiosemicarbazonas, 0s quais sdo reportados como

fundamentais para as atividades bioldgicas, potencializam estas atividades.

A estrutura descrita permite ainda avaliar se o papel do ion
metélico é funcional, e, portanto, a natureza deste ion € fundamental para a
atividade biologica observada, ou se ele € apenas estrutural, para a garantia
da geometria quadratica plana, o que € possivel comparando atividade
biolégica de complexo analogo com o ion Ni(ll), o qual sera também analogo
ao complexo protétipo. A figura 1.14 exemplifica a estrutura geral dos

complexos.

Protétipo Complexos de Pd(ll)

-

Rl = CH;

Ri e R,=-CHj;
R2= H, CH;, CH,CH,

Anélogo de Ni(ll)

H H

N\ll\l' -N/N
|
O/\)R%\/\@

Rl’ R2 = -CH3

FIGURA 1.14 — Complexo protétipo e planejamento estrutural dos complexos
de Pd(Il) e de Ni(ll).
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Niquel (Ni = [Ar]3d® 4s?) e paladio ( Pd = [Kr]4d'®) tém o estado de
oxidacdo 2+ como o mais estavel ( adquirindo configuracéo eletrénica igual a
Ni(ll) = [Ar]3d® e Pd(ll) = [Kr]4d®). Em complexos, para o Pd(ll), a configuracéo
de valéncia d® assegura uma geometria quadratica plana, enquanto para o
Ni(Il), além desta, outras geometrias sdo possiveis, sendo as mais comuns a
tetraédrica e octaédrica®>®3, A cinética destes ions é diferenciavel, com o Ni(ll)
apresentando maior velocidade de reacdo que o Pd(ll)!¢. Destaca-se que,
enquanto o Pd(ll) pertence ao grupo da platina, e compde portanto os
chamados metais nobres, o niquel tem praticamente mesma abundancia, e é

mais susceptivel a oxidacdo se comparado ao paladio®3.

2. Objetivos
2.1 - Objetivo geral

Investigar a atividade citotoxica e alvo biolégico de complexos
guadraticos planos bisquelatos de Pd(Il) contendo tiossemicarbazonas, e em
guadro comparativo, identificar como mudancas no arcabouco molecular,
geradas pela: (i) auséncia de co-ligantes fosfinicos e halogénio, (i) mudancas
nos subsbstituintes das tiossemicarbazonas; e (iii) identidade do metal, alteram

a citotoxicidade e a interagdo com a enzima topoisomerasella.

Experimental

2.2 - Sinteses

2.2.1 - Reagentes

A procedéncia e pureza dos reagentes utilizados neste trabalho
sao mostradas na tabela TABELA 2.1. Os mesmos foram utilizados sem

tratamento prévio.
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TABELA 2.1 - Reagentes e suas respectivas procedéncias.

Reagente Procedéncia
Benzalacetona (98,0%) Sigma-Aldrich
Chalcona (98,0%) FLUKA

Tiosemicarbazida (99,0%) Sigma-Aldrich

4-Metil-3-tiossemicarbazida (97,0%) Sigma-Aldrich
4-Etil-3-tiossemicarbazida (97,0%) Sigma-Aldrich

Cloreto de Paladio(ll) (99,0%) Sigma-Aldrich
Acetato de Niquel (1) (98%) Sigma-Aldrich
Trietilamina (99%) Sigma-Aldrich
Etanol (99,5%) Synth
Acetonitrila (99,9%) Neon
Cloroférmio (99,8%) Synth
Dimetilsulfoxido (99,9%) Synth
Cloroférmio (d1) (99,8%) Sigma-Aldrich
Dimetilsulfoxido (de) (99,8%) Sigma-Aldrich
lodeto de Césio (99%) Sigma-Aldrich
Agarose Padréo Kasvy
Trietilamina (99%) Sigma-Aldrich

2.2.2 - Metodologia sintética

2.2.2.1 - Sintese dos Ligantes

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, foram adicionados 5
mmol de benzalcetona (ligantes BT) e/ou 5 mmol de chalcona (Ligantes CT),
solubilizados em 20 ml de solugéo de etanol com pH= 4, preparada com quatro
gotas de solucdo de HCI 0,8 mol.Lt. Uma vez que, as etapas envolvendo a
formacdo de tiosemicarbazonas séo facilmente reversiveis, o controle do pH é
necessario para garantir o sentido de deslocamento do equilibrio em direcdo a

formacéo do produto desejado®*.

O sistema foi agitado por 5 minutos e em seguida, foram
acrescentados 5 mmol da referida tiossemicarbazida (substituida com H, -CHzs
ou —CH2CHg3). A reagao de condensacao foi mantida sob refluxo (80 °C) durante
24h sob agitacdo de 200 rpm. Ao término da reacédo, a solucao foi transferida

para um béquer, deixada em descanso sob a bancada e apés sete dias, sob



19

lenta evaporacdo do solvente, foram obtidos cristais. Os produtos foram lavados

com etanol, filtrados sob vacuo e deixados em dessecador para secagem.
2.2.2.2 - Sintese do precursor de Paladio: [PdCI2(CH3CN)2]

Em um erlenmeyer de 200 mL com 100 mL de acetonitrila, foram
adicionadas 1,2 gramas de cloreto de paladio (ll) e o sistema foi mantido sob
agitacdo de 200 rpm e aquecimento de 50 °C. Ap6s 4 h de reacdo, a mesma
foi mantida somente sob agitacdo magnética (200 rpm) por mais 20h. O

precipitado foi entdo filtrado sob vacuo®®.
2.2.2.3 - Sinteses dos Complexos [Pd(HL).)]Cl»

Em um béquer de 25 mL, foram solubilizados, a quente, 0,6
mmol de ligante em 10 mL de acetonitrila. Esta solugcéo foi entdo gotejada em
um erlenmeyer de 50 mL contendo 0,3 mmol de [PdCI2(CH3CN)2] em 10 mL de
acetonitrila. A reacéo foi mantida sob agitacdo magnética e temperatura, 50 °C,
por 2h e sob agitacdo magnética (200 rpm) e temperatura ambiente por mais
22h. O precipitado formado foi filtrado sob vacuo em funil de placa sinterizada e
colocado para secar em dessecador por dois dias.

2.2.2.4 - Sinteses dos Complexos [Pd(L)2)]

Em um erlenmeyer de 50 mL contendo 10 mL de
cloroférmio, foi solubilizado 1 mmol do ligante e acrescentado 1 mmol de
trietilamina (140 pL). Em seguida, 0,5 mmol de [PdCI2(CHsCN)] adicionados a
10 mL de cloroférmio, em béquer de 25 mL, foi gotejado no erlenmeyer
contendo o ligante. A reacdo foi mantida sob agitacdo magnética (200 rpm) e
temperatura ambiente por 24h. Nao houve formacdo de precipitado, e a
solucdo reacional foi rotoevaporada. O produto foi entdo filtrado em funil de
placa sinterizada, lavado com agua destilada para retirada da trietilamina e

colocado em dessecador por dois dias para secar.
2.3 - Determinacao do ponto de fusao

As medidas de ponto de fusdo foram realizadas em
equipamento MARCONI NA 301, em uma razéo 5 °C.min’t, apés as amostras
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serem maceradas e compactadas em um capilar fechado, com temperatura

maxima alcancada de 223°C.
2.4 - Medidas de condutividade molar

As medidas de condutividade molar foram realizadas em etanol e
em DMSO em concentragdo de 1,0x10° mol.Lt, com o uso do condutivimetro
MARCONI modelo MA 521 (LISCC), calibrado anteriormente as medidas. A
condutividade apresentada pelos solventes foi descontada dos resultados

apresentados no trabalho.
2.5 - Difracédo de Raios - X de monocristal

As difracdes de raios-X foram realizadas pelo doutorando Joao
Honorato (LERCI-UFSCAR) em colabora¢cdo com o Prof. Dr. Eduardo Ernesto
Castellano (IFSC-USP) do Laboratério de Cristalografia do Instituto de Quimica
de Sé&o Carlos (IQSC-USP), utilizando-se um difratdmetro Rigaku XtaLAB mini
I, radiacdo MoKa (A = 0.71073 A). As estruturas foram resolvidas com o
programa SHELXT®¢ usando métodos diretos, sucessivos mapas de Fourier-
Diferenga permitiram a localizagédo dos atomos ndo hidrogénios. Excetuando-se
0s atomos de hidrogénio, todos os demais foram refinados anisotropicamente.
Os refinamentos foram feitos pelo método dos minimos quadrados através do
programa SHELXL. Detalhes especificos sobre coleta de dados e os
parametros para cada complexo sao fornecidos nas tabelas 8.9.1 e 8.9.2, nos

apéndices.

2.6 - Docagem Molecular

Os estudos de docagem molecular foram realizados pela
mestranda Marcelle Vieira (LaQMEDSOMM-UNESP) sob orientacdo do
professor Nailton Monteiro (LaQMEDSOMM-UNESP).

As estruturas dos complexos foram obtidas no programa
MarvinSketch e os estados de protonacdo em pH fisioldgico (pH=7,4) foram
verificados. Todas as estruturas moleculares para complexos projetados foram
geradas com o Discovery Studio Visualizer (DSV / Version: 17.2.0). Em

seguida, foram otimizadas usando o método semi-empirico PM7 no pacote
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MOPAC (Versédo 2016) através do software de interface grafica, Gabedit 2.5.0.
Os comandos usados durante a otimizacdo foram: MMOK, GOE-OK, XYZ,
CHARGE = 0 (ou +1, dependendo do composto), e SINGLET. O formato do

arquivo composto otimizado foi *. mol2.

Na sequéncia, foi realizada a docagem no software GOLD v5.5 a
partir das estruturas cristalogréficas da topoisomerase lla obtidas: uma delas
co-cristalizada com o DNA e etoposido (PDB ID:5GWK), com resolugcédo de
3.152 A; e outra co-cristalizada com ATP (PDB ID: 1ZXM) com resolucéo de
1.87 A. Ambas obtidas do sitio do Protein Data Bank (PDB).

Para ATP-ase:

A simulacdo de ancoragem molecular no modo rigido usando o
software GOLD v5.5 foi realizada. O ligante cristalino ANP foi redockado no
sitio de ligacdo do ATP. Foi utilizada as fungdes de pontuacdo GoldScore e
ChemPLP com RMSD = 0,588. Para o reconhecimento molecular, o ANP
modelado manteve-se em contato com cadeias laterais dos residuos N91,
N120, S148, S149, N160, R162, N163, G164, Y165, G166, A167, K168, Q376

e K378 compativel com PDBsum.
Para etoposido:

Utilizou-se o software GOLD v5.5 com a funcdo de pontuacédo
GoldScore e RMSD = 0,4805. O etoposido apresenta 17 interacdes (interacdes
chave) com 9 residuos (residuos chave). As principais interacdes sdo duas
ligagbes de hidrogénio dominantes com o backbone e a cadeia lateral do
aminoacido aspartato 463 (A-D463). Além disso, o0 etoposido exibe interacfes
hidrofébicas 1 -alquila com A-M766, A-R487, A-G488 e D-DT9, interacdes
empilhadas em 1 formadas em T com F-DG13 e ligac6es de hidrogénio néo
classicas com D-DG10, F-DG13, D DT9, C-DC8 e A-G462.

2.7 - Espectroscopia vibracional na regido do Infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram
obtidos no espectrometro SHIMADZU IRTracer-100, usando pastilhas de iodeto

de césio, na propor¢do 1:100, como suporte. Foram feitas 64 varreduras na
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regido de 4000 a 400 cm. Os dados obtidos foram tratados utilizando-se os
softwares Shimadzu IR Solution, 1.60, e Origin 8.0. Nao foi realizada correcéo
de linha de base para os espectros. Os espectros ndo apresentados no texto

constam nos apéndices (8.1, 8.2 e 8.3).
2.8 - Ressonancia magnética nuclear

Para a obtencéo dos espectros de ressonancia magnética nuclear
de H, foi utilizado o espectrometro BRUKER ARX 9,4T do Departamento de
Quimica (DQ) da UFSCar. As amostras foram preparadas pesando-se 10 mg
do composto solubilizadas em 600 pL de solvente apropriado (CDCIs ou
DMSO-ds). Todos os dados obtidos foram tratados utilizando-se o software
MestReNova 6.0.2-5475. Os espectros nao apresentados no texto constam nos
apéndices (8.6, 8.7 e 8.8)

2.9 - Espectroscopia eletronica na regiao do Ultravioleta-Visivel

Os espectros de absorcdo na regido do UV-Vis foram obtidos
em um espectrofotbmetro SHIMADZU UV-1650PC. Apoés a obtengéo da linha
de base em etanol, foram utilizadas solugdes de concentragdo 1x10° mol-L*
para cada um dos compostos. Cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm
foram utilizadas para obtencdo dos espectros. Em seguida, foi feita a varredura
na regido entre 1000 a 205 nm. Os espectros obtidos foram tratados com os
softwares UVprobe 2.21 e Origin 8.0. Os espectros dos ligantes né&o

apresentados no texto estdo presentes nos apéndices (8.5).
2.10 - Analise Elementar de C,He N

As anadlises de porcentagem de carbono, hidrogénio e nitrogénio
foram realizadas pela Central Analitica do Departamento de Quimica- UFSCAR

Sao Carlos, utilizando-se de 1-5 mg dos compostos.
2.11 - Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas foi realizada pelo pos-doc. Allan
Ribeiro e pelo doutorando Wystan Kreisly (LSPN-UFSCAR) utilizando-se um
Water Acquity UPC? acoplado ao Xevo TQD (detector de massa de quadrupolo
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tandem de bancada) utilizando-se a técnica de ionizacdo por eletrospray (ESI)
no modo positivo (para H*, Na* e K*). Os espectros nao apresentados no texto

constam no apéndice (8.4).
2.12 - Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados pelos doutorandos
Mauro Almeida (CCQM-UFSCAR) e Gabriela Porto (CCQM-UFSCAR),
utilizando as seguintes linhagens celulares: MCF-7(cancer de mama), DU-145
(cancer de prostata) e PNT2 (Cancer de prostata ndo tumoral). As células
MCF-7 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium)
enquanto as demais linhagens, DU-145 e PNTZ2, foram cultivadas em meio
RPMI1640, todos os meios com 10% (v/v) de FBS (soro fetal bovino) dentro de
garrafas de plastico (Corning) armazenadas em estufa a 37°C com atmosfera
de 5% de CO..

As células foram suspensas em tripsina e incubadas na estufa a
37°C por dois minutos. Em seguida, adicionou-se o meio de cultura com 10%
de FBS para inibir a acdo enzimatica. A suspensao foi centrifugada (centrifuga
Sorval ST8-Thermo Scientific), para retirada da Tripsina, a 150 rpm por cinco

minutos, com descarte do sobrenadante e resuspensdo em meio de cultura.

A contagem das células foi realizada utilizando o corante Azul de
Tripano em uma camara de Neubauer no Microscopio Nikon Eclipse TS100.
Apés a contagem da resuspencdao, foram adicionadas as placas de 96 pocos
aliquotas com 150 pL contendo 1,5x10* células mL*. As placas foram mantidas
por 24 h na estufa e em seguida foi adicionado a cada poc¢o 0,75 pyL de uma
solucdo de DMSO contendo o ligante ou os complexos. As concentracdes
finais dos compostos nos pocos foram de 8,00x10%; 1,58; 3,16; 6,25; 12,50;
25,00; 50,00; 100,00 pmol-LY; para os compostos mais ativos as
concentracGes precisaram ser ajustadas para: 2,00x10%; 3,90x10%; 7,80x10%;
1,58; 3,16; 6,25; 12,50; 25,00 umol-Lt. Em seguida, as placas foram incubadas

novamente na estufa por mais 48 h.857.58

Apés a incubacdo das microplacas foram adicionados a cada
poco 50 pyL de uma solugdo de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil
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Brometo de Tetrazolio) (1 mg-mL™?) e incubada novamente na estufa por 4h.
Por fim, se retirou a solucdo de cada poco e adicionou-se 100 pyL de alcool
isopropilico. Em seguida foram realizadas as medidas de absorbancia em cada
poco com o leitor de microplacas hibrido da BioTek modelo SYNERGY H1. Os
dados obtidos foram tratados utilizando Excel 2010 e GraphPadPrism 6.01.

Ressalta-se que, os procedimentos foram acompanhados pela

autora dessa dissertagao.

2.13 - Interacdo com DNA

2.13.1 - Interacdo com plasmideo superenovelado

Em uma solucéo tampéo TE 1x (Tris-HCI (1 mol-L%, pH: 8,0)/ EDTA
(0,5 mol-L'Y) foram adicionados 0,5 pL do plasmideo pBR322 e 1 uL dos
complexos metalicos em DMSO, em diferentes concentragdes, totalizando um
volume final de ensaio de 20 pL. O plasmideo utilizado foi cedido em
colaboracdo com o laboratério da professora responsavel Dulce Helena
Ferreira de Souza (DQ-UFSCAR). A solucao final foi incubada a 37°C por 24 h,
utilizando-se o Banho Ultra Cienlab modelo CE-100/10.5" Apés o tempo de
incubac@o as amostras foram retiradas do banho termostéatico e adicionou-se
15 pL de STEB (40% (m/v) de sacarose, 100 mmol-L* de Tris.HCI, pH =7,5, 1
mmol-L' de EDTA, 0,5 mgmL! de azul de bromofenol) as amostras.
Posteriormente, 20 yL das solucdes foram adicionados em gel de agarose 1%
(m/v). A corrida eletroforética ocorreu em solugcdo TBE 1x a 30 mA durante 12 h
(tempo necessério para obtencdo de imagem em boa resolucdo). Apos este
periodo, o gel foi adicionado em solugdo corada de brometo de etidio e
revelado no fotodocumentador Gel Doc™ EZ. A imagem obtida foi tratada

utilizando-se o software ImageLab™ 6.0.0 fornecido pela BioRad.

2.13.2 - Titulacédo Espectroscopica por UV-Vis com DNA

A titulacdo espectroscopica por UV-Vis com o DNA foi realizada
pelo doutorando Renan Lira (Grupo de Compostos de Coordenacédo e

Organometalicos-UNESP).

Preparacao do DNA
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A solucao de ctDNA foi preparada pela adicdo aproximada de 10
mg da biomolécula em 5 ml de uma solucao de tampéao Tris-HCI (5mM Tris HCI
e 50 mM de NaCl, pH 7,4). A razdo entre as absorbancias das bandas em 260
e 280 nm resultaram em um valor de 1,85, indicando que a solucdo estava
corretamente livre de proteinas. A concentracdo de DNA na solucédo foi
determinada espectrofotometricamente usando o coeficiente de absortividade

molar de 6600 L moltcm? da banda em 260 nm.

Titulac@o espectroscopica

Espectros de UV-Vis foram obtidos para os complexos na
presenca de quantidades crescentes de ct-DNA, na regido de 190 a 1100 nm
em tampao salino Tris-HCI (pH 7,4). A titulac&o foi realizada a 25 °C mantendo
a concentracdo do complexo fixa em 2x10° mol L, enquanto a concentracdo

do ct-DNA foi variada de 0 até 6x10° mol L1 59.60,

Partindo de uma solucdo do complexo 1x102 mol L preparado
em DMSO, foram adicionados 60 pL do composto em 2940 uL de tampao tris-
HCI (pH 7,4) em uma cubeta de quartzo de 3 mL. Uma segunda cubeta para o
branco foi preparada com 60 pL de DMSO e 2940 pL de tampéo tris-HCI (pH
7,4). Ap6s a primeira leitura do complexo livre da presenca de DNA, foram
adicionados 18 pL de uma solucdo fresca de DNA 1x103 mol L?, tanto na

cubeta contendo o complexo quanto no branco.

Foram realizadas adi¢cOes sucessivas de 18 pL da solugéo de
DNA (tanto no branco quanto no complexo) até um total de 10 adicBes. A
proporcdo molar complexo:DNA foi variada de 0,3 a 3,0 com intervalos de 0,3

em cada adicao.

A constante de ligacao (Ko) foi obtida através da equacdo de

Benesi-Hildebrand, na seguinte forma:
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Ay £c £c N 1
A—Ag €u-¢c —€¢ €u-c —Ec Kp[DNA]

Onde Ao e A sdo as absorbéncias do complexo livre e do
complexo com DNA, respectivamente. Os coeficientes €¢c e €nv.c Sa0 0s
coeficientes de absortividade molar do complexo livre e do complexo-DNA,

respectivamente.

O valor da constante (Kp) foi calculado através da razdo entre o
coeficiente linear e o angular obtidos a partir de um grafico de Ao/(A-Ao) vs
1/[DNA] 6. Os espectros ndo apresentados no texto constam nos apéndices
(8.10 e 8.11).

2.14 - Inibicdo da enzima DNA-Topoisomerasella

O ensaio de inibicdo da enzima DNA-Topoisomerase lla foi
realizado com o kit de relaxagdo do DNA fornecido pela Inspiralis Limited. No
ensaio efetuado utilizou-se 0,5 pL (500 ng) de DNA pBR322 superenovelado, 3
UL de tampédo de ensaio (Tris.HCI (10 mmol-L?), NaCl (50 mmol-Lt), KCI (50
mmol-L1), MgClz (5,0 mmol-L1), Na2H2EDTA (0,1 mmol-L!), BSA (15 mgmL™?)
com pH 7,9), 1uL (1,0 mmol-L?) de ATP e 1uL de composto de interesse nas
concentracdes 1, 10 e 25 mol. pL™*. Por fim, adicionou-se agua e 1uL (4,0
nmol-L'Y) de TOPOIlla para atingir um volume final de 30 pL. A mistura
reacional foi mantida em incubacédo a 37°C por quarenta minutos. Apos este
periodo, foram adicionados a solucdo 3 uL de SDS (dodecil sulfato de sodio) e
realizado um choque térmico a 60°C por dois minutos para interromper o
processo enzimatico. Apos a interrupcao da acédo enzimatica foram adicionados
15 L de STEB (40% (m/v) de sacarose, 100 mmol-L* de Tris.HCI, pH =7,5, 1
mmol-L't de EDTA, 0,5 mgmL* de azul de bromofenol) e 60uL de uma mistura
de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v). As amostras foram centrifugadas a
5000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi entdo adicionada no gel de agarose
1% (m/v), em solucdo tampao de TBE 1x (Tris/Borato/EDTA) pH = 8,2. Foi
realizado o mesmo procedimento para a corrida do gel e sua revelacdo

apresentando no subitem Interagcdo com plasmideo superenovelado.
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3. Resultados e Discussao

3.1 - Ligantes

A tabela 3.1 apresenta os dados de massa molar, rendimento

das reacdes e analise elementar de C, H e N para os ligantes.

TABELA 3.1 - Dados de sintese e caracterizacao dos ligantes.

Ponto
Massa _ de Analise Elementar

Composto Molar Rendimento Coloracéao FusAo
(g/mol) C) %C %H %N
CT-H 28138  61%  Amaelo 143 Zoaid >O00 100
CT-M 295,4 94% Amarelo 152 (ggigg) (gggg) &jggg)
CT-E 30943  70%  Amarelo 160 (gg'ggg) (gligcl)) (g'ggg)
BT-H 21931  86%  Amarelo 143 (gé'ggg) (g'ggcl)) &g?gg)
63.770 6.565 17.780

- 0

BT-M 233,33 80% Amarelo 153 (61.670) (6.480) (18.010)
BT-E 247,36 48% Amarelo 104 64.510 =~ 6.927 = 17.080

(63.120) (6.930) (16.990)

E importante ressaltar aqui que, os valores de rendimentos
apresentados estdo relacionados com a quantidade de produto cristalizado
obtida. Todos os compostos se fundiram em um liquido amarelo em
temperatura bem definida. Os valores de ponto de fusédo sugerem que com o
aumento do volume do substituinte h4 um aumento na temperatura de fusdo
desses compostos, com excecdo apresentada pelo ligante BT-E.
Aparentemente, as tiossemicarbazidas precursoras influenciam mais na
temperatura de fusdo observada do que 0s grupos cetonas, pois, os valores de
ponto de fusédo de ligantes com mesmo substituinte sdo bastante proximos. A
citar como exemplo, os ligantes CT-H e BT-H apresentam mesma temperatura

de fusao.

O resultado da andlise elementar de carbono, hidrogénio e

nitrogénio mostra que os compostos foram obtidos com razdo de pureza
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satisfatéria, sendo apresentados os valores experimentais e entre parénteses

os valores teoricos.
3.2 - Complexos

A sintese do precursor de paladio,
bis(acetonitrila)dicloridopaladio(ll), [Pd(ACN):Cl:], foi realizada como descrito
por Al-Azmi®?, com rendimento de 95%, sendo obtido um produto de cor
alaranjada. Este foi entdo utilizado na reacdo de formacdo dos complexos, a
gual é esquematizada na figura 3.1: os ligantes tiossemicarbazonas deslocam

os ligantes labeis do precursor de paladio, gerando os complexos bisquelatos.

H
N S H H
R,” \[4 _N N
R =S, S~ "R
HN . COPRe S R
N HN\N' ~N,NH
| ACN_ Cl Y
XN ,
2 R, + Pd NRE S
ACN ClI o 1
Acetonitrila

2h a 50°C

24 h sob agitacao
Rl = CH3, ©

FIGURA 3.1 - Esquema de reacdo de complexos da série protonada.

Com excec¢do do complexo [Pd(BT-E)2]Clz, 0 qual somente apoés 4
dias de evaporacdo lenta do solvente apresentou precipitado, formou-se
precipitado apdés 24h de reacdo. Os dados de massa molar, rendimento,
coloracdo, analise elementar (C,H,N) e condutividade molar dos complexos séo
mostrados na tabela 3.2.

Como demonstrado no esquema da figura 3.1, espera-se a
coordenacao bidentada da tiossemicarbazona ao metal, através dos atomos de
enxofre do grupo tioamida e do nitrogénio terminal do grupo hidrazina, sendo a
coordenacao favorecida pelo efeito quelato que estes ligantes proporcionam
bem como por afinidade em termos de carater de base mole de Pearson do
ligante e de acido mole de Pearson do ion paladio®. N&o foi possivel associar

alguma tendéncia de reatividade para os ligantes, frente ao precursor de
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paladio, capaz de explicar os valores de rendimento obtidos. Ainda, dentre
esses dados, destacam-se os valores encontrados para a condutividade molar,

0s quais sugerem que os complexos apresentam natureza de eletrélitos 2:154.

Este dado, ndo esperado, surpreendeu por ser amplamente
constatado na literatura a coordenacdo bidentada de ligantes
tiossemicarbazonas similares de forma anidnica a ions paladio®®®%  bem
como a obtencdo, em nosso grupo de pesquisa, de coordenacdo anidnica de
tiossemicarbazona utilizando-se mesmo precursor e solvente*®. Na literatura é
incomum, porém, conhecida a coordenacdo do ligante na forma neutra, no
entanto, em complexos que ndo sdo bisquelatos®®7°, sendo também descrita a
complexacdo neutra como dependente do pH e de quando o ligante
tiossemicarbazona é derivado de aldeido’. A figura 3.2 exemplifica a
coordenacdo anibnica e na forma neutra do ligante, denominado neste

trabalho, respectivamente, de ‘desprotonada’ e ‘protonada’.

Rz/ /S S\ \Rz R ~N S, S N~
=9, O3 R
,_m\,/ Pd  ‘n 2 e
\IN N|’ N\N’ 'N/N
P ol
Rk, x R i

FIGURA 3.2- Exemplo de estrutura de complexo protonada e desprotonada.

Deste modo, optou-se por utilizar uma base, a trietilamina, como
agente desprotonante. O esquema de sintese € mostrado na figura 3.3. Essa
escolha foi feita observando-se tanto a possibilidade de retirar a base lavando
0S compostos com agua quanto a nado solubilidade dos complexos nesse

solvente.
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N N
N Ry NS, ,Ss( “R,

| ACN\ /CI H Pd b
2 ©/\)\R1 + Pd + 2 N7 N-N §-N
ACN T ) _— I
Cloroférmio WW\@

3h sob agitacéo

- (O

R, = H, CH;, CH,CH,4
FIGURA 3.3 - Esquema de sintese dos complexos da série desprotonada.

Apés realizada a caracterizagdo do composto, e com base na
constatacédo de coordenacao do ligante de forma aniénica com utilizacdo de um
equivalente molar de desprotonante em relacéo ao ligante, indicando uma alta
estabilidade do sistema com a presenca do proton, surgiu entdo a curiosidade
de entender se as estruturas protonadas apresentariam diferenga na atividade
biolégica se comparada as estruturas desprotonadas. Com isso, foi realizada a
sintese (esquema da figura 3.3) de uma nova série de complexos analogos,

denominada de série desprotonada.

Os valores de condutividade molar obtidos para a nova série de
complexos, condutividade medida também em etanol, cujos valores sao
apresentados na tabela 3.2, mostraram que os mesmos sédo néo eletrélitos’?,
confirmando assim a desprotonagéo da tiossemicarbazona com a coordenacéo

ao ion paladio.

Destaca-se que, os compostos apresentaram coloragdo amarela
ou laranja, e que os complexos de ambas as séries se fundiram, em liquido
vermelho, em faixa de temperatura bem definida. Os valores de porcentagem
de carbono, hidrogénio e nitrogénio apresentaram boa concordancia com o0s

valores esperados teoricamente (apresentados na tabela 3.2 entre parénteses).
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TABELA 3.2 Caracterizacao dos complexos da série protonada e desprotonada.

Massa Molar Condutividade Ponto de Fuséo Andlise Elementar
Composto (g/mol) Rendimento Molar Coloragéo C) o o o
g (Q’l.sz.mOH) /OC A)H /ON
53.280 4.300 11.030
[PA(CT-H)2]Cl2 740.05 60% 124.7 Amarelo 201-204 (52.220) (4530)  (11.110)
53.250 4.877 10.810
- 0, -
e [PA(CT-M).]Cl. 768.11 69% 120.2 Amarelo 194-196 (53.610) (4.880)  (10.720)
S
c : 0 : i 52.760 4.919 9.835
% [PA(CT-E)2]Cl2 796.16 65% 108.9 Laranja 168-173 (54.170) (5.050)  (10.530)
e
o . 42.950 4.231 13.430
- 0, -
2 [PA(BT-H)2]Cl2 615.92 83% 112.2 Laranja 202-204 (43.710) (4.780)  (13.300)
@
2 . 44.500 6.500 13.900
- 0, -
[PA(BT-M)2]Cl2 643.97 80% 106.0 Laranja 173-176 (45.490) (5.190)  (12.730)
; 46.280 5.075 12.020
- 0, -
[PA(BT-E)z]Cl2 672.02 52% 37.8 Laranja 212-220 (47.130) (55700  (12.210)
57.190 4.337 11.590
- 0, -
[PA(CT-H)] 667.15 88% 6.37 Amarelo 192-196 (57.610) (4230)  (12.600)
. 59.500 4.310 12.100
] . 9 -
= [PA(CT-M)2] 695.21 98% 9.56 Laranja 182 -184 (58.740) (4.640)  (12.090)
c
S . 59.220 5.184 10.710
- 0, -
§ [PA(CT-E)2] 723.26 99% 554 Laranja 148-158 (59.780) (5.020)  (11.620)
o
(%]
3 . 47.640 4.715 14.920
S [PA(BT-H)] 543.07 86% 2.25 Laranja 204-206 (48.660) (4.460)  (15.480)
-
Ny . 51.440 5.115 14.830
] [PA(BT-M).] 571.07 34% 4.20 Laranja 192-197 (50.480) (4.940)  (14.720)
[PA(BT-E)] 59912 92% 7.43 Laranja 167-173 23310 5498 14.020

(52.120) (5.380)  (14.030)
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3.3 - Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho

A partir da atribuicdo de bandas em espectros no infravermelho
dos reagentes de partida e comparagcdo dessas atribuicbes nos ligantes, foi
possivel sugerir a formacdo destes Ultimos analisando-se a supressdo e/ou
surgimento de bandas caracteristicas atribuidas de acordo com o que €
descrito na literatura para tiosemicarbazonas®*73-8; bem como ser inferida a
formagao dos complexos com base no deslocamento de bandas referentes aos

grupos contendo os &tomos coordenantes (N e S) nos ligantes.

Exemplo de como tal procedimento foi realizado para os ligantes e
complexos é descrito a seguir, para um dos ligantes, o CT-E (espectro da figura
3.4) seus reagentes de partida: a 4-etil-3-tiosemicarbazida (figura 3.5a) e a
chalcona (figura 3.5b); e para os complexos, o procedimento é exemplificado
com os complexos das séries protonada e desprotonada contendo o ligante
CT-E.

100 -
= vC=C -
0
ol | yCH arom 1618cm™
3280-2978 cm™!
50 v
3352 cm v()f-)N ar
{1 3305 cm™! NN vC=S8
1298 cm™! 1095 cm”
pC=N
. ANH = pC=C
1528 cm” 1618cm”!
3000 2000 1500 1000 500
1/cm

FIGURA 3.4 - Espectro do ligante CT-E com atribuicbes de algumas bandas.
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H - .
A5 0 ~ N8
HM 1 R IN..,
NH “. ] ] y
(T 1)
(a) (b) (c)
FIGURA 35 - Representacdo das estruturas dos precursores: a)

tiosemicarbazida; b) Chalcona; e c) do ligante CT-E.

No espectro do ligante sdo atribuidas algumas das principais
bandas do composto. As bandas em 3352 cm™ e 3305 cm* sdo referentes aos
estiramentos NH dos grupos NNH e SCNH(CH2CHz), respectivamente’. Uma
vez que, na regido abaixo de 1600 cm* muitas vibracées podem contribuir para
as bandas observadas, uma banda ndo € necessariamente produto de um tipo
de vibracdo de um determinado grupo somente. Deste modo, para a banda
observada em 1528 cml, por exemplo, sdo esperadas contribuicdes do
estiramento da ligacdo C=N e da deformacé&o da ligacdo NH; enquanto para a
banda em 1095 cm™, espera-se que esta tenha contribuicdes do estiramento
C=N e forte contribuicdo do estiramento da ligacdo C=S 327980; ainda, a banda
em 1208 cm?, referente aos estiramentos C-N, aparece em regido onde é

comum os estiramento das ligacées C-C e N-N 74,

Dada a complexidade das interacdes de bandas, a formagao do
ligante pode ser mais facilmente inferida se comparado seu espectro aos
espectros de seus reagentes de partida. Com base em tal fato, um dos
primeiros indicios observados de formacéo do ligante é a inexisténcia de uma
banda alargada na regido préoxima a 3195 cm?, a qual é referente aos
estiramentos do grupo -NH28!, o qual estd presente na 4-etil-3-

tiosemicarbazida e vacante no ligante (figura 3.6).
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100+

%T

50+

|
VNH2 3195,5

3375 3225 3075
1/cm

FIGURA 3.6- Espectros de absorcdo na regido do infravermelho do precursor
tiosemicarbazida (em azul) e do ligante CT-E (vermelho).

Outro indicativo é a auséncia da banda atribuida ao estiramento
C=0 que aparece em 1665 cm™ 82, presente somente no espectro do precursor
chalcona (figura 3.7a). O desaparecimento das duas bandas supracitadas,
referentes aos estiramentos dos grupos NHz e C=0, é esperado, uma vez que,
o ligante se forma em uma reacdo de condensacao envolvendo estes grupos.
Ainda, o surgimento de uma banda em 1525 cm™ no ligante (figura 3.7b),
atribuida ao estiramento C=N, banda ndo existente nos espectros dos

precursores, sugere também a formacao do ligante.

1001
1001
0 u\/
%T al
501 501
7 \
VC=0 1665 cm-! \/
‘ ‘ vC=N 1525cm® |
1650 1300 1550 1500
cm 1/cm
(a) (b)

FIGURA 3.7 - Espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos
precursores tiossemicarbazida (azul), chalcona (verde) e do ligante CT-E
(vermelho).
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As bandas referentes aos estiramentos das ligaces C=N e C=S
sdo importantes como diagnosticas na formagcdo dos complexos, pois, 0s
atomos de nitrogénio e de enxofre sdo os atomos coordenantes, e, portanto, é
esperada variagdo do numero de onda de absor¢cédo desses estiramentos apés
a coordenacdo ao metal. Deste modo, a formacdo dos complexos foi inferida
com base nos deslocamentos observados para essas bandas diagnosticas, as
quais sado aqui demonstradas na figura 3.8 nos espectros dos complexos
analogos [Pd(CT-E)] e [Pd(CT-E)2]Cl.. Mesmo procedimento foi realizado para
as duas séries de complexos e a tabela 3.3 mostra os valores de nimero de
onda para as bandas diagnosticas atribuidas nos demais ligantes e nos demais

complexos.

[Pd(CT-E),]

estiramento C=N

(1537 cm) — > estiramento C=5

(1060 cm-")

[PA(CTE)ICI,

estiramento C=N

(1598 cm-")
—

estiramento C=5
(1080 cm")

estiramento C=N
(1528 cm)

estiramento C=5
(1095 cmr )

I I
1000 500

I I I
2500 2000 1500

Nimero de Onda {:m'1}

I I I
4000 3500 Joono

FIGURA 3.8 - Espectros de absorcao na regiao do infravermelho do ligante CT-
E (vermelho), e dos complexos [Pd(CT-E)] (cinza) e [Pd(CT-E)2]Cla.
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Uma comparacdo entre os complexos apresentados permite
inferir que no complexo desprotonado, [Pd(CT-E)z], a ligagdo C=S & muito mais
afetada (Av= 35 cm) quando comparado com o complexo protonado, [Pd(CT-
E)2]Cl. (Av= 15 cm). Tal fato pode ser decorrente da estrutura desprotonada
ter maior conjugacao, permitindo uma maior deslocalizacdo dos elétrons T,
fortalecendo assim a ligacdo C-N com os nitrogénios adjacentes a tioamida, e
enfraquecendo a ligacdo C=S no processo de coordenacdo (formacédo da
tiosemicarbazona anidnica). Por outro lado, neste mesmo complexo, o
deslocamento do estiramento da ligagdo C=N é menos pronunciado (Av= 9 cnr
1), se comparado ao complexo protonado (Av= 70 cm), embora seja dificil a
atribuicdo precisa deste ultimo, devido ao perfil alargado das bandas nessa
regido.

TABELA 3.3 - Atribuicdes tentativas de bandas de acordo a literatura (para
ligantes 1420 e complexos 368),

Composto

CT-H

[Pd(CT-H).]CI,
[PA(CT-H):]

CT-M

[PA(CT-M)2]Cl2

[PA(CT-M)]

CT-E
[PA(CT-E).]CI2
[PA(CT-E):]

BT-H
[PA(BT-H).ICl.
[PA(BT-H).]

v(C=N) cm*
1514 (média-
forte)
1571 (forte)
1504 (forte)

1541 (muito
forte)

1601(muito
forte)

1548 (forte)

1528 (forte)
1598(forte)
1537(forte)

1593 (forte)
1523(forte)
1512 (forte)

v(C=S) cm

1072 (média)

1076 (fraca)
1070 (fraca)

1097 (forte)

1074 (fraca)

1058 (fraca)

1095 (forte)
1080(fraca)

1060 (fraca-média)

1092 (forte)

1097(muito fraca)

1075(fraca)
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BT-M 1552 (muito 1103 (média-forte)
forte)
[PA(BT-M)2]Cl. 1566 (forte) 1103 (muito fraca)
[PA(BT-M)] 1549 (forte) 1122 (fraca)
BT-E 1526 (muito 1078 (média)
forte)
[PA(BT-E).]Cl> 1562 (forte) 1074 (fraca)

[PA(BT-E)] 1546 (média) 1091 (fraca)

As variagfes nos numeros de ondas dos estiramentos atribuidos
para as ligagcbes C=S e C=N, de modo geral, foram significativas quando
comparados ligantes e complexos, 0 que permitiu inferir a formacdo destes

ultimos em ambas as séries.

Apesar de nado ser possivel tracar um perfil de tendéncia para a
variacdo desses estiramentos que abarque todos os complexos, é notoério que,
de modo geral, as variagdes nos numeros de onda das bandas atribuidas aos
estiramentos C=N e C=S variam, no mesmo complexo, inversamente: isto €&,
em complexos em que a ligacdo C=N se torna muito mais forte a ligagao C=S

se torna levemente mais fraca.

Tendéncia similar foi encontrada em espectros de absorcdo na
regido do infravermelho por Ali et. al (2012)% para complexos bisquelatos de
Pt(Il) com tiossemicarbazonas anibnicas, tendo sido comprovados por meio da
difracdo de raios-X que a ligagdo C=S no complexo diminui seu carater de
ligacdo dupla, enquanto as ligacdes C-N adjacentes a tioamida aumentam seu
carater de ligacdo dupla ap6s a coordenacéo.

3.4 - Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas € uma técnica facilmente capaz de
elucidar a estrutura de moléculas organicas simples a partir de padrées de

fragmentacdo. Para compostos de coordenacdo, no entanto, os fragmentos
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encontrados sdo bastante complexos e podem estar associados ndo somente a
guebra da molécula, mas também a possiveis associacdo de fragmentos que
sédo formados. Todavia, ela pode sugerir a existéncia ou ndo do composto de

interesse, observada a presenca do pico do ion molecular.

Na literatura, € encontrado o uso da espectrometria de massas
para complexos de paladio utilizando-se da técnica de ionizag¢ao por eletrospay
(ESI-MS) no modo positivo 8486 A tabela 3.2 apresenta os valores teéricos
esperados e os valores experimentais, do pico do ion molecular, encontrados
nos espectros de massas utilizando-se da técnica acima mencionada. Esses
valores sdo concordantes e sugerem, assim, a obtencdo de todos os

compostos.

TABELA 3.2 - Valores teodricos e experimentais do pico do ion molecular dos
complexos (espectrometria de massas no modo positivo para H¥).

m/z
Composto Tedrico Experimental
[Pd(CT-H)2]Cl2 667,09 667,19
[Pd(CT-M)2]Cl 695,00 695,00
[Pd(CT-E)2]Cl2 725,28 724,31
[PA(BT-H)2]Cl2 543,06 543,17
[PA(BT-M)2]Cl2 571,09 571,24
[Pd(BT-E)2]Cl2 599,13 599,17
[PA(CT-H)] 667,09 667,19
[PA(CT-M)] 695,00 695, 00
[PA(CT-E)] 723,00 723,00
[PA(BT-H)] 543,00 543,00
[PA(BT-M)] 571,09 571,17
[PA(BT-E)2] 599,13 599,23

A figura 3.9 apresenta os espectros teorico e experimental para o
complexo [Pd(BT-E)z], no modo positivo, com os ions H*, Na* e K*. Destaca-se
ainda que, em todos o0s espectros de massas dos demais complexos,

encontrou-se também o padréo isotépico para o paladio 8485,
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FIGURA 3.9 - Espectros de massas teorico e experimental do complexo
[PA(BT-E)2].

3.5 - Teste de Estabilidade: Medidas de Condutividade Molar

Uma vez que, os compostos tém como finalidade a aplicacdo
biolégica, existe a necessidade de solubilizacdo dos mesmos para realizacao
dos testes. Dado que, eles ndo sao solUveis em agua, porém, apresentam boa
solubilidade em um solvente comum e padrdo nesses testes, o DMSO, é
imprescindivel tentar compreender se tal solvente interage com 0os compostos,
muito embora mesmo com o0s complexos quadraticos planos possuindo dois

sitios axiais livres, seja improvavel a coordenagdo do DMSO ao Pd(ll).

Diante do exposto, foi entdo realizado o teste de estabilidade dos
compostos avaliando se a natureza de conducéo eletrolitica das duas séries se
mantinham intactas no maximo periodo necesséario para serem realizados 0s

testes biolégicos, 48h.

Para os complexos da série protonada, a coordenagcdo do
solvente pode alterar os valores de condutividade observados, enquanto a
série desprotonada, ndo-eletrdlito, pode passar a exibir carater eletrélito. Como

apresentado no grafico na figura 3.10, os valores de condutividade molar para
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0s doze complexos mostraram que oS mesmos mantiveram suas identidades

de eletrdlitos e nao eletrdlito por até 48h.

B Oh
E 2h
120 - B 16h
T[] [ 24h
100 — 10 mm- [148h
- sod | 1-[PA(CT-H)ICI,  7-[Pd(CT-H) ]
g 2 [PA(CT-M),ICl, 5- [PA(CT-M) ]
§ 60 3-[PACT-E),ICI, o-[PA(CT-E) ]
G 4 [PA(BT-H),ICI,  10- [PA(BT-H) ]
40
5-[PA(BT-M),ICI, " 11- [Pd(BT-M),]
20 - 6- [PA(BT-E),ICI, 12 [Pd(BT-E) ]
0- e I 1] o oo e oy,

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Complexos

FIGURA 3.10. Dados de condutividade molar dos complexos em 0, 2, 16, 24 e
48 horas.

Ressalta-se que, as pequenas variacdes encontradas nos graficos
para um mesmo composto sdo créditadas a variagdo das condicdes de
realizacdo dos experimentos, como variacdo da temperatura ambiente, por
exemplo. Entretanto, por ndo ser possivel mensurar qual a diferenca de
condutividade atrelada a coordenacao do solvente a série protonada, uma vez
gue, a coordencdo do DMSO ou saida de um dos ligantes ndo altera a sua
natureza de eletrélito 2:1, foi realizado o teste de estabilidade por
espectroscopia eletrbnica na regido do UV-Vis. A figura 3.11 apresenta 0s

espectros obtidos para um dos complexos, o [Pd(BT-H)z].
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FIGURA 3.11 - Teste de estabilidade em até 48 h por espectroscopia na regiao

do UV-Vis para o complexo [Pd(BT-H)2JCl., 10° molL* em DMSO
(transparéncia do solvente= 270 nm).

Seria esperada mudanca no perfil das bandas ou até mesmo o
surgimento de novas bandas, nos espectros, caso 0 solvente se coordenasse
ao paladio. Nenhuma dessas constatacdes € observada em espectros obtidos
para solucdo do complexo em DMSO em até 48 h. Deste modo, presume-se
gue, ndo ha coordenacao do solvente e este resultado € aqui estendido para os

demais complexos da série protonada.

3.6 - Espectroscopia eletrdnica na regiao do Ultravioleta-Visivel

Considerando-se a solubilidade dos compostos e o limite de
absorcdo do solvente, os espectros de absor¢do na regido do ultravioleta-
visivel (UV-Vis) dos ligantes e complexos foram obtidos em etanol
(transparente até 205 nm) em solucgéo diluida, 10> mol.L*. Nos espectros dos
ligantes observam-se bandas proximas a 330 nm, uma banda e um ombro, as
guais sao atribuidas a transi¢ées do tipo 1 - T* e n- * provenientes dos grupos
croméforos da molécula: NH2, C=C, C=N e C=S34. Os tipos de transicoes,
valores de absortividade molar e comprimento de ondas de maxima absorcéo

de ligantes e complexos sdo mostrados na tabela 3.4.
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TABELA 3.4 - Comprimentos de onda, absortividade molar e atribuicbes de

bandas.

Composto

mo*
n—1r*
A (emax)

TCML

A (Emax)

CT-H
CT-M
CT-E
BT-H
BT-M
BT-E

[PA(CT-H)2]Cl2

[PA(CT-M)2]Cl

[PA(CT-E)2]Cl

[PA(BT-H)2|Cl>

[PA(BT-M)2]Cl2

[PA(BT-E)]Cl2

[PA(CT-H)]
[PA(CT-M)3]
[PA(CT-E)]
[PA(BT-H):]
[PA(BT-M)2]
[PA(BT-E)2]

333 nm (37800)
333 nm (38400)
334 nm (42700)
329 nm (44500)
329 nm (37800)
329 nm (46600)
324 (35600)
330 (33600)
333 (30600)
320 (44700)
332 (27400)
339 (12800)
332 (31400)
335 (34000)
339 (36300)
322 (36400)
331 (42200)
332 (39100)

387 (20700)
387 (24900)
390 (25900)
373 (29600)
374 (21600)
370 (26400)
387 (21800)
386 (25400)
390 (29500)
375 (24100)
376 (31500)
376 (30900)

Os espectros dos complexos da série protonada e desprotonada

sdo apresentados, respectivamente, nas figuras 3.12 e 3.13, e é possivel

observar a presenca de maior nimero de bandas. Préximo a regido de 330 nm

bandas mais alargadas do que aquela encontrada no ligante, e sem a nitida

presenca de um ombro, parecem ser o desdobramento da banda antes
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observada no ligante. Essas bandas foram também atribuidas as transi¢cdes do
tipo - * e n- M6, ndo tendo sido observado significativo deslocamento do

comprimento de onda de absor¢céo (comparado ao ligante).

05+ n->n* |
TCML

PR L |

0 [ I
e . - [PA(CT-H)]
13!03_ - [Pd(CT-M),]
% -~ [PA(CT-E)]
% 0,24 ‘7 [Pd(BT- H) ‘
\ [PA(BT-M) ]\
014 - [Pd(BT-E)]

0,0 T T T T T T T T 1

300 400 500 600 700

A (nm)

FIGURA 3.12 — Espectros de absorcao na regido do UV-Vis dos complexos da
série desprotonada, obtidos em solucéo de etanol- 10° mol.L™.

0,6 -

| [Pd(CTH)Jcl,

\ — [Pd(CT-M)z]CIZ‘
\ — [Pd(CT-E)Z]CIZ‘
| [Pd(BT-H)ICI,
| [PdBT-M)ICI,
| [PdBT-E),ICI,

E3 (los‘cm'1.moI.L'1)

FIGURA 3.13 - Espectros de absorcédo na regido do UV-Vis dos complexos da
série protonada, obtidos em solucédo de etanol- 10 mol.L™.
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A presenca de bandas na regido de 372-389 nm, ndo existentes
nos ligantes, séo atribuidas a transferéncia de carga metal ligante (TCML): uma
vez que, o Pd(Il) tem como elétrons de valéncia os elétrons d8, sendo um ion
rico em elétron, este pode realizar a transferéncia de densidade para orbitais
moleculares vazios mais centrados nos ligantes. A presenca de bandas na
regido abaixo de 300 nm séo creditadas a transi¢cOes intraligantes. Ainda, ao
comparar os espectros das duas séries de complexos, observou-se de modo
geral que, os compostos analogos apresentam perfil de bandas similares,
praticamente sobreponiveis, com variagdes, no entanto, em seus valores de
absortividade molar. A figura 3.14 ilustra o que foi acima descrito e apresenta
ainda sobreposicdo dos espectros de dois complexos com seu respectivo

ligante BT-H.

U5
0,4

034 //

€ (10%.cm1.mol.L-1)

—— [Pd(BT-H),IC|)

[ PdETH))
—orH

024

!l

0,14

0,0 T T = 1
300 400 500 600
A (nm)

FIGURA 3.14 — Espectros de absorcdo na regidao do UV-Vis do ligante BT-H e
dos complexos [Pd(BT-H)2]Cl2 e [Pd(BT-H)2], obtidos em solugéo de etanol- 10°

5> mol.L.

3.7 - Difracdo de Raios X de Monocristal

As estruturas cristalinas de cinco dos seis ligantes sao inéditas,
com a resolucdo da estrutura ndo inédita pertencente ao grupo, enquanto todos
0s complexos e suas estruturas sao inéditos. Até o presente momento, foram
obtidos cristais aptos para difracdo de raios X para dois dos ligantes e cinco

complexos, dois da série protonada e trés da série desprotonada.
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Os dados refinados da difracdo elucidaram as estruturas dos
compostos mostrando que essas sao similares aquelas propostas tanto para os
ligantes quanto para os complexos, sendo o0s complexos bisquelatos
bidentados com ligantes coordenando-se pelos atomos de enxofre do grupo
tioamida e por um dos nitrogénios do grupo hidrazina, na conformacgéo cis.
Todos os complexos apresentaram geometria quadratica plana distorcida em
torno do centro metélico, com angulos N-Pd-S préximos a 170° (tabela 3.3).
Esses valores de angulos sao justificaveis dado o volume dos ligantes e a

formacado de metalociclos de cinco atomos apds a coordenagao.

Ainda, observa-se a coordenacdo do ligante tanto de forma
anidnica, para os complexos da série desprotonada, quanto na forma neutra do
ligante, nas estruturas da série protonada. Comparacdao das distancias de
ligacdo entre os atomos nas estruturas dos ligantes e na estrutura de seus
respectivos complexos bisquelatos apontaram mudancas significativas, sendo
as principais mostradas na tabela 3.3.

A citar como exemplo, a distancia S1-C2 no ligante BT-E é de
1.629 A, enquanto no complexo [Pd(BT-E)2] (figura 3.15), essa distancia
aumenta para 1.741 A, revelando pronunciada diminuigéo do carater T dessa
ligacdo apds a coordenacédo ao ion metdlico’. Em contrapartida, a ligacédo No-
C2 varia de 1.353 A, no ligante, para 1.294 A, no complexo, indicando um

fortalecimento do carater 1T apds a coordenacao.

FIGURA 3.15 - Estrutura dos ligantes BT-E e seu complexo [Pd(BT-E)z], com
elipséides com 30% de probabilidade.
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A comparacao dos dados de distancia de ligacdo do ligante CT-M
e de seu complexo de paladio da série protonada, [Pd(CT-M)2]Cl2 (figura 3.16),
mostrou tendéncia similar quanto a diminuicdo e fortalecimento do carater 1T
das ligacOes. Destaca-se aqui que, esta tendéncia corrobora com os dados
encontrados por meio das atribuicbes de bandas na espectroscopia na regido
do infravermelho, em que foi observado, de modo geral, o enfraquecimento da
ligacdo C=S e fortalecimento da ligagdo C=N nos complexos quando

comparados aos seus respectivos ligantes.

FIGURA 3.16- Estrutura do ligante CT-M e de seu complexo [Pd(CT-M):]Clz,
com elipsdides com 30% de probabilidade.



TABELA 3.3 - Selec¢éo de distancias de ligagdes e angulos dos compostos.

Composto

CT-M

[PA(CT-M)2]Cl2

BT-E

[PA(BT-E)2]

[Pd(CT-E)2]

[PA(CT-E):]ClI2

[PA(BT-M)]

Distancia (A) Angulo (°)

N3-C1 S:1-Co N2-C> Pd-S: Pd-Ns Nza-Pd-S1

[N3a-C1a] [S1a-C24] [N2a-C2a] [Pd-S1a] [Pd-Nsza] [N3-Pd-S1a] S1-Pd-Sia Na-Pd-Naa
1.436 1665 1.356 ] ] ] ]
[1.289] [1.668] [1.352]
1.295 1.699 1.337 2.257 2.075 171.04
[1.297] [1.713] [1.330] [2.248] [2.064] [171.66] 93.53 101.68
1.282 1.663 1.353 ; ; ] ; ;
1.297 1.741 1.294 2.241 2.106 167.42
[1.295] [1.749] [1.295] [2.258] [2.090] [168.31] 92.20 105.89
1.302 1.747 1.295 2.241 2.082 166.28
[1.307] [1.746] [1.300] [2.245] [2.103] [166.89] 91.92 106.53
1.295 1.710 1.334 2,255 2.069 168.03
[1.300] [1.703] [1.340] [2.259] [2.073] [167.36] 93.69 102.05
1.295 1.737 1.296 2.249 2.099 171.54 90.34 106.45

47
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Os dados das estruturas dos complexos [Pd(CT-E);] e seu
analogo da série protonada [Pd(CT-E)2]Cl2 (figura 3.17), mostraram, de modo
geral, similaridade para os angulos e distancias de ligacdo, excetuando a
distancia N2-C2 que para o complexo protonado foi maior, 1.334 A, enquanto
para o [Pd(CT-E)2] esta distancia foi de 1.295 A. Esta diferenca, ja esperada, é
resultado da auséncia do préton, o que aumenta o carater de ligacdo 1 em N2-
C2, na estrutura desprotonada, e portanto, nesse complexo, uma possivel

maior densidade eletrbnica em torno do metalociclo.

A figura 3.18 apresenta a estrutura cristalina resolvida para o
complexo [Pd(BT-M)2].

CaA A /
P “{cfA
N NBA
) R
».»

[PV

FIGURA 3.17 - Estrutura dos complexos [Pd(CT-E)2] e [Pd(CT-E)2]Cl2 com
elipséides com 30% de probabilidade.

C3

FIGURA 3.18 - Estrutura do complexo [Pd(BT-M)z] com elipséides com 30% de
probabilidade.
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3.8 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de

Hidrogénio

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de
hidrogénio permitiu inferir importantes informacdes sobre as estruturas obtidas.
A figura 3.19 apresenta o espectro de RMN de hidrogénio do ligante CT-M e as
atribuicdes dos sinais referentes aos hidrogénios da molécula. Os sinais foram
integrados tendo como referéncia, integral igual a 1, os sinais caracteristicos

dos hidrogénios A e B8L.

Os sinais de referéncia A (6.42 ppm) e B (7.08 ppm) tém
multiplicidade de dubletos e constante de acoplamento igual a 3Jxa-+e= 16Hz, 0
gue indica uma conformacéo trans desses hidrogénios 8 . Os sinais em 8.50
ppm e 7.69 ppm, C e D, respectivamente, foram atribuidos aos hidrogénios
ligados aos atomos de nitrogénios %6 e aqueles préximos a 7.56 - 7.32 ppm
aos hidrogénios dos anéis aromaticos da molécula . O sinal em 3.26 ppm é
referente aos hidrogénios da metila e apresenta-se como um sinal duplicado
(3.26 ppm e 3.25 ppm), uma consequéncia da restricdo da ligagdo Np-C do
grupo tioamida, o que promove dois ambientes quimicos para os nucleos de
hidrogénios da metila (E) %°8, gerando assim sinais de mesma intensidade.
Ressalta-se ainda que, os sinais em 7.26 ppm e 1.60 ppm séo referentes,
respectivamente, aos sinais do solvente, CDCls-d1, e a 4gua do solvente 89,
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FIGURA 3.19. Espectro de RMN de hidrogénio do ligante CT-M (em CDCls)
e atribuicdes dos sinais.
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Observados os sinais e valores de integrais esperados, a analise
do espectro do CT-M e dos demais ligantes permitiu concluir a obtencéo da
estrutura proposta para esses compostos. Uma vez que, apos a coordenagédo a
um ion metéalico muda-se a distribuicdo de densidade na molécula, € esperado,
com a complexagdo, observar mudancas nos deslocamentos quimicos dos
sinais dos hidrogénios no complexo gquando comparado ao seu respectivo
ligante. Assim, o espectro de RMN de hidrogénio e as atribuicdes dos sinais do
complexo [Pd(CT-M)2]JClz s&o mostrados na figura 3.20. Os valores de

deslocamento quimico sdo comparados com os do ligante livre na tabela 3.5.
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FIGURA 3.20 - Espectro de RMN de hidrogénio do complexo [Pd(CT-M)2]Cl2
(em CDCls) e atribui¢cdes dos sinais.

TABELA 3.5 - Valores de deslocamento quimico para os hidrogénios do ligante
CT-M e seu complexo da série protonada.

CT-M

[PA(CT-M):]CI2

Deslocamento quimico dos sinais de hidrogénio (em ppm)

A

6.42

6.80

B

7.08

7.64

C

8.50

13.51

D

7.69

9.81

E

3.26

3.14

AROMATICOS
7.24 -7.60

7.40 - 7.93

Com base na tabela 3.5, os valores de deslocamento quimico dos

sinais permitiram inferir a coordenacdo do ligante ao metal e algumas

observacgbes importantes sobre a distribuicdo de densidade devido a esse

processo:

o sinal

dos hidrogénios da metila, denominado E,

sofre

deslocamento para regido mais blindada do espectro, enquanto o hidrogénio D,

ligado ao nitrogénio adjacente, se desloca para regido mais desblindada. Esse

efeito poderia ser uma consequéncia de mudanca de densidade eletronica na
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regido da ligacdo N-C, apés a coordenacdo, retirando densidade eletrdnica de
regido proxima ao hidrogénio D e concentrando-a mais proximo dos
hidrogénios da metila, E. Esse maior enrijecimento da ligacdo C-N, torna ainda
mais restrita a rotacdo em torno dessa ligacdo, o que faz com que os
hidrogénios da metila experimentem dois ambientes diferentes, resultando na

observacdo de um sinal de menor intensidade em 2.94 ppm.

O sinal referente ao hidrogénio B desloca-se significativamente
para regido mais desblindada e aparece em meio aos hidrogénios aromaticos
(sinais na regido de 7.40 a 7.93 ppm), 0 que é justificavel devido a sua
proximidade ao atomo de nitrogénio coordenante: a coordenacédo ao metal, por
efeito indutivo, retira densidade da regido da ligacdo carbono-carbono, HgC-
C=N, deixando o hidrogénio B mais exposto ao campo magnético aplicado no
complexo, se comparado ao sinal no ligante livre. Ainda, a identificagdo deste
sinal foi feita observando-se a constante de acoplamento entre este e o sinal do
hidrogénio A (3JHa-HB= 16HZ).

Este dltimo, sinal A, sofre também deslocamento para regido mais
desblindada do espectro, porém, o efeito € menos pronunciado, e
deslocamento similar é observado para os hidrogénios aromaticos. O sinal do
hidrogénio C sofre o maior efeito de desblindagem devido a sua proximidade
aos dois grupos contendo os &tomos que se coordenam ao ion paladio, com a
existéncia deste sinal comprovando a coordenacdo do ligante em sua forma

neutra.

Para os demais complexos da série protonada, os quais foram
soluveis somente em DMSO-ds, ndo foi possivel a atribuicdo dos sinais, pois
estes encontram-se sem multiplicidade definida, e, destaca-se ainda o
deslocamento atipico do sinal da agua do solvente, que se desloca do valor

esperado, 3.30 ppm, para proximamente 4.30 ppm.

A partir das informacdes supracitadas, sugere-se entdo que, em
solucdo com DMSO deuterado, ocorre algum tipo de interacdo entre solvente,
agua e complexo, o que provocaria o perfil de sinais observado e o
deslocamento do sinal da agua.
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Em contrapartida, a série desprotonada apresentou espectros de
'HRMN a partir dos quais os sinais puderam ser atribuidos e inferida mais
claramente a coordenacdo. Uma comparacdo entre os valores encontrados
para o0os deslocamentos quimicos nos complexos da série protonada e
desprotonada com o ligante CT-M € mostrado na tabela 3.6, e uma
representacdo do efeito indutivo provocado pela coordenacdo em ambos os

complexos, € demonstrado na figura 3.21.
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FIGURA 3.21 - Representacdo do efeito indutivo nos complexos da série
protonada e desprotonada com o ligante CT-M. Setas pontilhadas em azul
claro representam menor intensidade do efeito.

TABELA 3.6 -Valores de deslocamento quimico para os hidrogénios do ligante
CT-M e seus complexos da série protonada e desprotonada.

Deslocamento quimico dos hidrogénios (em ppm)

A B C D E AROMATICOS

CT-M 6.42 7.08 8.50 7.69 3.26 7.24-7.60
[PA(CT-M)]Cl2 6.80 7.64 13.51 9.81 3.14 7.40 - 7.93
[PA(CT-M)2] 6.35 7.92 - 4.79 2.72 6.82 - 7.43

Destaca-se que, de modo geral, mesmo padrao de efeito indutivo
foi observado para o0s demais complexos da série desprotonada:
deslocamentos para regido de maior blindagem dos hidrogénios A, D e
aromaticos; enquanto o sinal referente ao hidrogénio B se desloca para regido
de menor blindagem. A tabela 5.11 apresenta os principais deslocamentos

guimicos observados entre complexos (C) e seus respectivos ligantes (L). Para
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os complexos com ligantes do tipo BT, considerou-se o deslocamento dos

hidrogénios da metila, aqui denominada de F.

TABELA 3.7 - Valores de deslocamento quimico para os hidrogénios dos
ligantes (L) e seus respectivos complexos (C) da série desprotonada.

Deslocamento quimico dos hidrogénios (ppm)

E A B D Aromaéticos
~ s
R \r\
N‘ /F'd
ot elt el el e L c
B 7F
. 7.27-7.44 6.83-7.31
[PA(CT-H)2]* 6.46 6.24|7.09 7.83|6.46 7.04| - © | (757767) (7.32-7.44)
[PA(CT-M);] 6.42 6.35|7.08 7.92|7.71 4.79| - - | 722-760 6.82-7.43
7.23-7.41  6.90-7.48)
[PA(CT-E);] 6.42 6.44|7.07 8.02|7.65 4.90| - - | (752-7.60) (7.23-7.32)
[Pd(BT-H);] 6.84 6.82|6.94 7.49|6.59 4.96|2.11 2.13| 7.28-7.49 7.30-7.43
[PA(BT-M);] 6.84 6.80|6.91 7.57|7.63 4.94(2.08 2.14| 7.28-7.49 7.16-751
[PA(BT-E);] 6.86 6.70|6.91 7.47 |7.57 4.85|2.08 2.04| 7.28-7.50 7.31-7.40
*Sinais obtidos em DMSO-de devido a solubilidade do complexo.

Sinais em coloracdo azul, entre parénteses, indicam as atribuicbes para o
segundo grupo fenil da molécula.
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PARTE Il: Complexo de Ni(ll) com Tiossemicarbazona
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4. Complexo de Niquel

Para investigacdo do papel do metal na atividade bioldgica, foi
sintetizado e caracterizado complexo de Ni(ll) com o ligante BT-M. Isto €, para
compreender se o papel do metal na atividade biolégica € somente estrutural,
por assegurar geometria quadratica plana, ou se este tem papel funcional, e,
portanto, a natureza do metal é fundamental para as atividades bioldgicas
observadas. Dada a sua finalidade, a discussdo aqui apresentada é pautada
em comparacOes entre as caracteristicas observadas para os complexo de
Ni(ll) e seu analogo de Pd(ll).

4.1 - Metodologia
4.1.1 - Sintese

A sintese do complexo [Ni(BT-M);] foi realizada de acordo o
esquema da figura 4.1. Em baldo de 50 mL, foram adicionadas 10 mL de etanol
e solubilizadas 139 mg (0,6 mmol) do ligante BT-M. Em seguida, adicionou-se
em dose Unica 150 mg (0,6 mmol) do acetato de niquel tetra hidratado e
observou-se a formagéo de precipitado (pé fino). Apés 3h de reagédo, o meio
reacional foi filtrado em funil de placa sinterizada, e o produto foi lavado com

125mL de agua. O produto foi mantido em dessecador por dois dias.

N N §
—~ S -~ =S, Ss ~
\F - Etanol Y Ni T
HN\N + NI(CH3C02)24 Hzo N\N N—N

¢ — > U
QM Refluxo (80°C) 2
3h

FIGURA 4.1. Esquema de sintese do complexo [Ni(BT-M)2].
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4.1.2 - Caracterizacoes

A descricdo metodoldgica e de instrumentacdo utilizada para
caracterizagdo do complexo de niquel é similar aquela descrita nos subitens do

item 2 (metodologia) para os complexos de paladio.
4.2 - Resultados e Discusséao

Os dados de rendimento, coloracdo, ponto de fuséo,
condutividade molar e analise elementar de C, N e H do complexo [Ni(BT-M):]
sao apresentados na tabela 4.1.

TABELA 4.1 - Dados do complexo [Ni(BT-M)z]. Valores tedricos da analise
elementar aparecem entre parénteses.

Condutividade

Ma(ss/?nlz)/llc))lar Rendimento Molar Coloracéo
9 (Q*.cm2.mol?)
523.34 83% 1.807 Verde Escuro
Ponto de Fuséo (°C) Analise Elementar
%C %H %N
213 -215 54.580 (54.870) 5.290 (5.760) 16.170 (16.000)

O resultado de condutividade molar do composto, realizado em
etanol, foi de 1.807 Q*.cm2.mol?, indicando que o complexo é néo eletrélito’2.
O mesmo foi filtrado como um p6 de coloracdo verde escura e apos
evaporacao lenta da solucdo mée formou-se precipitado cristalino. O complexo
de fundiu em faixa de temperatura entre 213-215 °C em liquido de cor verde-
amerelada. E os dados da analise elementar obtidos sugerem que o complexo
tem elevada pureza, pois, foram concordantes com os valores teoricos (na

tabela 4.1 apresentado entre parénteses).
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4.2.1 - Espectroscopia Eletronica de absorcdo na Regido do

Ultravioleta-Visivel

Espectros de absorcéo na regido do ultravioleta-visivel, obtidos
em concentracdo de 10° molL? em etanol, mostram que o perfil de bandas
observado para o complexo se difere bastante daquele do ligante, sugerindo a
formacao do complexo (figura 4.2). No ligante, a banda centrada em 329 nm, €
= 0,37 x 10°cm™*molL, atribuida as transicées do tipo n-r * e T-* referentes
aos grupos tiomida e hidrazina do ligante3, se desloca para regido do vermelho

no espectro do complexo, 350 nm e € = 0,42 x 10°cm~molL™.

Tal fato é devido ao aumento da conjugacdo do sistema que
diminui a energia entre os orbitais, fazendo assim com que as transi¢cdes
requeiram menor energia para acontecer®®. Acrescenta-se que no espectro do
[Ni(BT-M)z], esta banda apresenta perfil bastante alargado, o que pode ser um
indicio de que outras transi¢cdes, como transferéncia de carga metal-ligante,
contribua neste envelope %° . Além disso, absor¢cées na regido acima de 450 nm

podem ser indicios de transi¢cdes d-d permitidas por spin®?.

Ja a banda centrada em 263 nm (¢ = 0,39 x 10°cm?molL?) é
atribuida como banda intraligante com contribuigdo de transi¢cdes do tipo Tr-1*
provenientes dos anéis aromaticos®?, as quais, com a coordenacao,

experimentam efeito batocrémico.

0,5

n-t* —— INI(BT-M),]
*
Intraligante T

04

TCML

o
w
1

£0%.cm-Lmol.L-L)
o
N
1

o
o
1

0,0

T T T 1
300 400 500 600
A, nm

FIGURA 4.2 - Espectro do ligante e do seu complexo de Ni(ll). 10°mol.L?,
etanol (limite do solvente = 205 nm®3) .
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Comparacao entre os espectros dos complexos analogos de Ni(ll)
e Pd(ll) é feita na figura 4.3. Nela, observa-se que as bandas no ligante sofrem
maior efeito batocrémico no complexo de niquel, o que indicaria que nesse
complexo, se comparado ao analogo de Pd(ll), transicdes analogas requerem
menor energia para acontecer, evidenciando que a separacao energética dos

conjuntos de orbitais envolvidos é menor no complexo de niquel.

0,5 1

n-1* —— [Ni(BT-M),]
4 *
., |ntraligante s [PA(BT-M),]
'
& ] TCML
— 0,3
S
€
<
g 0,2
w)
S
®
0,1 1
0,0 T T T T T T 1
300 400 500 600
A, nm

Figura 4.3 - Espectro de absor¢éo na regido do UV-Vis do ligante BT-M e seus
complexos [Ni(BT-M)2] e [Pd(BT-M)2] (concentracéo = 10°mol.L%, em etanol).

A tabela 4.2 apresenta os valores de comprimento de onda, em
nandémetros; absortividade molar, x10°cm™molL?, para as principais bandas

destacadas nesta secao.

TABELA 4.2 - Comprimento de onda e absortividade molar maxima para as
principais bandas presentes nos espectros dos compostos.

Composto Intraligante 1'r—>1'r: 1ML
n—1r A (&max.)
A (Sméx.)
BT-M 329 (37800) -
[Ni(BT-M)2] 262 (39800) 350 (4180) -

[PA(BT-M)] 234 (39100) 331 (42200) 376 (31500)
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4.2.2 - Espectroscopia Vibracional de Absorcdo na Regido do

Infravermelho

A comparacdo das atribuicbes de bandas referentes aos
estiramentos C=N e C=S (bandas diagnosticas de formacdo do
complexo)326680 nos espectros no infravermelho do ligante BT-M e do
complexo [Ni(BT-M):2] sugere a formacgdo deste ultimo. A tabela 4.3 exibe os
valores desses estiramentos e a figura 4.4 apresenta os espectros do ligante e
do complexo, com as bandas atribuidas.

TABELA 4.3 - Valores da atribuicdo das bandas diagnostica de formacéo do
complexo.

Composto v(C=N)cm* v(C=S)cm?
BT-M 1552 (muito forte) 1103 (média-forte)
[Ni(BT-M),] 1546 (forte) 1049 (média)
\— [Ni(BT-M),]

|

Estiramento C=S
Estiramento C=N 1049 cm*
1546 cnr

WM'\’AW"‘WWT\/J\‘-\,’MV\(’!NNV’V‘M‘, . AN
CBTMoe A
f \ \
;\(u

|
Estiramento C=N — ‘ T
1522 cm | \1 Estiramento C=S
1103 cm*
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
cm’

FIGURA 4.4 - Espectros de Infravermelho dos compostos BT-M e [Ni(BT-M)z]
com atribuigdo de bandas diagnosticas da formagdo do complexo.
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E observado que os valores de deslocamento dos numeros de
ondas para as bandas diagnosticas seguiram a mesma tendéncia observada
para os complexos de Pd(ll), para os quais enquanto uma das ligacdes
fortalecia a outra diminuia o seu carater 1. Neste sentido, 0 nimero de onda
atribuido no complexo [Pd(BT-M)2] para o estiramento C=N, 1549 cm, é
préximo ao valor atribuido no seu analogo de Ni(ll), 1546 cm™; bem como a
variacdo do estiramento C=S do [Ni(BT-M)z], evidencia também uma
diminuicdo do carater 1 desta ligacdo“s, tal como observado para o [Pd(BT-
M)2]. Esta observagdo sugere que a distribuicdo de densidade ao redor do
metalociclo €, qualitativamente, igual nos complexos analogos de Ni(ll) e de
Pd(Il).

4.2.3 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética de

Hidrogénio

Para a investigacdo da complexacao, foi realizada a comparacgéo
entre os espectros de 'THRMN obtidos para ligante e complexo. Neste sentido,

€ aqui apresentado os espectros de ambos 0S compostos.

As atribuicbes dos sinais no espectro do ligante BT-M foram
realizadas utilizando como referéncia de deslocamento quimico o sinal do
solvente, CDCI3 & = 7.26, observando-se os sinais referéncia dos hidrogénios A
e B%, bem como os valores das integrais observados. Deste modo, a constante
de acoplamento calculada para os hidrogénios A e B foi de 3Jna+e= 16Hz,
indicando que os mesmos encontram-se em conformacao trans, com 0s sinais
dos hidrogénios ligados aos nitrogénios e os aromaticos atribuidos em regifes
esperadas para estes sinais®?66.87.88 O espectro do ligante é apresentado na
figura 4.5, na qual consta os valores das integrais e deslocamento quimico

obtidas para cada sinal.

O espectro de *HRMN do complexo [Ni(BT-M)z], figura 4.6, sugere
a formacdo do composto com base na comparacdo dos deslocamentos
guimicos atribuidos para os sinais dos hidrogénios do ligante e do complexo. O
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sinal referéncia de deslocamento quimico utilizado foi o do TMS (trimetilsilano,

5 =0.0) °° contido no CDCIz (solvente utilizado na andlise).
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FIGURA 4.5 - Espectro de *HRMN do ligante BT-M e atribuicdes dos sinais.
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FIGURA 4.6 - Espectro de THRMN do complexo [Ni(BT-M)2].
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A tabela 4.4 descreve os valores de deslocamento quimico para
os compostos BT-M (ligante, L), e [Ni(BT-M)2] (complexo, C). A titulo de
comparagdo, esta tabela apresenta ainda os valores de deslocamentos
guimicos encontrados no espectro do complexo analogo de Pd(ll), o [Pd(BT-
M)z].

TABELA 4.4 - Valores de deslocamento quimico (em ppm) para os complexos
analogos de Ni(ll) e Pd(ll) (C), com o ligante BT-M (L).

Deslocamento quimico dos hidrogénios (ppm)

A B D E F Aromaticos
C LiclLoliclLfclLilclilc]t ¢
- 7.28 - 7.15 -
[Ni(BT-M)2] | 6.84 | 6.59 | 6.91 | 8.21 | 7.63 | 4.42 | 3.26 | 3.13 | 2.08 | 2.63 7.48 7.50
[PA(BT-M);] | 6.84 | 6.80 | 6.91 | 7.57 | 7.63 | 4.94 | 3.26 | 3.08 | 2.08 | 2.14 77'259' 77'2358'

A partir dos dados da tabela 4.4, é observado que os dois
complexos seguem mesma tendéncia de deslocamentos quimicos, variando
somente na intensidade destes, com o complexo de Ni(ll) apresentando, de
modo geral, maior variacdo nos deslocamentos dos sinais se comparadas
aguelas apresentadas pelo ligante. A figura 4.6 descreve o efeito indutivo
observado nos dois complexos anélogos, com as setas indicando o sentido de

deslocamento da densidade eletrbnica.

FIGURA 4.7. Representacao de comparacao do efeito indutivo nos complexos.
As intensidades de cor das setas indicam a intensidade do efeito (cor mais
escura = efeito mais intenso), com as setas pontilhadas indicando regides em
gue este efeito é menos intenso.
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O efeito indutivo apresentado concorda com o0s resultados
encontrados na espectroscopia na regido do infravermelho, na qual observa-se
uma diminuicdo na distancia C=N, densidade se movendo do hidrogénio B e
dos hidrogénios F para a regido da ligacdo C=N; e aumento na distancia C=S,
para qual além da complexacdo ao metal, densidade seria retirada dessa
ligacdo pelo substituinte metila, 0 qual em ambos 0s compostos se encontra

em regido mais blindada do espectro de *HRMN se comparado ao ligante livre.

4.2.4 - Difracao de Raios X de Monocristal

A resolucao da estrutura cristalina do complexo [Ni(BT-M):], figura
4.8, mostrou que este, assim como os complexos de paladio, encontra-se em
conformacao cis com os ligantes se coordenando pelos &tomos de enxofre e
nitrogénio. Ainda, os angulos de ligacdo em torno do metalocentro, como por
exemplo, N3a-Ni-S1 = 160.81° e N3-Ni-N3a = 103.23°, indicam que o complexo
possui geometria quadratica plana distorcida mais pronunciada que seu
andlogo de paladio, provavelmente uma consequéncia da maior versatilidade
dos orbitais no Ni(ll) se organizarem espacialmente. Além disso, comprova-se
a auséncia do hidrogénio no N2, confirmando a coordenacdo anidnica da

tiossemicarbazona ao ion Ni(ll).

N1

Ni01 C2

N3
N2A ?/@NZ
- 1\

C3

FIGURA 4.8 — Estrutura cristalina do complexo [Ni(BT-M)z] com elipsoides de
30% de probabilidade.
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Embora as similaridades descritas, € observado que alguns
valores de distancia e angulo de ligacao variam significativamente ao comparar
o complexo de Ni(ll) com o seu analogo do ion paladio. A tabela 4.5 apresenta

esses valores para ambos 0s complexos.

Enquanto as distancias de ligacdo entre os atomos ligados aos
atomos coordenantes, como N3-Ci, N2-C2 e Si-Cz, variam pouco ao se
comparar os dois complexos; como esperado, devido aos tamanhos dos dois
ions, as distancias envolvendo a ligagdo metal-&tomos coordenantes
mostraram-se significativamente maiores no complexo de Pd(ll). A citar, a
variagdo em M-Si entre os complexos foi de 0,104 A e para M-Ns, esta
diferenca foi a aproximadamente 0,178 A.

Destaca-se que, esta mesma tendéncia € encontrada na
literatura, como em trabalho de Ramachandran et al (2012)% no qual os valores
das distancias nas estruturas de complexos de Pd(ll) e Ni(ll) contendo
tiosemicarbazonas e fosfina, mostraram significativa variagdo, com o complexo
de paladio apresentando as maiores distancias. Esta constatacdo estaria
relacionada ao tamanho dos raios ibnicos do Ni(ll) e do Pd(ll). Isto €, os orbitais
do Pd(Il) sdo mais difusos e portanto, podem se sobrepor satisfatoriamente (de
acordo a teoria do orbital molecular), estabelecendo a ligacdo a uma maior

distancia entre os ndcleos, se comparado ao Ni(ll).

TABELA 4.5 - Selecédo de distancias e angulos de ligacdo para os complexos
[Ni(BT-M)2] e [Pd(BT-M)2].

[Ni(BT-M)2] [Pd(BT-M)3]

Ns-C; 1.306 1.295
2 [N3a-Ci1a] [1.316]
S S1-Cz 1.746 1.737
’§ [S1a-C2n] [1.743]
2 No-C» 1.298 1.296
o [N2a-C2a] [1.299]
o M-S, 2.145 2.249
§ [M-S14] [2.135]
@3 M-Ns 1.916 2.099
(@)

[M-Nza] [1.926]
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N3a-M-S; 160.81 171.54
g & INeM-Sy] [160.57]
o S1-M-S
S K T=IA 91.16 90.34
()] «©
< g N3-M-N
sVTsA 103.23 106.4

4.2.5 - Teste de Estabilidade em DMSO (condutividade molar)

O teste de estabilidade do complexo [Ni(BT-M);] foi realizado em
DMSO, solvente utilizado nos ensaios bioldégicos em incubacdo por até 48 h,
sendo analisada a permanéncia de sua natureza de nao eletrdlito para avaliar a
possivel, porém improvavel, coordenacdo do solvente ao complexo. Os
resultados do teste sdo mostrados na figura 4.9, e indicam que, dentro desse
intervalo de tempo, 48 h, o complexo manteve-se como ndo- eletrélito %4, e,

portanto, conclui-se que n&o houve coordenacao do solvente ao complexo.

Condutividade Molar do [Ni(BT-M),] em DMSO

1.4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

0

16 h 24 h 48 h

FIGURA 4.9 - Grafico com resultados da condutividade molar do complexo
[Ni(BT-M)z] por até 48h em DMSO (10-2 molL%; transparéncia do solvente = 270
nm).

-

Q- emmol!
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4.3 - Breves Consideractes

As caracterizacdes apresentadas sugerem a formacdo da
estrutura proposta para o complexo de Ni(ll), sendo ele um analogo do
complexo de Pd(Il) da série desprotonada, o [Pd(BT-M)z]. Ainda, os resultados
das caracterizacdes sugerem significativa similaridade estrutural entre estes
compostos. Deste modo, em um quadro comparativo, 0s resultados aqui
expostos respaldam a investigacdo do papel do metal nas atividades

biol4gicas.
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5. Resultados dos Ensaios Biolégicos e Docagem Molecular

5.1 - Ensaios de ICso (Concentracao de Inibicao de 50% da
Viabilidade Celular)

O ensaio de citotoxicidade dos complexos foi realizado, como
descrito na metodologia, pelo método MTT. Este método colorimétrico consiste
em utilizar a capacidade de enzimas mitocondriais, de células viaveis,
reduzirem o sal de tetrazdlio (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazdlio), em formazan (figura 5.1), um composto de coloracdo roxa
escura. Deste modo, apds incubacédo, a detec¢do de cor, e sua intensidade,
indicam que as referidas enzimas estdo ativas, e portanto, existem células

vivas?6.97,

S
S S
S>/ \%N
—N
N\
N%N{ NN
e /N +2H l!l
N \N/ ~
Br HBr
MTT MTT Formazan

(coloragdo roxa)

FIGURA 5.1 - Reacdo de formacdo do MTT formazan, indicacdo colorimétrica
de viabilidade celular.

A partir de curva dose-resposta, analisou-se a concentracao
capaz de inibir 50% da viabilidade celular (valor de ICso) apdés 48h de
incubacdo dos compostos com células das linhagens tumorais de mama MCF-
7 e de prostata DU-145, bem como com a linhagem ndo tumoral de préstata
PNT2, com a finalidade de avaliar se existem diferencas de atividades
citotoxicas entre uma linhagem tumoral e uma n&o tumoral, indicando possivel
preferéncia de atuagdo dos compostos. Os resultados destas analises constam

na tabela 5.1, sendo também plotados nos graficos das figuras 5.2a e 5.2b, no
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gual os valores referenciais sdo aqueles descritos para o farmaco padrdao nas

referidas linhagens, a cisplatina®.

TABELA 5.1 - Valores de IC50 dos compostos testados frente as linhagens
tumorais MCF-7 e DU-145, e ndo tumoral PNT2.

ICs0 ( pmol-L?)

PNT2 DU-145 MCF-7
CT-H - >100 >50
CT-M - >100 >100
CT-E - >100 >100
BT-H - >100 >100
BT-M - >100 >100
BT-E - >100 >100
[PA(CT-H).]Cl2 1,51 £ 0,07 3,17+0,32 2,65+0,21
[PA(CT-M)2]ClI> 1,69 +0,23 >50 >50
[Pd(CT-E)2|Cl> 22,11 + 0,15 >50 >50
[PA(BT-H).Cl, 0,86 + 0,16 7,39 £0,25 1,50 + 0,45
[PA(BT-M)2]Cl> 0,69+ 0,19 0,35+ 0,04 1,49 £0,15
[PA(BT-E).|Cl> 1,19+ 0,24 2,14 + 0,09 2,42 +0,72
[PA(CT-H),] 1,01+£0,13 3,17 +£0,09 0,907 £ 0,078
[PA(CT-M)2] 3,89+ 0,26 12,00 +1,75 >50
[PA(CT-E),] >50 >50 >50
[PA(BT-H)2] 0,83 +0,02 0,22 £ 0,02 0,41 +0,10
[PA(BT-M)] 0,39 + 0,07 0,97 + 0,04 0,56 +0,06
[PA(BT-E);] 1,09 £ 0,04 4,49 + 0,19 0,91 + 0,06
[Ni(BT-M)_] >50 - -
Cisplatina 11,74+ 1.20 15,00 £ 1,40 19,90 + 4,20
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FIGURA 5.2 - a) Grafico em barras com os valores de ICso € 0 erro padrao
(SEM) para os complexos da série desprotonada e farmaco padréo cisplatina.
b) Gréafico em barras com os valores de ICso e 0 erro padrdo (SEM), para os
complexos da série protonada e farmaco padréo cisplatina.
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Observou-se que os padrdes de inibicdo da viabilidade celular
para compostos analogos das duas séries foram similares, indicando que a
citotoxicidade in vitro nao difere significativamente devido a presenca do
proton. O composto mais ativo foi o [Pd(BT-H)z], o qual, para a linhagem MCF-
7 apresentou ICso igual a 0,22 + 0,02 ymol-L* e 0,41 + 0,10 ymol-L?, para a
linhagem DU-145, sendo, portanto, em média de 50 vezes mais ativo que a
cisplatina nas linhagens testadas. Salienta-se que, de modo geral, os ligantes
tiossemicarbazonas apresentaram ICsp substancialmente maior que seus

respectivos complexos.

Esta constatacdo esta de acordo com a literatura, pois, € descrito
gue a complexacdo aos centros metalicos € de suma importancia para
potencializacdo das atividades citotoxicas desses compostos. Nesse sentido, 0
trabalho de Hernandez et al (2013)%° apontaram resultados similares para
complexos bisquelatos de Pd(ll) contendo tiossemicarbazonas, com os ligantes
apresentando ICso maior que 25 pmol-L1, enquanto o complexo mais ativo
apresentou valores de 0,01 ymol-L* e 0,13 ymol-L?, respectivamente, para as
linhagens DU-145 e MCF-7.

A tendéncia geral observada para ambas as séries de complexos
de Pd(Il) mostrou que os complexos de menor massa molar e com substituintes
de menor volume na posicao R: (figura 5.3) apresentaram maior citotoxicidade
frente as linhagens tumorais testadas. Ja a variacao de substituintes em R2 ndo
demonstrou mudanca significativa dentre os complexos do tipo PdBT, enquanto
nos complexos em que Ri € um grupo fenil, PdCT, as alteracbes no
substituinte R2 geraram diferencas significativas nos valores de ICso. A FIGURA
5.4 apresenta a relacdo entre a massa molar (g-molt) e a média dos valores de

ICso frente as linhagens tumorais testadas para cada complexo.
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FIGURA 5.3 - Estrutura geral dos complexos de Pd(ll) com ligantes
tiossemicarbazonas. R1 = metil ou fenil (PdB e PdC, respectivamente); Rz =

hidrogénio, metil ou fenil; e R3= hidrogénio para a série protonada.
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FIGURA 5.4 - Gréafico das massas molares (g-mol™) versus média dos valores
de ICso (umol-L?) para as linhagens tumorais testadas, em escala logaritmica
(complexos das série protonada =[Pd(L)2]Clz; e série desprotonada= [Pd(L)2]).

Tal tendéncia ndo é fielmente seguida quando se trata da
linhagem nao tumoral de préstata, PNT2. Nela, os complexos analogos [Pd(BT-
M)2] e [Pd(BT-M)2]Cl2, complexos com os segundos valores de menor massa
em suas respectivas séries, sdo 0s que apresentam os menores valores de
ICs0, 0,39 + 0,07 umol-L* e 0,69 + 0,19 umol-L*, respectivamente. Ademais, 0s
complexos analogos [Pd(BT-M)2] e [Ni(BT-M)z] apresentaram expressiva
diferenca de citotoxicidade, sugerindo que esta atividade biologica seja

dependente da natureza do metal.

Ao confrontar a citotoxicidade dos complexos de Pd(ll) nas
linhagens tumorais e na linhagem nao tumoral de prostata, PNT2, nota-se que
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0s compostos foram mais citotoxicos frente a linhagem néo tumoral, indicando
gue o0s mesmos atuam, dentre as linhagens testadas, sem exibirem

preferéncia.

Comparacao entre o complexo protétipo, contendo os co-ligantes
fosfinico e clorido, [PdCI(BT-M)(P(4FPh)s], com seus analogos bisquelatos de
Pd(Il) e Ni(ll), foi realizada avaliando-se a inibicdo de 50% da viabilidade celular
frente & linhagem tumoral de mama MDA-MDB-231. Os resultados encontrados
sdo mostrados na tabela 5.2, ao qual é ainda exibido o ICso do farmaco padrao,
cisplatina®,

TABELA 5.2. Valores de ICsp dos compostos testados frente a linhagem
tumoral de mama MDA-MDB-231.

ICs0 ( pmol-L? )

MDA-MDB-231
BT-M >25
[PdCII(:I;I:FO—IEA?(tIiDF()AloFPh)ﬂ 0,56+0,1
[Pd(BT-M).] 0,43 + 0,03
[Ni(BT-M)z] >12
Cisplatina 67

Com base nos dados da tabela 5.2, o complexo bisquelato de
Pd(Il) mostrou-se o mais citotoxico dentre todos os complexos testados, 0,43 +
0,03 umol-L*; entretanto, a diferenca entre este e o complexo protétipo néo foi
tdo pronunciada, ao contrario do que é observado para o complexo analogo de
Ni(ll), que apresenta ICso 27,5 vezes maior que o complexo [Pd(CT-M)z],
reforcando que a natureza do metal pode ser fundamental para a atividade

citotoxica.
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5.2 - Docagem Molecular para estudos de interacdo com a
enzima TOPOIlla
A partir das estruturas cristalinas de quatro complexos, [Pd(CT-
M)2]Clz2, [Pd(CT-E)2]Cl2, [PA(BT-M):] e [Pd(BT-E):], foram realizados célculos de
docagem molecular para estudo de possiveis sitios de atuacdo dos compostos,
avaliando-se a interacdo com o sitio da ATPase (da TOPOIla), e o sitio de
clivagem (complexo clivado), onde atua o etoposido. Uma vez que, busca-se
estudar a relacdo estrutura-atividade, as interagcdes observadas na docagem

molecular s&o aqui comparadas em pares.

Nesta perspectiva, o complexo [Pd(CT-E)2]JClz, figura 5.5a,
apresentou interacdo do tipo ligacdo de hidrogénio com a citosina 14 (DC14);
do tipo 1-enxofre com a metionina 1055 (MET1055); hidrofébica 1r-sigma com
a metionina 1055 (MET1055) e ligacdo de hidrogénio ndo convencional (T-
doador) com a citosina 11 (DC11). Enquanto isso, o complexo [Pd(BT-E)]
(Figura 5.5b), que se difere do complexo acima mencionado pela presenga de
um grupo metila ao invés de um dos grupos fenil e pelo ligante coordenar-se
aniébnicamente ao Pd(ll), apresentou interacdo do tipo ligacédo de hidrogénio, no
entanto, com a timina (DT11). Ainda, enquanto a natureza da interacdo com a
metionina 1055 se diferiu, sendo interacdo do tipo hidrofobica alquila, o
composto apresentou interagcédo adicional com a metionina 1051 (ME1051), do

tipo T—alquila.

As imagens geradas mostrando as interagcdes dos complexos
(exceto as de hidrogénio e intramoleculares, para melhor visualizacdo) séo
apresentas na figura 5.5¢ (composto [Pd(CT-E)2]Cl2, 5.5a) e 5.5d (composto
[PA(BT-E)2], 5.5b).
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FIGURA 5.5 - A) Estrutura cristalina do complexo [Pd(CT-E)2]Clz; B) Estrutura
cristalina do complexo [Pd(BT-E)2] ; C) Representacdo da interacdo do
complexo [Pd(CT-E)2]JCl2 com o complexo clivado ; D) representacdo das
interac6es do complexo [Pd(BT-E)2] com o complexo clivado.

Para o complexo [Pd(CT-M)2]Cl2 (figura 5.6a) observou-se
interacdo do tipo hidrofébica m-alquila com a metionina 1055 (MET1055) (figura
5.6¢), sendo as restantes intramoleculares. J& o complexo [Pd(BT-M):] (figura
5.6b), que também se difere pela troca de um grupo fenil por um metila e pela
coordenacdo anidnica do ligante ao Pd(Il), apresentou maior numero de
interacdes, inclusive, com outros residuos de amino&cidos (figura 5.6d):
interacdo do tipo ligacédo de hidrogénio com a guanina 6 (DG6) e com a serina
1052 (SER1052), do tipo hidrofébica alquila com a metionina 1051 (MET1051)
e tr-alquila com a metionina 1055 (MET1055), além de ponte dissulfeto (1 -
enxofre) com a metionina 1055 (MET1055).
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FIGURA 5.6 - A) estrutura cristalina do complexo [Pd(CT-M)2]Clz; B) Estrutura
cristalina do complexo [Pd(BT-M)z]; C) Representacdo da interacdo do
complexo [Pd(BT-M)2]Clz com o complexo clivado; D) representacdo das
interagdes do complexo [Pd(BT-M)z] com o complexo clivado.

Sobre a influéncia da estrutura dos compostos para as interacdes
observadas, e a partir do quadro comparativo feito entre os pares de
complexos, pode-se observar que mudancas no grupo Ri dos complexos
podem gerar efeitos na estrutura que levam a diferentes tipos de interacdes
com diferentes residuos, com os complexos de menor volume e da série

desprotonada apresentando maior numero de interacdes.

Os resultados demonstram ainda que os complexos ndo possuem
afinidade pelo sitio ATPase, mas fraca afinidade no dominio de clivagem, a
qgual foi demonstrada acima. Percebe-se, entretanto, que, 0s complexos
interagem com o DNA enquanto complexo ternéario (DNA-Complexo-Proteina),

e, portanto, sugere-se que os complexos analisados, em caso de inibicdo
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enzimatica, atuem na estabilizacdo da clivagem do DNA pela TOPOlIla,
apresentando assim perfil de veneno da TOPO, similar ao etoposido, porém,

interagindo muito mais fracamente.

Uma vez que, estudos sugerem que a planaridade da geometria
do composto seria importante para interacdes no dominio da ATPase*®, e
estudos de docagem molecular, como aquele apresentado por Da Silva et al
(2019)#° apresentam compostos ndo planares exibindo interacdes com o sitio
de alocacado do etopésido, talvez a geometria dos complexos, quadratica plana
distorcida, tenha sido um dos fatores responsaveis pela ndo afinidade com o

sitio da ATPase.

Adicionalmente, em trabalho recente de Rocha et al (2019)% foi
demonstrado que complexos de Pd(ll) contendo ligante tiosemicarbazona
exibiram maior nimero de interagdes e melhor encaixe no dominio da ATPase
da TOPOIlla se comparado a analogos contendo tiosemicarbazida, ligante de
menor volume (figura 5.7). Comparando este dado, maior eficiéncia de
alocacao no sitio da ATPase para complexos com maior volume, com os dados
obtidos nas docagens do presente trabalho, presume-se que a rigidez da
geometria dos complexos de Pd(ll) contendo duas unidades de ligantes
tiossemicarbazonas seja uma configuracdo nédo ideal para interacdo com a

TOPOIla, embora estes apresentem alta citotoxicidade.

\ = .

FIGURA 5.7 - Extraido de Rocha et al (2019). Complexos de Pd(Il) contendo
(a) tiosemicarbazida (X = I") e (b)tiossemicarbazona (X=N3s’). Setas indicam as
iImagens de docagem molecular obtidas para esses compostos em estudo de
interacdo com o dominio da ATPase da TOPOlIla.
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5.3 - Titulacdo Espectroscoépica de na Regido do UV-Vis com o
DNA

A titulagdo com o DNA é comumente utilizada no estudo da
interagdo de complexos com o DNA permitindo identificar por meio das
modificacdes em bandas caracteristicas o tipo de interacdo e sua forca.
InteragOes por intercalagcéo, por exemplo, sdo caracterizadas pelo surgimento
de hipocromismo e batocromismo devido as interacdes m-m entre composto e
as bases do DNAS8; enquanto o hipercromismo esta associado a outros modos
de interagdo, como ligacdes covalentes e interaces eletrostaticas®. Ainda, a
constante de forca da ligacdo entre o composto e o DNA, Ky (razdo entre o
coeficiente linear e o angular obtidos a partir de um grafico de Ao/(A-Ao) Vs

1/[DNA]), pode dar indicios desse tipo de interacéo.

Assim, a titulacdo espectroscopica com o DNA foi realizada para
0s complexos de paladio, da série protonada e desprotonada, monitorando-se
a banda de maior absortividade molar desses compostos (atribuida as
transicbes do tipo m-m*), e adicionando-se solucdo de ct-DNA. A tabela 5.3
apresenta os valores de comprimento de onda, A, em nandmetros, de maxima
absorcdo das bandas observadas a partir da titulacdo e os valores de Kbp

calculados.

TABELA 5.3 - Dados da titulacdo espectroscépica do DNA com os complexos
de Paladio.

Titulacdo
A (nm) Kb (10* mol2.L)
[Pd(CT-H)2]Cl2 329 1,55
[PA(CT-M)2]Cl2 326 2,04
[Pd(CT-E)2|Cl2 353 7,46
[Pd(BT-H)2]Cl2 323 1,86
[Pd(BT-M)2]Cl2 335 1,51
[Pd(BT-E)2]Cl2 335 4,46
[PA(CT-H)2] 330 1,21
[PA(CT-M)2] 338 3,3
[Pd(CT-E)] 350 14,2

[PA(BT-H)2] 324 1,87
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[Pd(BT-M)3] 332 1,22
[PA(BT-E)2] 335 1,16

Com ressalva do [Pd(BT-H)z], todos os complexos apresentaram
efeito hipocrébmico com a adicdo do ct-DNA, ndo sendo possivel observar
efeitos batocromico ou hipsocrémico. De modo geral, ndo foram observadas
diferencas muito significativas ao comparar complexos anélogos das duas
séries, excetuando-se pelos complexos contendo o ligante BT-E, sendo o Ky do
complexo da série protonada 3,8 vezes maior (4,46x10% mollL) que seu
analogo da série desprotonada (1,16x10% molL). Maior destaque é dado para
os complexos [Pd(CT-E)2]Clz e [Pd(CT-E):], os quais apresentaram 0s maiores
valores de Kb, 7,46x10* mol2.L e 14,2x10° mollL, respectivamente, indicando
gque o complexo da série desprotonada interage mais fortemente que seu

anélogo.

Deste modo, é observado que os complexos com maior volume,
complexos [Pd(CT-E)2], [Pd(CT-E)2]JCl2 e [Pd(BT-E)2]Cl> (figuras 5.8, 5.9 e
5.10, respectivamente) sdo os que interagem mais fortemente com o DNA. As
magnitudes da constante de forca da ligagéao, K, no entanto, indicam que estes
e os demais complexos interagem diferentemente de um intercalador classico,
como o brometo de etidio (Kb =1,4 x 108 mol'L)!%°. Deste modo, acredita-se
gue outros tipos de interacfes mais fracas, como interacdo eletrostética,

estejam associados aos valores de Kp encontrados.

Acrescenta-se que, para o complexo protétipo, contendo co-
ligante fosfinico e clorido, o resultado da titulagdo foi similar, indicando Kp =

4,0x10°%, o qual foi atribuido a interacGes eletrostaticas.
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FIGURA 5.8 - Grafico Absorbancia vs Comprimento de onda dos espectros de
absorcdo do complexo [Pd(CT-E)2] na presenca de adicdes de ct-DNA.
[Complexo] = 2x10° molL?, [DNA]= 0 - 6x10° molL1. Gréfico inserido: Ao/(A-Ao)
vs 1/[DNA].
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FIGURA 5.9 - Grafico Absorbancia vs Comprimento de onda dos espectros de
absorcdo do complexo [Pd(CT-E)2]Cl2 na presenca de adigdes de ct-DNA.
[Complexo] = 2x10° molL?, [DNA]= 0 - 6x10-° molL™. Gréfico inserido: Ao/(A-Ao)
vs 1/[DNA].
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FIGURA 5.10 - Grafico Absorbancia vs Comprimento de onda dos espectros de
absorcdo do complexo [Pd(BT-E)2]JClz na presenca de adigbes de ct-DNA.
[Complexo] = 2x10° molL?, [DNA]= 0 - 6x10-° molL™. Gréfico inserido: Ao/(A-Ao)
vs 1/[DNA].

5.4 - Interacdo com o DNA Via Eletroforese em Gel de Agorose

Uma das formas de avaliar a interacdo dos compostos com o
DNA ¢é através da corrida eletroforética em gel a base de agarose: com
aplicacdo de um campo elétrico, o0 DNA, que possui carga negativa em pH
fisiolégico, 7,4, se move em direcdo a um polo positivo (anodo). A mobilidade
do DNA, entretanto, depende do seu formato e da sua massa, com maiores
massas se deslocando em menor velocidade; e formas mais compactas se
deslocando em maior velocidade entre os poros da matriz de agarose. Ao final,
o gel é introduzido em solucdo de brometo de etidio, a qual é capaz de corar 0
DNA para que seja feita uma fotodocumentagdo com luz ultravioleta. Se um
composto é capaz de interagir com o DNA, modificando sua forma ou estrutura,
bandas diferentes da banda padrédo de corrida do DNA estardo presentes no

gel revelado?®.

Diante do exposto, para os complexos mais citotéxicos, [Pd(BT-
H)2], [Pd(BT-M)2], [Pd(BT-H)2]Cl2> e [Pd(BT-M)2]Cl2, e para o complexo [Ni(BT-
M)z] foram realizados ensaios de corrida eletroforética para avaliar se 0 DNA
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seria 0 alvo bioldgico desses compostos. Os complexos foram solubilizados em
DMSO e incubados com o plasmideo PBR322 por 24h. Os resultados dos
ensaios sao apresentados nas figuras 5.11 (complexos da série desprotonada

e complexo de Ni(ll)) e 5.12 (complexos da série protonada).

__[Pd{BT-H),]___  __ [Pd{BT-M),]___ ___[Ni(BT-M),]___

c+ C- 1 10 50 1 10 50 1 10 50 (umol-L)
— S — —— - — -

h, e - — - - — 0 -  — e

FIGURA 5.11 - Fotodocumentacdo da eletroforese em ensaio de avaliacdo da
capacidade de interagdo com o DNA dos complexos [Pd(BT-H)z] [Pd(BT-M):]) e
[Ni(BT-M)2]. C- (controle negativo): plasmideo (5% (v/v) DMSO). C+ (controle
positivo): DNA e cisplatina.

FIGURA 5.12 — Fotodocumentacéo da eletroforese em ensaio de avaliacdo da

__[PA(BT-H),JCI, _  _ [PA(BT-M),]CI, _
¢+  c- 1 10 5 1 10 50 gumelL)
. -
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capacidade de interagdo com o DNA dos complexos [Pd(BT-H):]Cl. e [Pd(BT-
M)2]Cl.. C+ (controle positivo): DNA e cisplatina. C- (controle negativo):
plasmideo (5% (v/v) DMSO). C+ (controle positivo): DNA e cisplatina.

Nestes ensaios, o controle negativo (c-, composto pelo plasmideo
e DMSO) apresenta somente duas bandas, referentes as estruturas relaxada e
superenovelada do DNA, representando, portanto, o padrao de corrida normal
do DNA. E sabido que, a cisplatina interage com o DNA e altera a mobilidade
eletroforética deste, resultando na observacdo de diversas bandas de DNA
(controle positivo, c+). Deste modo, a comparacédo do padrédo observado nos

controles positivo e negativo permite inferir que os complexos néo interagem



84

com o DNA, pois, mesmo padrédo de bandas observado nos controles negativos
esta presente nas linhas referentes as corridas dos complexos, e se diferem

bastante do padrdo encontrado no controle positivo.

Ainda, ressalta-se que, os resultados aqui apresentados sao
concordantes com os resultados da titulacdo espectroscépica com o DNA,
sendo também similar ao resultado encontrado na eletroforese do complexo
prototipo [PACI(BT-M)(P(4FPh)s], o qual ndo interage com o DNA.

5.5 - Interacdo com a TOPOIlla Via Eletroforese em Gel de

Agarose

A inibicdo da enzima TOPOIlla foi avaliada apo6s incubacédo da
enzima com o plasmideo superenovelado PBR322, e com os quatro complexos
de paladio mais citotoxicos ([Pd(BT-H)z], [PA(BT-M)z], [Pd(BT-H)2]Cl> e [Pd(BT-
M)2]Cl2), bem como com o complexo de niquel ([Ni(BT-M)z]). Uma vez que a
enzima é capaz de relaxar o DNA superenovelado, é esperado que com a
inibicdo desta sejam visualizadas bandas fortes de DNA superenovelado.
Acrescenta-se que, este teste € validado pelo teste de interacdo com o DNA via
eletroforese, o qual mostrou que os complexos ndo sao capazes de alterar a
mobilidade eletroforética do DNA. Isto é, caso haja alteracdes nos padrées de
bandas do DNA, estas devem ser consequéncia de atividade da enzima
TOPOlla.

No presente ensaio, 0 controle negativo € composto pelo
plasmideo e 1,5 pL de DMSO (mesmo volume de solugdo dos compostos
adicionado em cada amostra); enquanto o controle positivo consiste no
plasmideo superenovelado incubado com a TOPOIlla e 1,5 pL de DMSO. A
figura 5.13 é a fotodocumentacdo do ensaio eletroforético acima descrito para

0s complexos da série desprotonada e o complexo de Ni(ll).
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[Pd(BT-H),]_  _[Pd(BT-M),]_  _[Ni(BT-M),]_
C- C+ 1 10 50 1 10 50 1 10 50 gmoiLY

DNA:

Relaxado b

Superenovelado

FIGURA 5.13 — Fotodocumentacéo da eletroforese em ensaio de avaliacdo da
capacidade inibitéria da enzima TOPOIlla pelos complexos [Pd(BT-H);] ,
[PA(BT-M)2] e [Ni(BT-M)2]. C-: plasmideo (5% (v/iv) DMSO). C+:
DNATopoisomerase-plasmideo.

E notavel que nenhum dos compostos foi capaz de inibir a
TOPOIla, pois, em todas as linhas referentes aos complexos existe a presenca
de banda referente ao DNA relaxado, as quais sdo parecidas aquela
encontrada no controle positivo. Resultado similar foi encontrado para os
complexos analogos da série protonada, o qual € apresentado na figura 5.14.

_[PA(BT-H),]Cl,_  _[Pd(BT-M),]CI,_
C- C+ 1 10 50 1 10 50 (umol-L™)

DNA:

Relaxado

Superenovelado

FIGURA 5.14 - Fotodocumentacado da eletroforese em ensaio de avaliacdo da
capacidade inibitéria da enzima TOPOIlla pelos complexos [Pd(BT-H)2]Clz e
[PA(BT-M)2]Cl2 . C-: plasmideo (5% (v/v) DMSO). C+: DNATopoisomerase-
plasmideo.

Destaca-se que, estes resultados sdo concordantes com aqueles
descritos na docagem molecular, a qual indicou que os complexos né&o
possuem afinidade com a enzima TOPOIlla. Ainda, estes resultados se
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contrapbem aqueles observados para o complexo protétipo [PdACI(BT-
M)(P(4FPh)s], o qual, em mesmo tipo de ensaio, foi capaz de inibir a enzima
TOPOIlla em concentracdo igual a 12, umol-Lt. Neste sentido, uma das
racionalizacdes feitas € que, embora também volumoso, o complexo protétipo
seria mais versétil devido a possibilidade de flexibilizagdo dos co-ligantes
fosfinico e haleto, possibilitando que estes pudessem, por exemplo, se alocar
no sitio da ATPase, ao contrario dos complexos bisquelatos por possuirem

estruturas mais rigidas.
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6. Consideracdes Finais

Foram sintetizados e caracterizados  seis ligantes
tiossemicarbazonas a partir dos quais foram sintetizados treze complexos
bisquelatos com geometria quadratica plana distorcida: total de doze
complexos de Pd(Il), em duas séries analogas, protonada e desprotonada, e
um de Ni(ll). As duas séries de complexos de Pd(ll) ndo mostraram

significativas diferengas estruturais.

Os ensaios biolégicos mostraram que o0s ligantes
tiossemicarbazonas ndo apresentam citotoxicidade frente as linhagens
tumorais testadas e, para os complexos, a presenca do préton ndo gera
diferencas substanciais em suas atividades biologicas. No entanto, as
modificagdes estruturais nos grupos Ri e Rz sdo importantes para a atividade
citotoxica: complexos analogos de menor massa molar, [Pd(BT-H)2], [Pd(BT-
M)z2], [Pd(BT-H)2]JCl2 e [Pd(BT-M)2]JCl., foram mais citotoxicos frente as
linhagens tumorais de mama, MCF-7, e préstata, DU-145.

Neste sentido, enquanto os complexos de Pd(Il) com maior massa
molar apresentam ICso superior a 50 ymol-L?, os demais variaram de 12,00 -
0,22 ymol-L! para a linhagem MCF-7 e de 0,40 - 2,65 umol-L! na linhagem
DU-145; mostrando que, de modo geral, os complexos de Pd(Il) foram mais
citotoxicos na linhagem tumoral de prostata. O confronto entre a citotoxicidade
exibida nas linhagens MCF-7, DU-145 frente a PNT2, demonstra a falta de

seletividade desses complexos entre linhagens tumorais e ndo tumoral.

A previsdo da docagem molecular de que os complexos nao
possuem afinidade com o sitio ATPase da TOPOIla (o que possivelmente seria
uma consequéncia da rigidez de sua geometria, a qual ndo permitiria que o
mesmo se alocasse no centro deste sitio), foi confirmada pelo ensaio de
interacdo com a TOPOIlla via eletroforese, que mostrou que 0os complexos mais
citotoxicos e o complexo de Ni(ll) ndo foram capazes de inibir a TOPOIlla. Este
ultimo ensaio foi validado pelo estudo de interagcdo dos compostos com 0 DNA
via eletroforese, no qual observou-se que os complexos supramencionados
ndo sdo capazes de afetar a mobilidade eletroforética do DNA nestas

condicbes. Ja os testes de titulacdo espectroscopica com o DNA indicaram
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gue os complexos interagem fracamente, possivelmente de modo eletrostatico,
com o DNA.

Estabelecendo uma relacéo entre a citotoxicidade e o ensaio de
inibicdo da enzima topoisomerase, 0s resultados demonstram coeréncia, uma
vez que se espera que inibidores da TOPOIla apresentem distincdo entre os
valores de ICsp para linhagens que possivelmente apresentam grande
expressao de TOPOIlla (mama) e linhagens que ndo possuem esta elevada
expressao (prostata). Desta forma, acredita-se que a citotoxiciade apresentada

esteja relacionada com outros alvos.

Quanto ao papel dos co-ligantes, a comparacdo da atividade
citotoxica frente a linhagem tumoral de mama MDA-MDB-231 exprimiu que o
complexo [Pd(BT-M);], para o qual era esperada uma potencializacdo dessa
atividade ao utilizar dois ligantes tiossemicarbazonas, exibiu maior
citotoxicidade (0,43 * 0,3 ymol-L') se comparado ao complexo protétipo
[PACI(BT-M)(P(4FPh)3] (0,56 + 0,1 umol-L!) e ao seu analogo de Ni(ll), [Ni(BT-
M)2] (>12 pmol-L?). Porém, a substituicdo dos co-ligantes fosfinicos e clorido
levou a perda da atividade de inibigdo da enzima TOPOlIla. Ainda, dentro desse
guadro comparativo, a citotoxicidade apresentada pelo [Ni(BT-M)z], muito
menor que a do [Pd(BT-M)z], sugere que o metal tem papel funcional neste tipo
de atividade, o que poderia estar atrelado a possiveis modulacbes das

propriedades das tiossemicarbazonas coordenadas ao ion metalico.

Ressalta-se que, diante do exposto, os resultados obtidos neste
trabalho podem servir de norte para o planejamento de novos compostos que
objetivem a inibicAo da TOPOIlla ou para estudos que se disponham a
investigar outros alvos biolégicos que justifiquem a alta atividade citotdxica dos

complexos sintetizados e estudados no presente trabalho.
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8. Apéndices

8.1- Espectros de absorcédo na regido do infravermelho dos ligantes (1mg do
composto:100mg de Csl, 400-4000 cm-!) (espectros tratados no software
Origin8.0, sem baseline).
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8.2- Espectros de absorcao na regido do infravermelho dos complexos da série
protonada (1mg do composto:100mg de Csl, 400-4000cm™) (espectros
tratados no software Origin8.0, sem baseline).
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8.3 - Espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos complexos da
série desprotonada (1mg do composto:100mg de Csl, 400-4000cm)
(espectros tratados no software Origin8.0, sem baseline).
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8.4- Espectros de Massas calculado (superior) e experimental (inferior) dos

complexos contendo ion Paladio.
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c) [PA(CT-H)z]
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8.5- Espectros de absorcéo na regido do Ultravioleta-Visivel para os ligantes
em etanol, 10° mol.L.
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8.6 - Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio para
os ligantes em CDCls.

CT-H

CT-E

BT-E

BT-H




107

8.7- Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio para
0s complexos da série protonada, em DMSO-ds.
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8.8- Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio para
0s complexos da série protonada, em DMSO-ds.
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8.9.1- Dados e parametros da difracdo de Raios-X de cada composto (ligantes e complexos de Pd(ll)).

CTM [PA(CT-M)JCl.  BT-E  [Pd(BT-E)] [Pd(CT-E)s] [PA(CT-E)Cl.  [Pd(BT-M)]
Empirical formula C34H3aNsS2 C35H34C2|5N6Pds Ci13H17N3S C52H64':|12Pd25 C28.8H28.8N48Pd0.sS1.6 CSGH%CZIZNGPdS C38'4H44'8N29'6Pd1'683'
Formula weight 590.79 888.46 247.35 1108.19 578.58 796.14 913.67
Temperature/K 293(2) 293(2) 293(2) 293(2) 293(2) 293(2) 293(2)
Crystal system triclinic triclinic monoclinic triclinic monoclinic triclinic tetragonal
Space group P-1 P-1 P2i/c P-1 P2i/c P-1 141/a
alA 9.1568(4) 12.0889(4)  10.8748(8)  10.8961(4) 13.2343(4) 12.4585(4) 14.3711(2)
b/A 11.2204(5) 12.8195(4)  7.8457(5)  13.2752(7) 11.9863(3) 13.4343(4) 14.3711(2)
c/A 16.1819(7) 13.9702(5) 16'64)75(13 21.1768(8) 22.0713(9) 13.5032(5) 24.4762(6)
al° 85.799(4) 93.445(3) 90 92.486(4) 90 93.913(3) 90
Bl 84.941(4) 112.922(3)  104.355(8)  95.677(3) 101.873(3) 100.199(3) 90
v 75.497(4) 97.478(3) 90 113.566(4) 90 113.656(3) 90
Volume/A® 1601')07(13 1962.49(12) 1376')02(18 2782.4(2) 3426.3(2) 2012.96(12) 5055.03(19)
z 2 2 4 2 5 2 5



Pcacg/cm?

p/mm?
F(000)
Crystal size/mm?3
Radiation
20 range for data

collection/°®

Index ranges

Reflections collected

Independent reflections
Data/restraints/parameter

S

Goodness-of-fit on F?

Final R indexes [I>=20c (l)]

1.225

CTM
0.199
624.0

0.608 x 0.539 x
0.276

MoKa (A =
0.71073)

5.526 to 54.206
-11<h<11,-14
<k<14,-20<|
<20
35452
7067 [Rint =
0.0289, Rsigma =
0.0200]
7067/0/381

1.043

R1 = 0.0469, wR2
=0.1134

1.504

[PA(CT-M)2]Cl>
0.953
900.0

0.455 x 0.221 x
0.163

MoKa (A =
0.71073)

5.134 t0 53.988
15<h<15, -
16 <k <16, -17
<1<17
43136
8551 [Rint =
0.0266, Rsigma =
0.0186]
8551/0/444

1.152

R1=0.0364,
wR2 =0.0891

1.194

BT-E
0.218

528.0

0.525 x
0.459 x
0.202
MoKa (A =
0.71073)
5.548 to
53.996
-13<h<
13,-9<k=
10, -21 <|
<21

9141

2996 [Rint =
0.0239,
Rsigma =

0.0260]
2996/0/156

1.053

R1 =
0.0512,
WR2 =
0.1230

1.430

[PA(BT-E)2]
0.843

1232.0

0.42 x 0.297 x

0.042

MoKa (A =
0.71073)

5.284 to
52.998

13<h<13,-
16 <k <16, -
26<1<26
36063
11536 [Rint =
00392, Rsigma
= 0.0475]
11536/0/639

1.147

R1=0.0425,
WR2 = 0.0855

1.402

[PA(CT-E)2]

0.698

1488.0

0.399 x 0.215 x 0.135

MoKa (A = 0.71073)

5.238 to 53.996

-16<h<16,-15 <k =15,
-28<1<27

38763

7462 [Rint =0.0263, Rsigma
= 0.0191]

7462/0/408

1.170

R1=0.0336, wR2 = 0.0697

1.314

[Pd(CT-E)2]Cl2
0.729
816.0

0.554 x 0.254 x
0.073

MoKa (A =
0.71073)

5.304 to 54.204
15<h<15, -
17 <k <17, -17
<1<17
40421
8889 [Rint =
0.0290, Rsigma =
0.0206]
8889/0/426

1.066

R1=0.0319,
wR2 =0.0738
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1.501

BT-E
0.923

2336.0

0.566 x 0.4 x 0.182

MoKa (A = 0.71073)

5.67 to 51.354

-17<h<17,17 <Kk

£17,-29<1=<29

49571

2409 [Rint = 0.0237,

Rsigma = 00067]

2409/0/152

1.190

R1 =0.0280, wRz =

0.0645



Final R indexes [all data] " ==°6°‘15§25WR2

Largest dlfngeak/hole /e 0.20/-0.21

R1=0.0480,
wR2 =0.1041

R1=

0.1438

8.9.2 - Dados e parametros da difracdo de Raios-X do complexo de Ni(ll).

[Ni(BT-M)2]

Empirical formula

Formula weight 523.35
Temperature/K 293(2)
Crystal system monoclinic
Space group P2i/c

alA 14.1510(7)
b/A 20.4848(12)
c/A 10.4400(6)
al° 90

BI° 92.399(5)

v/° 90

C24H28NsNiS2

p/mm?
F(000)
Crystal size/mm?

Radiation

20 range for data
collection/°

Index ranges

Reflections collected
Independent reflections
Data/restraints/parameters
Goodness-of-fit on F?

Final R indexes [I>=20 (l)]
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WR2=  WRp=0.104g = 000LWR2=00836 o 60826
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[Ni(BT-M)2]
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MoKa (A = 0.71073)
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110

R1=0.0355, wRz2 =
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R1=0.0420, wR2 = 0.0966
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Volume/A3 3023.7(3) Final R indexes [all data] R1=0.0654, wR2 = 0.1116

] s L%rgest diff. peak/hole / e 0.31/-0.23

Pcacg/cm?® 1.150
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8.10 — Espectros obtidos na titulacdo espectroscépica com o DNA para a série
desprotonada. Grafico Absorbancia vs Comprimento de onda dos espectros de
absorcéo do complexo na presenca de adicGes de ct-DNA. [Complexo] = 2x10°
molLt, [DNA]= 0 - 6x10-° molL*. Gréfico inserido: Ao/(A-Ao) vs 1/[DNA].
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8.11 — Espectros obtidos na titulacdo espectroscépica com o DNA para a série
desprotonada. Grafico Absorbancia vs Comprimento de onda dos espectros de
absorcéo do complexo na presenca de adicGes de ct-DNA. [Complexo] = 2x10-°
molLt, [DNA]= 0 - 6x10-° molL*. Gréfico inserido: Ao/(A-Ao) vs 1/[DNA].
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