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RESUMO

A doenca de Chagas (DC) é uma doenca negligenciada que acomete principalmente
a populacdo da America Latina. O tratamento e o diagnostico da doenca sao ineficientes,
especialmente durante a fase cronica, devido a falta de sintomas e baixa parasitemia.
Portanto, sdo necessarios ndo s6 novos agentes tripanocidas, mas também técnicas mais
eficientes para o diagndstico. Para tentar contornar estes problemas, podem ser empregados
os complexos de rénio (Re) (is6topo natural) na quimioterapia desta doenca, enquanto
complexos de tecnécio metaestavel (**™Tc) analogos podem ser usados no
acompanhamento/diagnostico da doenca, sendo que a combinacéo dos dois tipos pode levar
ao desenvolvimento de um dispositivo teranostico (terapia + diagndstico). Diante do
exposto, o presente trabalho teve como principal objetivo a sintese, caracterizacdo e
avaliacdo da atividade tripanocida de complexos contendo o fragmento fac-
{185/18"Re(CO)s}* com derivados do agente tripanocida conhecido como megazol. A
estrutura periférica do megazol (L™M) foi modificada para obtencio dos compostos LRR (R
=H, Me ou R = Mg, Me), os quais foram usados na preparacdo de complexos de composicéo
[Re'Br(C0O)sLRR?]. As seguintes técnicas foram empregadas para a elucidagéo estrutural e
estudo das propriedades dos compostos: analise elementar (CHN), espectroscopias de
absorg&o na regido do IV e UV-Vis, RMN (*H e 3C), HR-ESI-MS, HPLC/UPLC, DRX em
monocristal e métodos DFT. A atividade tripanocida dos compostos foi avaliada in vitro
contra a forma intracelular do T. cruzi. Os resultados mostraram que a complexacdo dos
ligantes ao fragmento {Re(CO)3}" ndo altera significativamente a atividade tripanocida e
que, com excecdo do complexo [Re'Br(CO)sLMeMe] todos os compostos apresentaram 1S
melhor do que o farmaco padrdo, o benznidazol (Bz). Adicionalmente, a interacdo do
megazol e do seu complexo de rénio foi avaliada, experimentalmente e por métodos
computacionais, na proteina T. cruzi Old Yellow Enzyme (TcOYE). Os dados mostraram
que tanto o0 megazol quanto o complexo metalico apresentaram maior afinidade pela TCOYE
quando comparados com o Bz. Finalmente, foi possivel afirmar que a marcacdo do megazol
com **™Tc' foi realizada com sucesso, embora os resultados tenham indicado que o padrio
de Rel ndo é homologo ao de **™Tc', provavelmente, por uma diferenca de carga do
complexo formado. Contudo, a combinagdo dos compostos de Re' e ®°™T¢' aqui estudados
representa um passo para o desenvolvimento de um dispositivo teranostico para a DC.
Palavras-chave: compostos de coordenagdo, Trypanosoma cruzi, docking molecular, Old

Yellow Enzyme, radiofarmacos




ABSTRACT

Chagas disease (CD) is a neglected disease that affects mainly Latin American People. The
treatment and diagnosis, particularly during the chronic phase, are ineffective due to the lack
of symptoms and low parasitemia. For this reason, CD requires not only new trypanocidal
agents but also more efficient diagnostic techniques. For improving such problems, new
rhenium complexes (natural isotope) can be employed in Chagas chemotherapy, while
analogous **™Tc complexes can be used to diagnose/monitor the disease while the
combination of them can lead to the development of a theranostic device (therapy +
diagnosis). Therefore, the main objective of the present work was the synthesis,
characterization and evaluation of the trypanocidal activity of complexes containing the fac-
{185/18"Re(CO)s} fragment with derivatives from the trypanocidal drug known as Megazol.
The peripheral structure of Megazol (L™") was modified to obtain the compounds L?R (R =
H, Me and R= Me, Me), which were used in the syntheses of complexes of composition
[ReBr(CO)sLR1R2]. The techniques employed in the structural determination and study the
chemical properties of compounds were: elemental analysis, absorption spectroscopies in
the IR and UV-vis region, NMR (*H and *3C), HR-ESI-MS, HPLC/UPLC, single-crystal
XRD and DFT methods. The trypanocidal activity of the compounds was evaluated in vitro
against the intracellular form of T. cruzi. The results showed that the ligand complexation to
the {Re(CO)s}" core does not significantly change the trypanocidal activity and, with
exception of the [ReBr(CO)sLM*Me] complex, all compounds exhibited Sl better than the
standard drug, benznidazol (Bz). In addition, the interaction of megazol and its Re complex
was evaluated, by both experimental and computational methods, with T. cruzi Old Yellow
Enzyme (TcOYE) protein. The data showed that megazol as well as the metallic complex
presented higher affinity for TcOYE than Bz. Finally, it was possible to affirm that the
labelling of megazol with **™Tc was carried out successfully, although the results have
indicated the Re complexes, used as standard, were not homologous with the %MTc
complexes, probably, due to a charge difference between them. Nevertheless, the
combination of the Re and ®*™Tc compounds studied here represents an important step
towards the development of a theranostic device for CD.

Key-words: coordination compounds, Trypanosoma cruzi, molecular docking, Old Yellow

Enzyme, radiopharmaceuticals.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO
1.1 DOENCA DE CHAGAS
1.1.1 Panorama da Doenca de Chagas

As Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs) acometem as popula¢Ges mais pobres
que vivem em areas rurais remotas, favelas urbanas e areas de conflitos em paises de clima
tropical e subtropical (WHO: Chagas Disease Key Facts, 2021). Uma dessas doengas, a
trypanosomiase Americana, também conhecida como doenca de Chagas, por ter sido descrita
primeiramente pelo pesquisador Carlos Chagas, é a segunda doenca parasitaria, depois da
maléria, que mais mata pessoas na América Latina anualmente (Dndi). No ano de 2019,
quase 10000 pessoas morreram de Chagas (WHO) (WHO: Chagas Disease Key Facts, 2021).
A Organizacdo Mundial da Sadde estima que no mundo aproximadamente 7 milhdes de
pessoas estejam infectadas com a doenca e outras 70 milhGes residem em areas de risco,
gerando a cada ano uma contaminacéo de cerca de 30 mil pessoas. No entanto, apenas 10%
dos individuos infectados sdo diagnosticados. A doenca é originaria da América Latina,
porém, também é encontrada em outros paises devido a migracdo de pessoas doentes das
areas endémicas (Figura 1). Nos Estados Unidos, por exemplo, os dados de 2019 do Centro
de Controle e Prevencdo de Doengas, CDC (do inglés Centers for Disease Control and
Prevention), mostram que mais de 300 mil pessoas estdo infectadas com a doenca de Chagas
(CDC: Chagas Disease epidemology & Risk Factors, 2021 FDA).

Figura 1 — As regides endémicas da doenca de Chagas séo destacadas de laranja intenso e
as regibes de laranja claro apresentam casos da doenca.

Fonte: Adaptado (Dndi: Chagas Disease, 2021).
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A transmissdo da doencga em areas endémicas ocorre principalmente pelo seu vetor,
insetos da familia triatominea, conhecidos popularmente como barbeiros, infectados com o
Trypanosoma cruzi, parasita causador da doenga. O ciclo reprodutivo dos parasitas no vetor
ocorre no trato gastro-intestinal dos insetos e suas fezes sdo contaminadas com T. cruzi. As
areas expostas da pele do ser humano, como a face, sdo normalmente onde o barbeiro pica o
individuo e proximo a picada ele defeca (LIDANI et al., 2019). Os parasitas entram no corpo
humano quando instintivamente o individuo espalha as fezes infectadas na ferida, nos olhos,
na boca ou em qualquer &rea machucada da pele para entrar na corrente sanguinea. Outras
formas de transmissdo sdo: (I) o consumo de alimentos contaminados com as fezes de
triatomineos infectados com T. cruzi; (1) Transfusdo de sangue de doadores infectados; (111)
uso de 6rgaos de pessoas infectadas em transplantes; (1V) transmissdo de uma mée infectada
durante a gravidez ou durante o parto para o recém-nascido; e (V) acidentes laboratoriais
(LIDANI et al., 2019; SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012).

No hospedeiro vertebrado, o T. cruzi assume diferentes formas morfoldgicas, incluindo
formas tripomastigotas que circulam na corrente sanguinea e as formas amastigotas que se
replicam intracelularmente. Apos alguns ciclos de divisao binaria, as formas amastigotas se
transformam em formas tripomastigotas prontos para alcancar novas células e iniciar um
novo ciclo de replicacdo. Tecidos do muasculo cardiaco, esquelético e liso, sdo alguns dos
preferidos pelo parasita, locais onde podem ser observados ninhos de formas amastigotas
(SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012).

A doenca de Chagas apresenta duas fases. A primeira fase ocorre logo apos a
contaminacdo e tem duracdo curta, aproximadamente 60 dias. Essa fase aguda é
caracterizada por uma alta parasitemia sanguinea e na maioria dos casos 0s sintomas sdo
ausentes, leves ou n&o relacionados & doenca (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Apds o
periodo da fase aguda, o nimero de parasitas na corrente sanguinea reduz e o individuo entra
na fase crénica. Esta fase ainda ndo é bem compreendida e pode ser caracterizada de duas
formas. Primeiro, a forma indeterminada, caracterizada pela auséncia de lesGes organicas
caracteristicas, mesmo com testes sorologicos positivos. Segundo, a forma cardiaca e
gastrointestinal, que envolve danos nos tecidos cardiacos e digestivos (RIBEIRO; ROCHA,
1998).

A forma indeterminada é responsavel pela maioria dos casos de doenga de Chagas, mas
geralmente tem um bom prognostico, podendo o paciente permanecer nela por toda a vida

sem manifestar sintomas. Alguns pacientes, 20 a 30%, apés alguns anos nessa fase,
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desenvolvem sintomas cardiacos ou digestivos (PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). As
complicac@es cardiacas sdo as principais manifestacdes e incluem o comprometimento do
miocérdio e do sistema condutivo, levando & complica¢fes mais graves, como alteracdes da
frequéncia cardiaca, formacdo de embolia e trombos (RASSI; RASSI; LITTLE, 2000).
Menos frequentes, as complicacGes com o sistema digestivo vdo de complicacGes mais leves,
como distarbios da motilidade, a graves, como megacélons e megaeso6fago.

O diagndstico inclui a triagem de protozoarios circulantes no sangue, usada apenas
na fase aguda. Em resultados negativos em exames diretos, onde h& suspeita de infeccdo
relativamente alta, também sdo realizados testes de concentracdo como microhematdcrito ou
Stout. No caso do diagndstico da doenca na fase crdnica sdo considerados o quadro clinico
do paciente bem como a probabilidade do individuo de estar infectado como, por exemplo,
no caso de pessoas que vivem em areas de risco de contamina¢do. A OMS recomenda no
documento “Diretrizes para o diagndstico e tratamento para a Doenca de Chagas (2018)
(inglés Guidelines for the diagnosis and treatment for Chagas disease) ”, N0 caso de suspeita
da doenca na fase cronica, o0 uso do diagnostic gold standard no qual a combinacéo de 2
testes soroldgicos com antigenos que detectam dois tipos diferentes anticorpos contra o T.
cruzi (ELISA, HAI ou IIF) e caso haja conflito de resultados um terceiro teste para chegar a
um resultado definitivo (OMS, 2018).

A quimioterapia para Chagas é antiga e ineficiente. A efetividade do tratamento é
predominante na fase aguda na maioria das vezes (65 a 85% dos casos), enquanto na fase
crénica os medicamentos geralmente sdo ineficazes, especialmente em pacientes adultos. A
seguir é feita uma breve descricdo sobre a principal classe de compostos usada no tratamento

da doenca de Chagas, 0s nitroaromaticos.

1.1.2 Tratamento da Doenca de Chagas e os Compostos Nitroaromaticos

Um composto nitroaromatico € uma molécula na qual um ou mais grupos nitro estdo
diretamente ligados a um anel aroméatico homogéneo ou heterogéneo (Figura 2).
Quimicamente, o grupo nitro possui uma combinacdo unica de propriedades, como: forte
poder retirador eletrdnico, polaridade e formacgéo de ligacGes de hidrogénio. Além disso, o
grupo nitro pode ser bioativado pela reducdo enzimética para formar espécies reativas de
oxigénio. Em muitos casos estas espécies reativas sao responsaveis pelos efeitos biologicos

dos pro-farmacos.
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Figura 2 - Exemplos de nitroaromaticos: nitrobenzeno (A), 2-nitrofurano (B) e 5-

nitroimidazol (C).
(0] (0] 0]
N N o N H
-0 -0 -0~
/
|CRA VAR
(A) (B) (C)

Fonte: a autora.

Os compostos contendo grupos nitroaromaticos sdo usados no tratamento de varias
doencas como angina, insonia, doenca de Parkinson, bem como no tratamento de doencas
parasitarias. O nitrofurano e nitroimidazol, por exemplo, fazem parte da estrutura de dois
farmacos usados na quimioterapia da doenca de Chagas: o nifurtimox (NFX) e o benznidazol
(Bz) (Figura 3).

Figura 3 — Estrutura quimica do nifurtimox e benznidazol.
nitrofurano nitroimidazol
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Fonte: (PATTERSON; WYLLIE, 2014; TROCHINE et al., 2014).

A atividade de ambos os medicamentos citados anteriormente esta relacionada com
a reducdo dos grupos nitro (NOz) presentes nas estruturas dos farmacos por enzimas do tipo
nitroredutases, formando radicais livres e/ou metabdlitos eletrofilicos. No entanto, os
mecanismos de acdo desses compostos ocorrem por diferentes vias metabdlicas. Em meio
biol6gico o grupo Ar-NO: é ativado pelas nitroredutazes, e a redugdo é dividida em duas
classes: tipo (I) reducdo de 2 elétrons e tipo (Il) reducdo de 1 elétron envolvendo a
participacdo do oxigénio molecular. Essas etapas geram 0s grupos intermediarios nitroso
(Ar-N=0), hidroxilamina (Ar-NH-OH) e anion nitro radical (Ar-NOO") que agem sob
biomoléculas das células e sdo responsaveis por seu efeito toxico (DOCAMPO et al., 1981;
MAYA et al., 2003, 2007; MORENO et al., 1982; TEMPERTON et al., 1998).

No caso do NFX, o radical reduz o oxigénio molecular (O2) formando o ion
superoxido (O2*") e regenerando o grupo NO2 em um processo conhecido como ciclo redox.
O ion superoxido formado é captado pela enzima superéxido dismutase gerando perdxido
de hidrogénio (H202) que, através da reacdo de Haber-Weiss na presenca de ions Fe3*, forma
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radical hidroxila (OH®). O efeito tripanocida desta espécie tem sido atribuido a mecanismos
complexos que envolvem ligacdo a lipideos, proteinas e ao DNA do Trypanosoma cruzi
(Figura 4) (DIAZ DE TORANZO et al., 1988; ROMANHA et al., 2002).

Figura 4 - Mecanismo de acdo do farmaco NFX.
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Fonte: Adaptado de (DIAS et al., 2009).

O farmaco Bz ndo atua através do ciclo redox e ndo depende diretamente de espécies
reativas de oxigénio. O radical nitro formado (R-NO*") é responsavel pelo efeito tripanocida
do farmaco através da formacéo de ligacGes covalentes com macromoléculas importantes do
T. cruzi, aumentando também o processo de fagocitose e causando a lise (quebra) do T. cruzi
(Figura 5) (ROMANHA et al., 2002; TURRENS et al., 1996). Os metabdlitos eletrofilicos
formados através do mecanismo de acdo do benznidazol e do nifurtimox podem atuar
também em outros sistemas do hospedeiro, devido a sua alta reatividade. Esta baixa
especificidade de acdo em vias bioguimicas definidas do parasita contribui para os efeitos
citotdxicos observados no tratamento dos pacientes com a doenca de Chagas (DIAS et al.,
2009; DIAZ DE TORANZO et al., 1988; URBINA, 2002). A investigacdo dos metabolitos
formados a partir do benznidazol mostrou que, uma vez o composto esta dentro do T. cruzi,
ele é extensivamente metabolizado a inumeras moléculas pequenas (TROCHINE et al.,
2014). Essas moléculas sdo produtos da reducéo e adutos covalentes formados, por exemplo,
os tiois (TROCHINE et al., 2014). Assim, este estudo indicou que a causa primaria da
toxicidade do farmaco contra os parasitas sdo ligacbes covalentes do benznidazol com tiois

de baixa massa molecular e tidis de proteinas (TROCHINE et al., 2014).
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Figura 5 - Mecanismo de acao do farmaco Bz.
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Benznidazol

©\/H L UL L LN ©\/H NOZ_' o ase . ©\/H L
N\H/\N/\(N nitroredutase N\n/\N/\(N nitroredutase N\H/\N/\(N
0 \Q/ 0 \Q/ 0 \Q/
nitroredutase \ntroredutase
Formagao de outros ©\/H /EHz
metabdlitos eletrofilicos \"/\N SN
0 =

Fonte: Adaptado de (DIAS et al., 2009).

Apesar dos efeitos benéficos, compostos que apresentam grupo nitro podem causar
efeitos colaterais sérios, tais como carcinogenicidade, hepatotoxicidade, mutagenicidade e
supressdo da medula 6ssea. Logo, 0 uso de um nitrocomposto ndo € a primeira op¢ao no
tratamento clinico para uma determinada doenca quando ha alternativas ao tratamento
(PATTERSON; WYLLIE, 2014). Entretanto, o reptdio ao estudo de protétipos de farmacos
nitroaromaticos, durante o desenvolvimento de farmacos por quimicos medicinais, pode
representar a perda de oportunidades para encontrar um composto ativo (PATTERSON;
WYLLIE, 2014). Portanto, alguns laboratorios tém investido na descoberta de novos
farmacos contendo o grupo nitro para doencas parasitarias devido ao histérico de principios
ativos de nitrocompostos em uso clinico.

Alguns estudos mostram que nitrocompostos sdo ativos contra biomoléculas
especificas como as enzimas topoisomerase | € 11, e a tripanotiona redutase como também a
proteina tubilina (Figura 6). Além disso, 0s nitrocompostos mostraram-se ativos contra
parasitas de algumas espécies de Leishmania e da espécie Tripanosoma brucei. Uma vez que
a tripanotiona redutase é uma enzima encontrada especificamente em células dos parasitas,
a sua inibicao é interessante para aumentar a seletividade do composto. Ademais, a tubilina
presente no parasita apresenta sequéncia de aminoacidos diferente da proteina
correspondente encontrada em células humanas e, portanto, pode apresentar mecanismo de
acao diferente (NAGLE et al., 2014).
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Figura 6 — Compostos ativos contra algumas espécies de Leishmaniose e da espécie Tripanossoma brucei: (a)
e (b) inibidores de topoisomerases do tipo | e Il de Leishmanias; (c) apresentaram atividade in vivo nas espécies
Leishmania amazonenses e Leishmania infantum e inibicdo da enzima tripanotiona redutase (d) ativo contra as
espécies Leishmania tarentolae e Leishmania donovani e inibidor da proteina tubilina (e) Tripanosoma brucei
e inibidor da enzima tripanotiona redutase.
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Fonte (NAGLE et al., 2014).

A Iniciativa de Drogas para Doencas Negligenciadas, do inglés Drugs for Neglected
Diseases Initiative, (DNDi), vem investigando varios compostos nitroaromaticos por meio
de programas de redescoberta de candidatos a farmacos. As vantagens desses programas sao
relacionadas ao baixo investimento, a abreviagdo do processo de desenvolvimento de
farmacos e ao baixo risco do projeto, uma vez que deve haver estudos prévios dos compostos
em alguma triagem clinica e, em consequéncia, todo o perfil farmacocinético e de seguranca
jaconhecido (DYCK e CASAER, 2018; TORREELE et. al., 2010). Até o momento, ja foram
testados mais de 700 nitrocompostos como agentes antiparasitarios que tiveram os testes
clinicos interrompidos. Um dos resultados promissores desses estudos € o fexinidazol
(Figura 7). Na década de 70 a avaliacdo pré-clinica apresentou seguranca e efetividade do
composto no tratamento da Tripanossomiase Africana Humana, entretanto, devido ao baixo
interesse comercial, o composto foi arquivado pela empresa farmacéutica que o descobriu.
No programa de redescoberta de farmacos o fexinidazol apresentou excelente perfil toxico e
de seguranca (DYCK e CASAER, 2018; TORREELE et. al., 2010; (POLLASTRI, 2018).
No dia 16 de julho de 2021, o FDA aprovou o uso clinico do fexinidazol para o tratamento
0 tratamento da Tripanossomiase Africana Humana por meio de tratamento por via oral
(FDA, 2021).
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Figura 7 — Estrutura Quimica do fexinidazol.
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Diante desse contexto, pode-se concluir que os tratamentos usados hoje tém
toxicidade relevante e até efeitos mutagénicos (CASTRO; DE MECCA; BARTEL, 2006).

Além da aquisicdo de resisténcia ao parasita devido ao abandono do tratamento, baixa

Fonte: Torreele et. al. (2010).

eficiéncia durante a fase cronica e baixo interesse das industrias farmacéuticas em investir
em doencas negligenciadas, aumentam a necessidade de mais investimento para tratamentos
alternativos mais seguros e eficazes (DIAS et al., 2009; PINHEIRO et al., 2017). Apesar dos
problemas, os nitroaromaticos ainda representam uma classe de compostos com alto
potencial de atividade contra doencas parasitarias. Deste modo, uma reavaliacdo dos
“velhos” nitroimidazois, que buscamos fazer nesse trabalho, mostrou ser uma estratégia
interessante no desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas.
Entretanto, para que beneficios sejam obtidos é necessario realizar modificacdes quimicas
nesses farmacos. Nesse sentido, uma vez que alguns ions metélicos apresentam atividade
bioldgica, pode haver um efeito sinérgico no mecanismo de acdo de compostos organicos,
Logo, a utilizacdo de um nitro-imidazol potencialmente quelante pareceu ser apropriada,

sendo escolhido o composto conhecido como “megazol” para tal objetivo.
1.1.3 O Megazol (MGZ)

O megazol (Figura 8) é um 5-nitroimidazol contendo um anel tiadiazol que tem
recebido atencdo por suas propriedades farmacoldgicas ha mais de 2 décadas (LEITES,
2018; SALOMAO et al., 2010). Ele apresenta uma alta eficacia em camundongos infectados
com cepas do Trypanosoma cruzi e também do Trypanosoma brucei. Porém, o seu
desenvolvimento como farmaco foi interrompido devido a problemas de toxicidade. Foi
mostrado que o tratamento com o megazol leva a producao de espécies reativas de oxigénio
de forma similar ao nifurtimox, as quais poderiam explicar seus efeitos toxicos as estruturas
celulares. Apesar de tais evidéncias, estudos envolvendo a atividade de compostos
nitroheterociclicos continuam a surgir, o que enfatiza o fato de que tripanosomatideos sao
particularmente sensiveis a esta classe de compostos. Portanto, nosso grupo de pesquisa

acredita que o megazol pode ser modificado com o intuito de potencializar sua atividade e
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diminuir sua toxicidade, sendo este o principal objetivo do presente trabalho. Neste ponto
temos a possibilidade de modificacao tanto pela alteracdo dos grupos periféricos do megazol
quanto pela coordenacdo a ions metalicos de transicao, visto que o megazol possui potencial
para atuar como ligante quelante através dos &tomos doadores de nitrogénio e enxofre. Este
altimo fato se mostra particularmente interessante, pois a complexacdo pode formar

moléculas hibridas capazes de atuar através de multiplos mecanismos de acéo.

Figura 8. Estrutura molecular do megazol.
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Fonte: a autora.

Os estudos in vitro nas formas extracelular e intracelular do T. cruzi em diferentes
cepas relataram uma atividade tripanocida superior do MGZ as dos farmacos NFX e BZ
(ENANGA et al., 2003; MAYA et al., 2003). Alguns estudos in vivo com camundangos
mostraram que, com dosagem Unica do MGZ, foi possivel curar os mamiferos infectados
com T. brucei na fase aguda da doenca (BOUTEILLE et al., 1995; CHAUVIERE et al.,
2003). O mecanismo de acdo do MGZ ainda ndo foi solucionado, ndo havendo explicacéo
para seu efeito genotoxico e mutagénico. Os compostos nitroheterociclicos ha muitos anos
sdo usados como principios ativos de medicamentos. No entanto, 0 grupo nitro na posicao 5
do anel imidazol parece ser o responsavel pela toxicidade do MGZ, incluindo o efeito
mutagénico (DOBIAS et al., 1994; NESSLANY et al., 2004). Possivelmente, sua acio
parasitaria ocorre com a reducdo enzimatica do grupo nitro produzindo radicais livres
prejudiciais para os parasitos (ENANGA et al., 2003; MITAL, 2009; OLIVEIRA et al.,
2008).

Uma condigéo grave de pacientes com Chagas que pode levar a morte do paciente,
se ndo for tratada adequadamente, é o comprometimento cerebral. Nesse sentido, entre 0s
farmacos tripanocidas ja testados, o MGZ exibiu atividade promissora em modelos
experimentais (DIAS et al., 2009), sendo a interferéncia na sintese proteica das formas
amastigostas sugerida como responsavel pelo efeito antiparasitario do MGZ (CASTRO;
DIAZ DE TORANZO, 1988). Contudo, ndo ha consenso que esse efeito é o Unico

responsavel pelo mecanismo do MGZ. Qutros estudos mostraram 0 metabolismo do
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oxigénio como participante da atividade tripanocida do farmaco. O MGZ sofre dismutagédo
originando uma espécie eletrofilica (forma nitrosa) que é sequestrador de tiol importante
principalmente para a tioltripanotiona, co-fator da tripanotiona redutase, enzima essencial
para a sobrevivéncia do T. cruzi (MAYA et al.,, 2003). Redutases presentes na fragéo
microssomal do T. cruzi catalisam a reducdo do MGZ, dando origem ao radical nitro-anion
e interferindo com o metabolismo do oxigénio parasitario, o que induz a um estado de
estresse oxidativo (VIODE et al., 1999). Dentro do mesmo contexto, Salomio e
colaboradores (2010) estudaram a atividade tanto in vitro quanto in vivo do MGZ com cepas
do T. cruzi resistentes ao Bz. Neste trabalho, 0 MGZ foi também descrito como um limpador
do co-fator da tripanotiona redutase. Por outro lado, os estudos foram interrompidos porque
foram relatados efeitos mutagénicos e genotdxicos in vitro. Por esse motivo a OMS perdeu
0 interesse em desenvolver o MGZ como medicamento para a doenca de Chagas
(SALOMAO et al., 2010).

Apesar dos fatos acima terem desanimado a continuacdo da pesquisa envolvendo o
megazol, acreditamos que este ainda pode ser explorado. Nos ultimos anos, a Quimica
Inorganica Medicinal e a Bioinorganica vém mostrando grande potencial em preparar
prototipos de farmacos e radiofarmacos. Logo, € possivel que esta seja uma das formas para
superar as desvantagens apresentadas pelo megazol. No préximo tdpico desta introducao
sera feita uma explanagdo de como a Quimica Inorganica Medicinal pode ser usada para
superar os efeitos adversos apresentados pelo megazol e, especialmente, como a medicina

nuclear envolvendo *™Tc pode ser explorada adicionalmente.

1.2 QUIMICA INORGANICA MEDICINAL

A quimica inorganica medicinal j& foi capaz de desenvolver fa&rmacos para serem
empregados no tratamento de diversas doengas como céncer, reumatismo, diabetes e
leishmaniose, como também em diagndstico (DE ALMEIDA et al., 2013). Em comparagdo
aos farmacos organicos, os farmacos inorganicos tém a possibilidade de ter compostos com
diferentes nUmeros de coordenacdo, geometrias, metais com estados de oxidagéo variados e
a presenca de diferentes moléculas bioativas como ligantes. Além disso, 0os metais quando
coordenados a farmacos organicos podem alterar as propriedades quimicas e farmacoldgicas
do principio ativo (ZAKI; ARIMAND; TABASSUM, 2016), sendo uma opc¢ao valida como

resurso na medicina. A cisplatina, carboplatina e oxaliplatina, por exemplo, sdo farmacos
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inorganicos amplamente empregados na quimioterapia do cancer. Além da quimioterapia, a
medicina nuclear é amplamente estabelecida por meio do tratamento e diagnostico de

diferentes doencas a qual emprega uma série de farmacos inorganicos.

1.2.1 Rénio e Tecnécio na Medicina Nuclear

Os elementos quimicos rénio (Re) e tecnécio (Tc) pertencem ao grupo 7 da tabela
periddica. Os seus complexos sdo uma das principais linhas de estudos na preparacédo de
novos protétipos de farmacos para tratamento e diagndstico de doencas. O Re apresenta
isGtopos estaveis e instaveis e, portanto, € estudado tanto como medicamento quimioterapico
(is6topos 18¥18"Re) quanto como radiofarmaco (isétopos *%Re/*Re). Por outro lado, o Tc é
um elemento artificial e todos seus is6topos sdo instaveis. O %Tc e seu istopo metaestavel
9MTc apresentam quimica bem desenvolvida devido as suas aplicacdes dentro da medicina
nuclear diagnéstica (ALBERTO; ABRAM, 2019). A quimica de coordenacdo destes
elementos € rica devido aos oito estados de oxidagdo possiveis e aos varios sistemas ligantes
adequados a cada estado de oxidacgdo. Além disso, a quimica do Re e Tc é bastante similar e
geralmente formam complexos homologos. Entretanto, esta consideracdo deve ser feita com
cuidado ja que em muitos casos a reatividade é diferente (ALBERTO et al., 2001).

O isdmero metaestavel de tecnécio, *™Tc, é um emissor y puro € 0 seu tempo de
meia-vida (6 h) tem longevidade suficiente para a sintese, purificacdo e a injecdo dos
radiofarmacos nos pacientes. Somado-se a isto, a baixa energia y (140 keV) emitida ndo
causa danos aos pacientes e, por sua vez, tem nivel alto o suficiente para penetrar em tecidos
biolégicos e emergir de 6rgéos internos. Logo, a distribuicdo de **"Tc pode ser monitorada
externamente por um contador de cintilacdo. Por outro lado, os is6topos ‘®Re (t12=16,9 h e
Emax 2,1 MeV) e ¥Re (t2 = 89,2 h) sdo emissores p~ sendo utilizados no desenvolvimento
de radiofarmacos para a medicina nuclear e, em ambos os casos, as propriedades fisicas
permitem energia efetiva para transferéncia a tecidos cancerigenos. Assim sendo, as
propriedades quimicas e fisicas dos is6topos #18Re e **™T¢ possibilitam uma combinagio
de terapia e diagndstico englobando-se no conceito terandstico (terapia + diagnostico)
(ABRAM; ALBERTO, 2006; ALBERTO, 2012).

Radiofarmacos baseados no isétopo y-emissor **™Tc sdo os mais frequentemente

utilizados em diagnosticos na medicina por meio da Tomografia Computadorizada por
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Emissdo de Foton Unico (do inglés: Single Photon Emission Computed Tomography,
SPECT), cobrindo cerca de 80 % dos diagndsticos realizados na medicina nuclear
(ALBERTO; ABRAM, 2019). O uso de radiofarmacos de ®™Tc é justificado pelas
propriedades radioativas ideais do nuclideo destacadas acima, porém, a principal razdo para
0 uso do ®MTc estd relacionada & disponibilidade comercial do gerador de **Mo/**™Tc
(Figura 9) (ABRAM; ALBERTO, 2006).

Figura 9 — Etapas de preparacio do Kit instantaneo para radiofarmacos de *™Tc.

Solucéo salina de
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Fonte: Adaptado de (ABRAM; ALBERTO, 2006).

O is6topo metaestavel ™ Tc é obtido a partir do nuclideo pai ®*Mo (emissor B ; ti2
66 horas) o qual decai de duas formas: (1) com 86% a **™Tc e (1) 14% a **Tc (Figura 10).
A separacdo entre os nuclideos pai e filho estdo comercialmente disponiveis por geradores
de **Mo/*®™Tc. Os geradores apresentam uma coluna cromatografica de alumina onde os
fons duplamente negativos [M0O4]* estdo fortemente ligados e o produto do decaimento
nuclear, o [**"TcO4]", ¢ eluido por solucdes salinas esterilizadas com alta pureza do
radionuclideo. Portanto, uma fonte permanente de solucdes de Na®®*"TcO4 € obtida através
do gerador, fazendo do uso de radiofarmacos de tecnécio algo muito pratico, especialmente
devido a possibilidade de preparacdo no ambiente clinico por meio dos chamados “kits
instantaneos” (Figura 9) (ABRAM; ALBERTO, 2006; ALBERTO, 2012).
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Figura 10 — Esquema do decaimento de ®*Mo aos nuclideos filhos **™Tc e *Tc.

Fonte: Adaptado de (BRYAN, 2013)

Para que seja levado a um sitio especifico, o ion metalico deve ser reduzido para um
estado de oxidacdo suficientemente estavel e ser estabilizado e ligado de forma covalente a
uma molécula biologicamente ativa sem afetar as suas propriedades fisiolégicas. O sistema
ligante é importante para estabilizar o baixo estado de oxidagdo do metal e determinar o
padrdo de biodistruibuicdo do radiofarmacos. O radiofarmaco é entdo testado por um
controle de qualidade cromatografico antes de ser injetado no paciente. As reacfes precisam
ocorrer em uma Unica etapa e serem otimizadas com alto rendimento, reprodutiveis e seus
produtos apresentar alta pureza (ABRAM; ALBERTO, 2006; ALBERTO, 2012).

Um desafio envolvendo esta area de pesquisa é a elucidacdo das estruturas dos
compostos produzidos em niveis traco. A natureza diluida das solugdes do is6topo **™Tc
(107-1071° M) estd abaixo dos limites de deteccdo das técnicas de caracterizagio
convencionais (ABRAM; ALBERTO, 2006; ALBERTO, 2012). Logo, a radioatividade dos
compostos *™Tc ¢ sua Unica caracteristica mensuravel e, para isso, se utiliza o equipamento
de HPLC com detector vy ¢ capaz de diferenciar espécies de ®°™Tc. Este problema é superado
pelo uso do emissor B de vida longa *Tc, o qual é disponibilizado em quantidades
macroscopicas para a realizacdo de reacGes em niveis milimolares, permitindo uma
caracterizacdo estrutural completa dos produtos por metodos convencionais. Logo, 0S hovos
complexos de ®Tc servem como padrdes de referéncia para os compostos de %™Tc
produzidos em escala nanomolar. Quando ndo ha possibilidade de manuseio do is6topo de
%Tc devido a problemas de permissdo e seguranga, 0s pesquisadores também podem
trabalhar com os isétopos “frios” nido-radioativos de rénio (**¥*8’Re) como padrdes, uma vez
que a quimica do Re e Tc é similar dentro de certas circunstancias, além de evitar gerar lixo
radioativo. Assim, a co-injecdo de complexos de **™Tc e de complexos isoestruturais de Re

é utilizada como caracterizagéo final ao se comparar os tempos de retengdo do pico y e do
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pico de UV dos cromatogramas. No entanto, a quimica de reacdes em escala nanomolar
muitas vezes pode diferir da quimica em reaces com larga escala devido a diferenca de
concentragdo dos reagentes.

Um exemplo prético é a sintese do complexo [Tc(H20)3(CO)s]" quando diferentes
isdtopos sdo empregados nas reacdes (Esquema 1). As reacGes em microescala levam a
reducdo do **™TcO4 ao estado de oxidagéo I, enquanto na reacdo em larga escala a redugio
de ®Tc vai até o estado de oxidacdo 1V, formando o produto insolivel TcO2.xH.0
(ALBERTO et al., 2001; ALBERTO; BRABAND, 2013).

Esquema 1 — reagBes com os isotopos de Tc e " Tc usando o mesmo agente redutor.

Reacdo em micro escala
[09mTco,  KeBH3COz  99myy,0),(CO),*  estado de oxidagdo |
Reacao em macro escala

[TcO 4] KoBH3CO,  TcO,.4H,0 estado de oxidagéo IV

Fonte: A Autora.

1.2.2 Fragmento fac-{M(CO)z} (M = *°™Tc e Re)

Rénio e tecnécio possuem uma quimica muito rica com fragmentos tipicos, tais como
[MOJ?*, [MN]?, [M(CO)s]* e M3*. Nos ultimos anos, a quimica organometalica do rénio e
tecnécio em baixos estados de oxidacdo tem ganhado considerdvel atencdo no
desenvolvimento de novos radiofarmacos alvo-especificos (LECINA et al., 2015; XU et al.,
2017) (LECINA et al., 2015; LIPOWSKA et al., 2016, 2019; XU et al., 2017). Portanto,
além do bem estabelecido fragmento TcVO, tricarbonil complexos de Tc' e Re' sdo bons

candidatos para a obtencdo de novos radiofarmacos.

Os primeiros radiofarmacos de **"Tc usados em medicina diagndstica exploravam
propriedades fisicas como carga, tamanho e lipofilicidade dos complexos para direciona-los
a orgdos especificos como figado, rim, coracéo, 0ssos, tireoide e cérebro para exames de
cintilografia. Alguns exemplos de radiofd&rmacos empregados em exames do coracdo
cardiolite e myoview (Figura 11) sdo complexos monocationicos que sdo absorvidos no
miorcadio (CAGNOLINI; WHITENER; JURISSON, 1998; VAN RENSBURG, 1999) . Os

complexos de %MTc' isocianidos homolépticos de composicdo [Tc'Le]" apresentam
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estabilidade redox e cinética e, nos sistemas biologicos, a estabilidade eletrénica de
complexos de configuracdo d® evita a perda dissociativa de ligantes ou substituicdo
associativa por moléculas disponiveis no meio (ABRAM; ALBERTO, 2006; ABRAMS et
al., 1983).

Figura 11 - Estrutura quimica do Cardiolite e Myoview usados para exames de imagem do
coracao.

09\ + L g7

[ R
Cardiolite Myoview
Fonte: (ABRAM; ALBERTO, 2006).

A segunda geracio de radiofarmacos de *™Tc explorou o uso de moléculas bioativas
(peptideos, anticorpos e drogas artificiais, por exemplo) diretamente ligadas aos fragmentos
como %MTc-hynic (GUO; HINKLE; LEE, 1999), ®*™Tc-4+1 (KUNSTLER et al., 2010),
9MT¢-N-PNP (BOSCHI et al., 2002) ou *MT¢(CO)s (ZOBI et al., 2003) (Figura 12). Alberto
e colaboradores, em 2001, aperfeicoaram a reacdo de preparagdo do precursor fac-
[**"Tc(OH2)3(CO)s]* para uma etapa ao utilizarem com reagentes no estado sélido e estaveis
ao ar. Assim, eles desenvolveram uma reagdo onde o [®™Tc(OH.)3(CO)s]* pode ser
sintetizado em &gua diretamente a partir de pertecnetato de sodio, Na®*"TcOs, sem a
atmosfera de CO, usando o KoBH3CO. como agente redutor e também como fonte de
mondxido de carbono (ALBERTO et al., 2001). O fac-[**"Tc(OH2)3(CO)s]* é cineticamente
inerte devido a sua configuracéo eletronica d®. Além disso, os trés ligantes aqua faciais s&o
facilmente substituidos por ligantes desejaveis e de diferentes denticidades (ligantes mono,
bi e tridentados) (ver Figura 13), especialmente contendo aminas aromaticas como
imidazois e piridinas, pelas quais o fragmento fac-[*°"Tc(CO)s]* possui afinidade. Assim, o
desenvolvimento desse kit impulsionou a quimica do fragmento fac-[*"Tc(CO)s]* no
desenvolvimento de radiofarmacos organometalicos, sendo a marcacdo direta de
biomoléculas por complexos do tipo [*™Tc(CO)s] ja bastante explorada. Além disso, o seu

congénere frio fac-[ReCO)3]* apresenta estabilidade em meio bioldgico e sua sintese pode
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ser empregada em varios sistemas ligantes (ABRAM; ALBERTO, 2006; ALBERTO, 2012;
KONKANKIT et al., 2018).

Figura 12 Segunda geracio de radiofarmacos de *™Tc.
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H,N N\H ,N/‘ I\/l\ll\) OC/J 'l:N/N
o 0 HO,C R |
NS co ~“
0 OH
Tc-hynic Tc-4+1 Tc-PNP Tc-tricarbonil

Fonte: Adaptado (GUO; HINKLE; LEE, 1999; KUNSTLER et al., 2010; VAN RENSBURG, 1999; ZOBI et
al., 2003).

Figura 13 Alguns modelos de complexos com fragmento [M(CO)s]* (M = Re ou Tc).
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Fonte: Adaptado Referéncia (ALBERTO, 2012; BERNARD et al., 2003; BRINK; VISSER; ROODT, 2011).

1.2.4 Agentes Multifuncionais e Justificativa

Um dos primeiros “pares terandsticos” para diagnostico e terapia médica nuclear foi
feito pela combinag&o dos isdtopos **™Tc com os isétopos 186 e 188 do seu homdlogo mais
pesado, o rénio (%/1%Re). A obtencdo de uma plataforma teranostica baseada em uma
molécula contendo 8¢*¥Re sozinho (emissio y para diagnostico, emissdo B~ para terapia)
ou em combinagido com homdlogos de *®*"Tc (Figura 14a) leva a formagdo de um par
perfeito com caracteristicas Unicas. Entretanto, mais recentemente, uma extensdo da
defini¢do do “par teranostico” Tc/Re foi descrita por Alberto et al. atraves da combinagéo de
um complexo organometalico contendo **™Tc com seu homdélogo de rénio ndo radioativo

(Figura 14b) (MEOLA et al., 2017). Nesse sentido, enquanto o complexo de rénio deve ser
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terapeuticamente ativo, o homélogo de **"Tc permitiria a visualizagdo através de

radioimagem com deteccéo sensivel de processos bioldgicos profundos no corpo (in vivo).

Figura 14. CombinacGes teranosticas baseadas em: a) receptor direcionado a complexos
homdlogos de **™Tc (raidoimagem) '188Re (radioterapia e opcionalmente imagem), b)
complexo de ®™Tc para imagem e quantidades macroscopicas de complexo homologo de
rénio frio para terapia.

A)

y

B) Y

Fonte: Adaptado de (MEOLA etal., 2017).

Os complexos desses dois elementos no estado de oxidacdo | séo isoestruturais e
fisiologicamente robustos. Portanto, ao combinar a multimodalidade do fragmento
{M(CO)s}" (M = *"T¢, Re) com as propriedades teranosticas do par **"Tc/Re, um sistema
multifuncional pode ser desenvolvido, o qual pode ser aplicado em conjunto realizando
diagnostico (radioimagem) e terapia simultaneamente. Deste modo, uma nova estratégia para
a aplicacdo de Tc e Re na medicina foi criada, possibilitando novas oportunidades para esses
dois elementos. Considerando que pacientes infectados pela doenca de Chagas
frequentemente apresentam problemas cardiacos devido ao acumulo dos parasitas nesse
tecido, o uso de complexos de **"Tc que sejam direcionados ao coragio pode representar
uma alternativa para o diagnostico e acompanhamento da evolucgédo desta enfermidade. Esta
suposicdo ndo € ao acaso Vvisto que ja foi relatado anteriormente que a biodistribuicdo de
9MTcO,4 é afetada pela parasitemia com T. cruzi (BARBOSA et al., 2009). Ademais, devido
as propriedades quimicas semelhantes do Re e Tc (ALBERTO; BRABAND, 2013) e,
considerando a semelhanca entre 0 metabolismo das células cancerigenas e dos parasitas
(NAVARRO et al., 2010), os complexos de Re néo radioativos podem ser utilizados como
modelo de comparacao aos complexos analogos de tecnécio como também na quimioterapia
desta doenca. Deste modo, supomos que seria possivel obter um dispositivo terandstico
(terapia + diagnostico) atraves do efeito combinado de compostos contendo os nuclideos
9mT/18518"Re, podendo ser utilizado para acompanhamento clinico da doenga a0 mesmo

tempo em que o tratamento é realizado (Figura 15).
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Figura 15. Sistema terandstico de **™Tc/*58'Re para tratamento e diagndstico do tecido
cardiaco comprometido pela doenga de Chagas almejado no presente trabalho.

Re (terapia)

Fonte: adaptado da (MercadoBomSucesso: Sistema Cardiovascular, 2021).

Embora a aplicacdo do tecnécio seja bem estabelecida na medicina nuclear, o
desenvolvimento de sistemas ligantes apropriados para serem incorporados ao tecnécio e que
sejam direcionados especificamente as células patdgenas ainda € um desafio. Isto significa
que o ion metélico deve ser estabilizado e covalentemente ligado a molécula biologicamente
ativa sem afetar sua funcéo fisiolégica. Sabe-se que o tratamento da doencga de Chagas €
baseado em compostos nitroheterociclicos, cujas funcbes biologicas sdo baseadas na
bioativacdo do grupo nitro por reducdo enzimatica e na formacédo de espécies reativas de
oxigénio (DOCAMPO; STOPPANI, 1979; PATTERSON; WYLLIE, 2014). Logo, 0 uso de
tais compostos como ligantes parece ser uma escolha atraente. Entretanto, para que haja uma
estabilizacdo adequada do centro metélico, é necessario 0 uso de ligantes quelantes, ndo
sendo adequada a utilizacdo direta do benznidazol, por exemplo. Consequentemente, é
preciso que 0 composto apresente atomos doadores em posicdes especificas para
coordenacdo, além de apresentar as propriedades bioldgicas de interesse. Uma opc¢édo que
parece ser apropriada € o megazol uma vez que, além de apresentar atomos doadores em
posicdes adequadas (Figura 16), é ativo in vivo em cepas do T. cruzi e T. bruceli, através da

inibicdo de enzimas essenciais aos parasitas, como discutido acima.

Figura 16. Possiveis modos de coordenacao do megazol.
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Fonte: a autora
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo estudar as caracteristicas quimicas e bioldgicas de

complexos de M(CO)s* (M = 187Rel ou *™Tc'y com derivados do agente tripanocida

conhecido como megazol. Deste modo, buscou-se obter complexos de rénio (nao-

radioativos) com alta atividade tripanocida e baixa citotoxicidade para serem utilizados

como quimioterapicos bem como complexos de *™Tc' analogos para serem utilizados no

acompanhamento da evolucdo da doenca de Chagas através de radioimagens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

De forma sistematica, os objetivos especificos sdo apresentados abaixo:

Sintetizar e caracterizar o megazol e seus derivados obtidos através de modificacoes
estruturais da porcdo amina (LR*F?R1=R2=H;R1=HeR2=CHzeR1=R2 =
CHy);

Preparar complexos do tipo tricarbonil ndo radioativos com isétopos de #8’Re no
estado de oxidacdo | a partir do megazol e seus derivados;

Realizar as caracterizagdes quimicas e fisicas dos complexos de Re' usando os
métodos: RMN, 1V, analise elementar, UV-vis, fluorescéncia, espectrometria de
massas e, quando possivel, DRX de monocristal;

Preparar complexos de *™Tc' e comparar com os modelos de complexos de 18518'Re!
supostamente analogos;

Aprofundar o conhecimento das propriedades dos compostos obtidos através de
métodos teoricos (DFT);

Determinar a atividade tripanocida e a citotoxicidade in vitro dos derivados do
megazol e dos seus complexos de &187Re! tricarbonil;

Avaliar a interagcdo dos compostos obtidos frente a Trypanosoma cruzi Old Yellow

Enzyme (TcOYE) tanto experimentalmente quanto por docking molecular.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 MATERIAIS

O composto (EtsN)2[ReBr3(CO)s] foi sintetizado de acordo com procedimento
encontrado na literatura (ALBERTO et al., 1994). Os reagentes (1-metil-5-nitro-1H-2-
imidazol)metanol — n® CAS 936-05-0), tiossemicarbazida (n® CAS 79-19-6), 4-metil-3-
tiossemicarbazida (n°® CAS 6610-29-3), 4,4-dimetil-3-tiossemicarbazida (n° CAS 6926-58-
5), 6xido de manganés ativado (n° CAS 1313-13-9), sulfato de ferro(ll1l) amoniacal
dodecahidratado (n® CAS 7783-83-7), boranocarbonato de sodio (n®° CAS 17363-08-5),
tartrato dissodico dihidrato (n°® CAS 6106-24-7), tetraborato dissédio decahidratado (n® CAS
1303-96-4) e todos os solventes utilizados foram obtidos comercialmente e usados sem
purificacbes adicionais, com excecdo do solvente tolueno que foi tratado previamente
segundo procedimento padrdo (RIDDICK; BUNGER; SAKANO, 1986). [®MTcO4]" foi
eluido de um gerador ®Mo/®"Tc Ultratechnekow FM fornecido pela companhia

farmacéutica Mallinckrodt Schweiz AG.

3.2 INSTRUMENTOS E METODOS

3.2.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de *H e *C foram processados em solventes deuterados no equipamento
Bruker DRX 400 (*H: 400 MHz, *3C: 100,6 MHz) ou DRX 500 (*H: 400 MHz, 13C: 125,8
MHz). Os deslocamentos quimicos (6) sao informados em ppm (partes por milh&o) relativos
ao pico residual do solvente. As abreviacOes para as multiplicidades dos picos séo as
seguintes: s (singleto), d (dupleto), t (tripleto), g (quarteto), m (multipleto). Os experimentos
de DEPT (Distorsion less Enhancement by Polarization Transfer) foram empregados para
auxiliar na atribuicdo dos tipos de a&tomos de carbono nos sinais presentes nos espectros de
13C. Nos espectros de DEPT 135 os picos positivos referem aos carbonos dos grupos metino
(CH) e metil (CHs) enquanto os picos negativos séo correspondentes aos carbonos do grupo

metileno (CH2). No caso dos espectros de DEPT 90 os picos positivos sdo atribuidos aos



https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=17363-08-5&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=6106-24-7&interface=CAS%20No.&N=0&mode=partialmax&lang=pt&region=BR&focus=product
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carbonos do grupo metino (CH) e os negativos aos carbonos do grupo metil (CHs). A
auséncia de sinal em ambas as técnicas de DEPT indicam a presenca de carbono quartenario.
O software utilizado para processamento dos dados de RMN foi 0 MestreNova verséao 6.0.2-
5475. Os experimentos foram realizados na central da analitica do campus Irchel da

Universidade de Zurique — Suica.

3.2.2 Infravermelho (1V)

Os espectros de 1V foram obtidos em espectrometro PerkinElmer Spectrum Two
equipado com acessorio Specac Golden GateTM ATR (do inglés “attenuated total
reflection”) com resolugdo de 4 cm™ e 32 scans. As vibragdes de estiramento e de
dobramento sdo representadas com os simbolos “v” e “6”, respectivamente. As intensidades
das bandas sdo simbolizadas como forte (s), média (m), fraca (w). Os experimentos foram

realizados no laboratério do grupo Alberto no campus Irchel na Universidade de Zurique.

3.2.3 Reacoes utilizando Micro-ondas (m.o)

As reagdes com radiacdo micro-ondas foram realizadas usando os equipamentos
Biotage Initiator+ Robot Eight e Anton Paar (AP) Monowave 200 instrument. As reacgoes
foram realizadas no laboratorio do grupo Alberto no campus Irchel na Universidade de

Zurique.

3.2.4 HPLC (High-performance liquid chromatografhy) e UPLC (Ultra-performance
liquid chromatografhy)

Os equipamentos utilizados e métodos empregados nas analises de HPLC/UPLC sdo
descritos abaixo, respectivamente. Os experimentos foram realizados no laboratorio do

grupo Alberto no campus Irchel na Universidade de Zurique.

v UPLC-ESI-MS - Equipamento Sistema autosampler UPLC Waters Acquity
acoplado a um Bruker HCT™, usando uma coluna Acquity UPLC BEH C18 1,7 um
(2,1 x 50 mm). As deteccdes foram realizadas entre 200 nm e 480 nm, os valores de

m/z foram originarios do sinal mais intenso. Método (Figura 17) — As analises de
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UPLC-MS foram realizadas através do método gradiente linear de A (acetonitrila
(Sigma-Aldrich HPLC-grade)) e B (4gua destilada contendo 0,1% de acido férmico):
t=0-0,5min, 5% A; t = 4,0 min, 100% A; t = 5,0 min, 100% A. Velocidade de fluxo
0,6 mL/min.

Figura 17 — Perfil do gradiente de eluicdo da fase mével ACN - UPLC-ESI-MS.
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Fonte: Dados da pesquisa.

v UPLC Analitico — Equipamento autosampler VWR Hitachi Chrommaster Ultra,
usando coluna Acquity UPLC BEH C18 1,7 um (2,1 x 50 mm). Método (Figura 18)
— As anélises de UPLC foram realizadas em gradiente linear de A (acetonitrila
(Sigma-Aldrich HPLC-grade)) e B (agua destilada contendo 0,1% de TFA): t=0-0,5
min, 5% A; t = 4,0 min, 100% A; t = 5,0 min, 100% A. Velocidade de fluxo 0,5
mL/min.

Figura 18 - Curva do gradiente de eluicdo da fase movel ACN - UPLC Analitico.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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v HPLC preparativo — Equipamento Sistema Varian ProStar 320, usando uma coluna
Dr. Maisch Reprosil C18 100-7 (40 x 250 mm). Método (Figura 19) — As
purificacbes por HPLC preparativo utilizaram método gradiente linear de A
(acetonitrila (Sigma-Aldrich HPLC-grade)) e B (&gua destilada contendo 0,1% de
TFA): t =0-50 min, 30 - 100% A. Velocidade de fluxo 40 mL/min.

Figura 19 — Perfil da curva do gradiente de elui¢do da fase mével ACN - HPLC preparativo.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

v radioHPLC — Equipamento Merck Hitachi LaChrome system com Merck Hitachi
Interface D-7000 autosampler, acoplado a um detector-UV Merck Hitachi
LaChrome L-7400 com detector matriz photo diodo. A deteccdo radioativa dos
complexos de ®™Tc foram adquiridas com um equipamento detector Berthold
Technologies Flowstar LB513 equipado com células BGO-X (y). Método (Figura
20) — As analises de radioHPLC foram adquiridas com método gradiente de A
(MeOH (Sigma-Aldrich HPLC-grade) e B (agua destilada contendo 0,1% de &cido
formico): t=0—-3 min, 10% A; t =3 — 3,1 min, 10 — 25% A; t = 3,1 — 9 min, 25%
A;t=9-9,1min, 25-34% A;t=9,1-20 min, 34 —-100% A; t = 20 — 25 min, 100%
A; t=25-25.1min, 100% A; t = 25.1 — 30 min 100% A. Velocidade de fluxo 0,5
mL/min.
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Figura 20 — Perfil da curva do Método Gradiente da fase movel MeOH - radio-HPLC.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

3.2.5 Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo com ionizagé&o por eletrospray (HR-
ESI-MS)

As andlises de alta resolucdo (HR) ESI-MS foram realizadas pela central analitica do
instituto de Quimica do campus Irchel da Universidade de Zurique em um espectrdmetro
Thermo DFS double-focusing system (ThermoFisher Scientific, Alemanha). As amostras
eram preparadas com 1 mg de composto e dissolvidas em MeOH. Os dados espectros de

massas sao apresentados com atribuicdo de razdo massa/carga (m/z).

3.2.6 Espectroscopia Ultravioleta-visivel (UV-vis)

Os espectros eletronicos foram medidos em um espectrofotdmetro SHIMADZU-
2018 no solvente DMSO, com cubetas de quartzo de caminho ético 1 cm a temperatura
ambiente. Os experimentos foram realizados no laboratério de Sintese Inorganica e

Bioinorganica do departamento de Quimica da Universidade Federal do Triangulo Mineiro.

3.2.7 Andlise Elementar

As medidas de CHN foram realizadas em um equipamento LecoCHNS-932
elemental analyzer. Os experimentos foram realizados na central da analitica do campus
Irchel da Universidade de Zurique — Suica.
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3.2.8 Cristalografia de Raios X em monocristal

Os dados de cristalografia de raios X em monocristal foram coletados a 160(1) K nos
seguintes difatrometros: 1) Rigaku OD XtaLAB Synergy, Dualflex, Pilatus 200 K para os
compostos N12CA, L™, LHMe e [ReBr(CO)sL™"]-C3HsO; 11) Rigaku OD SuperNova/Atlas
para o composto tsc™Me; e 111) Rigaku OD Xcalibur (detector CCD Ruby) para 0s compostos
tscMeMe e [ReBr(C0O)sLM®Me], usando Gnica fonte de comprimento de onda de raios X
(radiacdo Cu Kq: A = 1,54184 A ou radiacio Mo K,: A = 0,71073 A) (RIGAKU OXFORD
DIFFRACTION, 2015) de um micro-focus selado com tubo de raios X e sistema de
resfriamento Oxford liquid-nitrogen Cryostream. Os monocristais selecionados foram
montados usando O6leo polibuteno em uma presilha flexivel fixada em uma cabeca de
gonidmetro e imediatamente transferido para o difratbmetro. O pré-experimento, dados
coletados, reducdo dos dados e a correcdo de absor¢do analitica (CLARK; REID, 1995)
foram realizadas usando o programa CrysAlisPro (AGILENT TECHNOLOGIES UK LTD,
2019). Usando o Olex2 (DOLOMANOV et al., 2009), as estruturas foram resolvidas com o
programa “small molecule structure solution” SHELXT (SHELDRICK, 2015a) e refinadas
com o pacote de programas SHELXL2018/3(SHELDRICK, 2015b) por minimizacéo full-
matrix least-squares em F2. O PLATON (SPEK, 2009) foi usado para checar os resultados
das andlises de raios X. Maiores detalhes sobre a coleta de dados e parametros de
refinamento sdo encontrados nas tabelas de dados e nos arquivos checkCIFs em anexo. Os
experimentos foram realizados na central da analitica do campus Irchel da Universidade de

Zurique — Suica.

3.3 SINTESES

Todas as reacdes organicas e dos complexos de Re foram acompanhadas por UPLC

e UPLC-ESI-MS, sendo interrompidas logo ap6s o consumo dos reagentes.

3.3.1 — 1-metil-5-nitro-1H-imidazol-2-carbaldeido (NI12CA)

b HC

N
>
a
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Procedimento 1: Em um baldo de fundo redondo de 100 mL em ambiente de N,
0,500 g (3,18 mmol) de 1-metil-5-nitro-1H-imidazol-2-metanol e 1,384 g (15,9 mmol) de
Oxido de manganés ativado foram adicionados em 20 mL de tolueno anidro. A solucéo
reacional foi mantida sob refluxo & 110 °C por 4 horas e, em seguida, 0 sobrenadante isolado
por centrifugacdo. Logo apos, a solugdo foi seca e o produto bruto purificado por HPLC
preparativo. Rendimento: 50,0 %

Procedimento 2: Um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 50 mg (0,318
mmol) de 1-metil-5-nitro-1H-imidazol-2-metanol em 10 mL de DCM foi submerso em
banho de gelo e entdo a solucdo deixada em agitacdo constante por 10 minutos. Em seguida,
1,5 equivalentes de Periodinano de Dess-Martin (202,3 mg, 0,477 mmol) foi adicionado ao
meio reacional e deixado em agitacdo a 0 °C por 20 h. A solucdo reacional foi filtrada e
extraida 3 vezes com 10 mL de solug&o saturada de Na>S203, 3 vezes com 10 mL de solucéo
saturada de NaHCOz e 1 vez com solucéo saturada de NaCl. A fase organica foi seca com
sulfato de magnésio e ap6s evaporacao obteve-se o composto oleoso. Rendimento: 50,0 %.
Tempo de Retencdo UPLC: 1,55 minutos. *H-RMN (CDCls-d1, 500 MHz), 8/ppm: 9,95 (C-
H(c), s, 1H), 8,12 (C-H(a), s, 1H) e 4,38 (CH(b), s, 3H). **C-RMN (CDCls-d1, 125,8 MHz),
d/ppm: 183,6 (C5), 143,1 (C4), 132,6 (C2) e 34,5 (C3) (O carbono C1 ndo aparece).

3.3.2 - (E)-2-((1-metil-5-nitro-1H-imidazol-2-il)metileno)hidrazina-1-carbotioamida

derivados — tscRR

Quantidades equimolares de 1-metil-5-nitro-1H-imidazol-2-carbaldeido (220,8 mg;
1,42 mmol) e da tiossemicarbazida de interesse foram dissolvidos em 5 mL de EtOH. Apés
a adicdo de 3 gotas de HCI concentrado a solugdo, a mistura reacional foi agitada a 80 °C
sob radiacdo micro-ondas por 40 minutos. O controle de reacéo foi feito por UPLC e ap6s 0
fim do tempo reacional o precipitado amarelo foi filtrado e lavado com EtOH (2 mL) e éter
etilico (5 mL), respectivamente.

tsctH (R1 = H; R2 = H) - Tempo de reagdo 40 minutos. Tempo de Retencdo UPLC: 1,75
minutos. Rendimento: 76,0 % (245,6 mg). *H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz), 8/ppm: 11,8
(NH(d), s, 1H), 8,6-7,8 (NH(e,f), s, 2H), 8,2 (C-H(c), s, 1H), 8,1 (CH(a),s, 1H), 7,8 e 4,2
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(H(b), s, 3H). (+) HR-ESI-MS: 229,05035 m/z (encontrado 100% CsHoNeO2S* [M+H]*;
calc. 229,05022; 4 = 0.57 ppm).

tscMeH (R1 = H; R2 = Me) — Tempo de reacéo 40 minutos. Tempo de Retengédo UPLC: 1,83
minutos. Rendimento: 47,30% (114.4 mg). *H-RMN (DMSO-ds, 400 MHz), &/ppm: 11,9
(NH(d), s, 1H), 8,3 (NH (f), s, 1H), 8,2 (C-H(c), s, 1H), 8,1 (CH(a),s, 1H), 4,1 (CHz(b), s,
3H) e 3,0 (CH3(e), d, J = 3,03 Hz, 3H). (+) HR-ESI-MS: 243,06589 m/z (encontrado 100%
C7H11N6O2S™ [M+H]"; calc. 243,06587; 4 = 0.08).

tscMeMe (R; = Me; R2 = Me) — Tempo de reagdo 40 minutos. Rendimento: 55,4%. *H-RMN
(DMSO-ds, 400 MHz), 8/ppm: 11,3 (NH(d), s, 1H), s, 1H), 8,3 (C-H(c), s, 1H), 8,2 (CH(a),s,
1H), 4,30 (CHs(b), s, 3H) e 3,31 (CHs(e), s, 6H). (+) HR-ESI-MS: 243,06589 m/z
(encontrado 100% C7H11NeO2S* [M+H]"; calc. 243,06587; 4 = 0.08). (+) HR-ESI-MS:
257,08129 m/z (encontrado 10,90% CgH13NsO2S™ [M+H]"; calc. 257,08152; 4 = -0.89 ppm);
297,08731 (encontrado 100% CsH14NsKO2S®** [M+2H+K]"; calc 297,05196; 4 = -1,19

ppm).

3.3.3 — Derivados 5-(1-metil-5-nitro-1H-imidazol-2-il)-1,3,4-tiadiazol-2-amina (LRR)

Cc

b
O CH;, Ri1
N N s—NRrg
Ty

N

aH
1 equivalente (1  mmol) de (E)-2-((1-metil-5-nitro-1H-imidazol-2-
il)metileno)hidrazina-1-carbotioamida e 4 equivalentes de sulfato de amoénio férrico
dodecahidratado foram adicionados em frasco biotage de 20 mL contendo 8 mL de H20
destilada. A suspensao foi aquecida em radiacdo micro-ondas a 80 °C por 90 minutos. Entao,
0s precipitados amarelos foram imediatamente filtrados e lavados com 100 mL de H20. Os

produtos foram dissolvidos em acetona e cristais amarelos foram obtidos.

L"H (R1 = H; R2 = H) (1) — Tempo de reacéo 1 hora e 30 minutos. Tempo de Retencéo
UPLC: 1,88 minutos. Rendimento: 68,3% (154,5 mg). Analise Elementar calculada para
CsHsN6O2S (226,21 g.mol™): C: 31,9; H: 2,6; N: 37,2; Determinada: C: 31,3; H: 2,7; N: 37,1
!H-RMN (DMSO-ds, 500 MHz), 8/ppm: 8,5 (CH(a), s, 1H), s, 1H), 7,6 (NH2(c), s, 2H), e
4,9 (CHs(b), s, 3H). *H-RMN (Acetona-ds, 500 MHz), 8/ppm: 8,0 (CH(a), s, 1H), s, 1H), 7,1
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(NH2(c), s, 2H), e 4,4 (CHs(b), s, 3H). ®*C-RMN (DMSO-ds, 125,8 MHz), &/ppm:
170,05(C5), 148,30 (C6), 141,48(C1), 140,24(C4), 133,18(C2) e 35,07(C3). B*C-RMN
(Acetona-ds, 125,8 MHz), &/ppm: 170,76 (C5), 150,73 (C6), 142,77 (C1), 141,49 (C4),
133,45 (C2) e 35,71 (C3). IV (cm 1): 3428w e 3280w v(N—H), 3072w v(C—H), 1632m
3(C—N)+v(C=N), 1518m &(C=N)+v(C=N),1494s v(N-O)ass, 13655 v(N-O)s, 1336s
v(C-S). (+) HR-ESI-MS: 227.03453 m/z (encontrado 100% CgH7NsO2S™ [M+H]"; calc.
227,03512; 4 =-0.04 ppm).

LHMe(R; = H; R2 = Me) (2) — Tempo de reacdo 1 hora e 30 minutos. Tempo de Retencéo
UPLC: 2,24 minutos. Rendimento: 75,0% (301,4 mg) - Analise Elementar calculada para
C7HsN6O2S (240,24 g.mol™?): C: 35,0; H: 3,4; N: 35,0. Determinada: C: 34,6; H: 3,40; N:
35,1. 'H-RMN (DMSO-ds, 500 MHz), 8/ppm: 8,3 (NH(c), m, 1H), 8,2 (CH(a), s, 1H), 4,3
(CHs(b), s, 3H) e 3,0 (CHs(d), d, J = 2,97 Hz, 3H). *C-RMN (DMSO-ds, 125,8 MHz),
d/ppm: 170,49 (C5), 147,85 (C6), 141,42 (C1), 140,30 (C4), 133,21 (C2), 35,06 (C3) e 31,47
(C7). IV (cm 1): 3193w v(N-H), 3125w v(C—H), 1583m &(C—N)+v(C=N), 15365
v(C=N)+(C=C), 1523s v(N-O)ass, 1362s v(N-O)s, 1332s v(C-S). (+) HR-ESI-MS:
241,05023 m/z (encontrado 100% C7HgNsO2S [M+H]*; calc. 241,05022; 4 = 0.05 ppm);
263,03217 m/z (encontrado: 18,75% C7HsNeO2SNa [M+Na]; calc. 263,03271; 4 = 0.02
ppm).

MeMe (R; = Me; R2 = Me) (3) — Tempo de reacdo 1 hora e 30 minutos. Tempo de Retencéo
UPLC: 2,33 minutos. Rendimento: 50,4% (301,2 mg) — Analise Elementar calculada para
CsH10NsO2S (254,27 g.mol™): C: 37,8; H: 4,0; N: 32,1. Determinada: C: 37,6; H: 4,1; N:
32,3. 'H-RMN (DMSO-ds, 500 MHz), 8/ppm: 8,2 (CH(a), s, 1H), 4,3 (CH3(b), s, 3H) e 3,2
(CHa(c,d), s, 3H). ®°C-RMN (DMSO-ds, 125,8 MHz), 8/ppm: 172,54 (C5), 148,82 (C6),
141,80(C1), 140,79(C4), 133,71(C2), 41,73 (C7) e 35,52(C3). IV (cm ): 3148w v(C—H),
1555s v(C=N)+(C=C), 1513s v(N—0)as, 13975 v(N—0)ass, 13625 v(C-S). (+)HR-ESI-MS:
255,06541 m/z (encontrado 100% CgH11NsO2S™ [M+H]"; calc. 255,06541; 4 = -1,82 ppm).
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3.3.4 — Complexos de [ReBr(CO)3(LRR)]

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL contendo 4 mL de MeOH foram
adicionados, respectivamente, 0,11 mmol (84,0 mg) de [(EtsN)2][ReBr3(CO)z] e 0,096 mmol
do LR1R2 desejado, sendo a solugéo resultante mantida sob refluxo. O controle de reagéo foi

realizado por UPLC e a reacdo foi encerrada ap6s o consumo total do ligante. Apds o tempo
de reacdo a solucdo foi deixada a 0 °C por 72 h, sendo observada a formacéo de cristais
vermelhos para os complexos [ReBrL"H(C0)3]:CsHsO e [ReBrLMeMe(CO)s].

[ReBr(CO)sL™H]CsHeO (R1 = H; R2 = H) 4C3HsO — Tempo de reacdo 1 hora.
Rendimento: 74,0 % (40,9 mg). Andlise Elementar calculada para CoHsBrNeOsReS C3HeO
(634,44 g.mol™): C: 22,7; H: 1,9; N: 13,3; Determinada: C: 22,5; H: 1,9; N: 13,6. *H RMN
(CO(CD3)2-ds, 500 MHz) &/ppm: 8,63 (CH(a), s, 1H), 7,99 (NH(c), s, 2H), 4,45 (CHz3(b), s,
3H). $3C RMN (CO(CD3)2, 500 MHz), 8/ppm: 197,35 (CO), 188,46 (CO) , 172.20(CO),
172,14 (C5), 147,96 (C6), 147,61 (C1), 141,05 (C4), 133,98 (C2) e 36,39 (C3). HR-ESI-MS:
496,96803 m/z (encontrado CoHsNsOsReS [M-Br]*; calc. 496,96724; 4 = -1,91 ppm);
514,97822 m/z (encontrado CoHsNsOsReS [(M-Br)+H.0]"; calc. 514,97781; A4 = -1,12
ppm); 598,87403 m/z (encontrado 100% CyHesBrNsNaOsReS [M+Na]*; calc. 598,87535; 4
=-0.87 ppm). IV (cm 1): 3407m e 3236m v(N—H), 2030s, 1955s, 1931s e 1905s v(C=0),
1597 §(C—N)+(C=N), 1528s v(C=N)+(C=C), 1497s v(N-O)zs, 1384s v(N—O)ass, 12825
v(C-9).

[ReBr(CO)sLMeH] -CH30H (R1 = H; R2 = Me) 5:CH3OH — Tempo de reacéo 1 hora e 30
minutos. Rendimento: 76,3 % (45,0 mg). Analise Elementar calculada para
C10HsBrNgOsReS.CH3OH (622,42 g.mol™): C: 21,3; H: 1,94; N: 13,5. Determinada: C: 21,8;
H: 1,60; N: 14,2. 'H RMN (CO(CDs3). - ds, 500 MHz) &/ppm: 8,63 (CH(a), s, 1H), 8,23
(NH(c), s, 1H), 4,45 (CHs(b), s, 3H) e 3,24 (CH3(d), s, 3H). *C RMN (CO(CD3),, 500 MHz),
d/ppm: 197,09 (CO), 188,44 (CO), 172,92 (C5), 147,88 (C6), 146,31 (C1), 140,91 (C4),
133,89 (C2) e 36,24 (C3) e 32,84 (C7). HR-ESI-MS: 510,98239 m/z (encontrado 100%
Ci0HsNsOsReS [M-Br]*; calc. 510,98289; 4 = 0,67 ppm); 528,99249 m/z (encontrado
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C10H10NsOsReS [(M-Br)+H.0]"; calc. 528,99346; A4 = 1,52 ppm); 612,88849 m/z
(encontrado Ci1oHsBrNeNaOsReS [M+Na]*; calc. 612,89100; 4 = 1,09 ppm). IV (cm ):
3216m vo(N-H), 2033s, 1931s e 19011s v(C=0), 1556s &(C—N)+(C=N), 1529s
V(C=N)+(C=C), 15035 v(N—0O)as, 13725 v(N—O)ass, 1280s v(C-S).

[ReBr(CO)sLMeMe1H,O (R1 = Me; R2 = Me) 6H20 — Tempo de reacdo 3 horas.
Rendimento: 83,2 % (48,3 mg). Andlise Elementar calculada para C11H10BrNsOsReSH>0O
(622,42 g.mol™): C: 21,2; H: 1,94; N: 13,5. Determinada: C: 22,4; H: 1,90; N: 13,6. 'H RMN
(CO(CDs3)2-ds, 500 MHz) 6/ppm: 8,62 (CH(a), s, 1H), 4,47 (CH3(b), s, 3H) e 3,40 (CHs(c,d),
s, 3H). *C RMN (CO(CDs)2, 500 MHz), 8/ppm: 197,13 (CO), 188,42 (CO), 173,79 (C5),
147,90 (C6), 146,00 (C1), 140,89(C4), 133,91 (C2) e 41,88 (C7,C8) e 36,22 (C3). HR-ESI-
MS: 524,99858 m/z (encontrado 100% C11H10NeOsReS [M-Br]*; calc. 524,99854; 4 = - 0,38
ppm); 626,90403 m/z (encontrado C11H10BrNsNaOsReS [M+Na]*; calc. 626,90665; 4 = 1,25
ppm). 1V (cm 1): 2024s, 1922s e 1886s v(C=0), 1578s v(C=N)+(C=C), 1531s v(N—0)as,
13745 v(N—O)ass, 1309s v(C-S).

XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXKXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
ATENCAOQ! Experimentos com *™T¢ —

CUIDADO! *™T¢ é y-emissor (E= 140 keV, ti2 = 6,02 h), portanto deve ser
manipulado em local apropriadamente blindado e licenciado. Sédio boronocarbonato libera
gas CO o qual é altamente toxico, deste modo, € fortemente recomendado ser manipulado
em capelas de exaustao.
1,9,9,9.9.9,9,9,9,9.9.9,9.9,9.9.0.9,0,9,9,9.9.9,.9,0,9.9.9.9,9,9,.9.9.9,9,.9,9,9.9.9,.0,9,9.9.0.0.9,.9,9,¢
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3.3.5 - [*¥MTc(OH2)3(CO)s]*
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Em um frasco biotage (2 -5 mL) foi colocado boranocarbonato de sodio (4 mg, 38,5
pmol), tartarato dissodico dihidrato (7 mg, 30,4 umol) e tetraborato dissodico decahidratado
(7 mg, 18,5 umol). O frasco contendo esses sais foi vedado e colocado sob fluxo de N2 por
5 minutos e, em seguida, foi adicionado 1-2 mL de [**"TcO4] eluido de um gerador
comercial. A solucdo foi aquecida por radiacdo micro-ondas por 7 minutos a 110 °C. Para
normalizar a alta pressdo, os gases desprendidos foram liberados com uma seringa
descartavel de 1 mL. O excesso de boranocarbonato foi eliminado com adicdo de HCI 1 M
e posterior adicdo de NaOH 1M até obter o pH desejado da solu¢do. Dados de radio-HPLC:

Tempo de Retencéo: 6,28 minutos.

3.3.6 - [%"T¢(OH2)(CO)sLRLR2]*
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Primeiramente, a solucio de [*MTc(OH2)3(CO)s]" teve o seu pH ajustado utilizando
solugdo de 1 M de HCI (para as reagdes com os ligantes L™H e LM&H o pH da solucédo de
[**™Tc(OH2)3(CO)s] foi ajustado para 4 e com o ligante LM&Me para 2). Na sequéncia, 0,9 mL
de [*™Tc(OH2)3(CO)s]* e 0,6 mL da solugéo de LRR2 1 mM em etanol foram adicionados
a um frasco biotage de 1-2 mL selado. A solucdo resultante foi aquecida em radiagcdo micro-
ondas a 100 °C por 1 hora e entdo analisada por radio-HPLC.

Dados de radio-HPLC:

v’ [%¥MT¢(OH2)(CO)sLHH]*(7): Tempo de Retencgdo: 19,20 minutos;
v [%¥MT¢(OH2)(CO)sLHMe1*(8): Tempo de Retencgdo: 19,83 minutos;
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v’ [%MT¢(OH2)(CO)sLMeMe1*(9): Tempo de Retencdo: 21,03 minutos.

3.4 ESTUDO TEORICO POR DFT

Os célculos tedricos foram realizados nas dependéncias do Laboratorio de
Fotoquimica e Ciéncia de Materiais pelo Professor Anténio Eduardo da Hora Machado. As
estruturas isoladas, foram otimizadas usando o funcional rm062X (ZHAO; TRUHLAR,
2008), da Teoria do Funcional de Densidade, em combinacdo com o conjunto de bases
atdbmicas LANL2DZ (DUNNING; HAY, 1977; HAY; WADT, 1985; PRITCHARD et al.,
2019; WADT,; HAY, 1985). Os pontos de partida foram as estruturas cristalinas dos
compostos LHH e complexo 4. As estruturas otimizadas ndo apresentaram frequéncias
imaginarias. Os espectros eletronicos tedricos foram calculados considerando as primeiras
30 transigdes singleto-singleto através do funcional hibrido CAM-B3LYP (YANAI; TEW;
HANDY, 2004) através de uma abordagem em fun¢do do tempo (TD-DFT). Todos os
calculos foram realizados utilizando o modelo de solvatacio CPCM (TAKANO; HOUK,
2005) para descrever a solvatacdo das espécies em DMSO. Os calculos foram efetuados
empregando-se o software Gaussian 09, Revision E.01 (FRISCH et al., 2013). As estruturas
foram visualizadas empregando o software GaussView 5.0.8.

3.5 ESTUDOS BIOLOGICOS

3.5.1 - Avaliacdo da citotoxicidade em células LLC-MK2

Para avaliar os efeitos citotoxicos dos compostos foi utilizado o teste MTT (3-(4,5-
Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazoilium). O principio deste método descrito
por Mosmann consiste em medir a viabilidade celular pela atividade enzimética de
oxirredutases das células vivas (MOSMANN, 1983). O meio de cultura utilizado nas células
de mamiferos é o0 RPMI-1640. Para o teste, 1,0 x 10° células da linhagem LLC-MK: sdo
semeadas em microplacas de 96 pogos na auséncia ou presenca dos compostos ou
benznidazol, diluidas em série na base 2 (500 a 1,95 uM) e incubadas em estufa a 37 °C com

5% de CO2 por 72 horas. Ao final do periodo de incubacéo, sdo adicionados aos pog¢os de
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cultivo celular 50 uLL de MTT (Sigma-Aldrich Corp. St. Louis, MO) na concentracédo de 5
mg. mL™, e ap6s 3 horas de incubagio serdo adicionados 50 pL DMSO (dimetilsufoxido)
por pogo para dissolver os cristais de azul de formazan. A absorbancia foi determinada em
570 nm usando espectrofotdmetro de microplaca Stat Fax 2100 (Awareness Technology,
Palm City, FL, USA). A porcentagem de viabilidade celular foi determinada a partir da
seguinte formula: Viabilidade celular (%) = (Absorbancia do tratamento)/(Absorbancia do
controle negativo)x100. O valor de ICso (concentragdo (LM) que inibe 50% o crescimento
celular) foi determinada por meio da curva dose resposta utilizando o programa estatistico
GraphPad Prism 5 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

3.5.2 - Avaliacdo da atividade tripanocida, in vitro, sobre as formas amastigotas

Os ensaios foram realizados conforme descrito anteriormente (BUCKNER et al.,
1996). As formas tripomastigota e amastigota da cepa Tulahuen LacZ foram obtidas
conforme procedimento de Buckner e colaboradores (1996) no laboratério de Parasitologia
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP de Ribeirdo Preto. Em placas de 96 pogos,
células da linhagem LLC-MK2 foram plagueadas em uma concentracio de 5 x10*
células/mL (80 pL). As formas tripomastigotas da cepa Tulahuen LacZ foram adicionadas
na concentragdo de 5 x10° células/mL (20 pL) e incubadas a 37 °C em 5% CO,, por 24 h. A
seguir, as formas tripomastigotas, presentes no sobrenadante foram retiradas por lavagens
sucessivas e permaneceram somente as formas amastigotas. Os compostos foram
adicionados em diferentes concentragfes (250 a 1,95 pM- diluicdes seriadas) e
permaneceram em cultura por 72 h. Ao final deste periodo, o substrato CPRG (chlorophenol
red B-D-galactopyranoside, 400 uM em 0,3% Triton X-100, pH 7,4) foi adicionado. Apds 4
h de reincubacdo a 37 °C, a placa foi analisada em um espectrofotdbmetro a 570 nm. Como
controles foram utilizados o benznidazol, nas mesmas concentracbes dos compostos
avaliados (controle positivo), e o solvente que foi utilizado para a solubilizacdo dos

compostos (controle negativo).
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3.6 ENSAIOS ENZIMATICOS

3.6.1 - Expressao e Purificacdo da TcOYE

A proteina recombinante Old Yellow Enzyme de T. cruzi (TcCOYE) foi produzida
empregando-se a metodologia descrita por Murakami et al. (2013). Sucintamente, a proteina
foi expressa em cepas de bactérias Escherichia coli BL21(DE3) por meio da indugdo por
IPTG empregando-se o vetor pET28a:TcOYE. A enzima foi purificada por meio de uma
etapa de captura por afinidade ao niquel, pois o vetor pET28a permite a expressao de um
peptideo de fusdo de poli-histidina, localizado na extremidade N-terminal da proteina. Apds
a purificacdo por afinidade, a cauda de poli-histidina foi excisada pela incubacdo com
trombina “overnight” sendo realizada a segunda etapa de purificagdo por cromatografia de
exclusdo molecular preparativa. A purificacao foi avaliada por SDS-PAGE e a concentracdo

estimada por espectrofotometria conforme descrito em (MURAKAMI et al., 2013).

3.6.2 - Supressdo da Fluorescéncia Intrinseca do Triptofano

Os espectros de emissdo de fluorescéncia intrinseca do triptofano foram registrados
em um leitor de placas Varioskan™ LUX (Thermo Scientific™) utilizando uma microplaca
(Greiner, U-bottom, 96-well) no intervalo entre 315-460 nm com abertura de fendas de
excitacdo e emissdo em 50 nm e Aex = 295 nm. As intensidades de emissdo de fluorescéncia
da TcOYE foram medidas em 336 nm.

Os ligantes foram solubilizados em DMSO e posteriormente foram feitas diluicdes
sucessivas em tampao Tris-HCI 25 mmol L1, pH 8,0, contendo 100 mmol L de NaCl. Para
todos os experimentos a concentracédo final de DMSO foi mantida constante e igual a 2,5%.
Solugdes com concentragOes crescentes dos compostos e concentracdo constante de TcOYE
(15 umol L) foram preparadas, sendo estas mantidas a 25 ‘C pelo periodo de 1 h antes da

aquisicao dos espectros de emissao de fluorescéncia.

Os parametros de ligacdo foram determinados pelo grafico de Hill, obtendo-se a
constante de dissociagdo (Kq) por meio do ajuste ndo linear da curva de saturagdo aos dados

experimentais (grafico B figuras em secéo 4.5.2, Equagéo 1) e fixando-se n=1, valor este




PARTE EXPERIMENTAL

obtido pela equacéo duplo log,(Equacéo 2). A equacdo duplo-log foi também utilizada como
uma metodologia auxiliar para fins de comparagdo de Kq. O grafico duplo-log (grafico C
figuras em sec¢do 4.5.2, Equacéo 2) foi usado para determinar a constante de ligacéo e o
numero de locais de ligacdo (n). Também permite o célculo da constante de ligacdo (Kby) e
Kq a partir de 1/Kp. O grafico de Stern-Volmer (gréfico C figuras em secdo 4.5.2, Equacéo
3) em diferentes temperaturas demonstra a natureza estatica da témpera devido ao aumento

da témpera com 0 aumento da temperatura.

v Equacéo de Hill (GONCALVES et al., 2017):

Fp—F  [L]"
Fy  [L]"+ Ky

(Equacdo 1)

v" Duplo-log (Bl et al., 2004):

log <E> = nlogK, — nlog( ! ) (Equagéo 2)
F [L] = [(Fo — F)[Po]/F]

v Equacdo de Stern-Volmer (LAKOWICZ, 1999):

F, .
7" =1+ Kg[L] (Equagdo 3)

Onde, Fo é a fluorescéncia na auséncia de qualquer ligante; [L] é a concentracdo do
ligante; [Po] € a concentracdo da proteina.

A metodologia utilizada para a determinacéo dos valores de Kq pressupde a formacéo
do complexo proteina-ligante que tem como resultado a supressao da fluorescéncia quando
comparado a proteina na auséncia do supressor. O estudo da supressdo de fluorescéncia pode
ser afetado quando o ligante possui bandas de absorcéo que coincidam com comprimentos
de onda de excitacdo e emissdo de fluorescéncia (EPPS et al., 1999). Esta interferéncia e
denominada de efeito de filtro interno, o qual pode ser minimizado utilizando-se o
procedimento descrito pela Equacéo 4 (EPPS et al., 1999; RAWEL et al., 2006), onde Fons
e Feor S80 as intensidades de fluorescéncia em 336 nm medida e corrigida, respectivamente,
| representa o passo Optico onde ocorre a absorcéo e emisséo da luz e Co € a concentracéo do

composto. Para a correcdo do efeito de filtro interno foram utilizados os valores de
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coeficiente de absortividade molar determinados pela técnica de espectroscopia de absorcéo
molecular na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis) nos comprimentos de onda de
excitacdo (295 nm) e emissdo (336 nm) do Benznidazol (eem = 1855 nm e gem = 6319),
Megazol (LHH) (eem = 15335 nm e eem = 8207), [ReBr(CO)sL"H ] (gem = 13250 nm € &em
= 6803).

Fcor = obse_2'303(SQX+gem)lC0 (Equagéo 4)

3.7 ESTUDO TEORICO DE DOCKING MOLECULAR NA TcOYE

As simulac6es de docking molecular dos compostos foram realizadas para explorar
0s modos de ligacdo na enzima TcOYE. Os dados cristalograficos de difracédo de raios X da
Old Yellow Enzyme (TcOYE) do Trypanosoma cruzi foram extraidos do Protein Data Bank
(BERMAN et al., 2000) (PDB, cddigo 4E2B (MURAKAMI et al., 2013)). As estruturas
moleculares dos megazol (L") e [ReBr(CO)sLHH] e benznidazol (Bz) [CCDC 680687],
determinadas cristalograficamente, foram usadas nos estudos de docking. SimulacGes de
docking dos compostos foram realizadas com o pacote do GOLD (Genetic Optimization for
Ligand Docking) verséo 5.5 no sitio ativo da enzima. As intera¢cbes com os compostos foram
verificadas com o software Mercury do pacote do GOLD. A visualizacao pré e pos-docking
e a configuracdo de docking interativo foram realizadas com o software Hermes do pacote
do GOLD. Todas as moléculas de agua e heteroatomos foram removidos do arquivo de
entrada do PDB. Residuos dentro de 6,0 A em torno do inibidor nativo foram usados como
sitio de cavidade dos compostos e o grupo protético FMN foi mantido na estrutura nativa.
Outro conjunto de simulaces com ponto de corte de 10,0 A foi executado para verificar a
convergéncia. O método do algoritmo genético (AG) foi usado para executar os calculos
(VERDONK et al., 2003), flexibilidade total foi permitida aos compostos e as execucdes de
AG foram realizadas com um méximo de 100.000 operac¢Bes de AG com um tamanho de
populacdo de 100 individuos. Diversas solu¢Ges foram geradas, os cantos dos anéis puderam
girar, diversas conformacdes foram exploradas e nenhuma restricdo foi aplicada nas
simulagdes de acoplamento. Simulagfes de redocking do grupo protético FMN nativo do
cédigo PDB 4E2B foram executadas no sitio ativo da enzima com todas as funcGes de

pontuagcdo GOLD disponiveis e a melhor pontuacdo (rmsd mais baixa em relacdo a
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conformacdo da estrutura cristalina obtida por DRX) foi encontrada com a funcdo de
adequacdo do GoldScore (VERDONK et al., 2003) Assim, a funcdo de adequacéo
GoldScore foi escolhida para prever o modo de ligacdo do composto em estudo com a
estrutura cristalografica da TcCOYE. A funcdo de classificacdo de adequacdo do GoldScore
foi avaliada e as trés melhores poses, estruturas com melhor classificacdo, dos compostos
foram escolhidas para a analise de interagdo. As figuras tridimensionais dos complexos
foram preparadas com PyMOL (Molecular Graphics System, versao 1.8 Schrodinger, LLC)
e as analises bidimensionais foram submetidas ao servidor web PoseView (STIERAND;
RAREY, 2010) e ao software LigPlot (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011).




RESULTADOS E DISCUSSOES

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A compilacgéo e discussao dos resultados sdo apresentados no decorrer do texto. No
entanto, para maior clareza e facilidade no entendimento da discussdo alguns dados séo
apresentados nos apéndices: espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (Apéndice A),
Espectros de absor¢édo na regido do Infravermelho (Apéndice B), espectrometria de massas
- HR-ESI-MS (Apéndice C), estudos Teoricos por DFT (Apéndice D), difracdo de raios X
(Apéndice E) e cromatogramas de radio-HPLC - **™Tc (Apéndice F),

4.1 LIGANTES

O composto megazol foi sintetizado inicialmente por Berkelhammer e Asato
(BERKELHAMMER; ASATO, 1968) e desde entdo foram desenvolvidas varias
metodologias de sintese (CHAUVIERE et al., 2003; LEITES et al., 2018; MOSHAFI et al.,
2011) apos sua descoberta na década de 60 (Esquema 2). A necessidade de diferentes
procedimentos ocorre em razao do baixo rendimento, a exce¢do do trabalho recente de Leites
e colaboradores (2018), proximo a 50 %, atingido para atender a pureza suficiente para ser
utilizado como futuro farmaco. Assim, a sintese em larga escala continua sendo um problema
a ser solucionado. Dessa maneira, tentando aumentar o rendimento da reacdo, foi elaborada
uma metodologia de sintese baseada no método 1 de Chauviére et. al. (2003) apresentado
no Esquema 2. Além disso, ainda que 0 mecanismo de acdo do megazol ndo seja conhecido,
alguns estudos de relacdo estrutura/atividade mostraram a importancia do grupo nitro em sua
estrutura quimica para seu modo de acdo em meio bioldgico. Logo, foram alteradas as
propriedades quimicas atraves de mudangas estruturais na por¢ao do grupo amina ligado ao
anel 1,3,4-tiadiazol. As mudancas empregadas visaram promover uma alteracdo de
lipofilicidade no megazol como também avaliar o comportamento do mesmo como agente
complexante. Esta Ultima caracteristica é importante uma vez que ndo ha descri¢cdo na

literatura do megazol como ligante.
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Esquema 2 — Metodologias de sintese do megazol descritas na literatura.
Método 1 - 3 etapas
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(1) 4 MnO,, tolueno, 110°C, 4h, N,; (2) 1 tsc, HCl, DMSO, 80°C, 2h; ¢ (3) 4 (NH4)Fe(SO,),.12H,0, H,0, 100°C,5h.
Meétodo 2 - 4 etapas
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(1) 1 tsc, AcOH, EtOH, 80°C, 5h; (2) HC, t.a, 1h; (3) Ac,0, 50°C, 1h; e HNO3, 60°C,
2h; (4) HCI, 80°C, 6h.

Método 3 - 5 etapas
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(1) a - 20 n-butillitio, THF, -30°C, 10 min; b - 1,125 DMSO, t.a, 1h; (2) HNO; 70%, 70°C, 1h;
(3) TFA, H,0,30%, 40°C, 1h; (4) 1,1 KCN, DMSO, 80°C, 0,5 h; (5) tsc, TFA, 60°C, 15h.

Fonte: (CHAUVIERE et al., 2003; LEITES et al., 2018; MOSHAFI et al., 2011).

A primeira etapa de reacdo, proposta na literatura, é a oxidacdo do alcool primério a
aldeido através da reacdo com o agente oxidante dioxido de manganés em tolueno anidro,
sob atmosfera de N2 e refluxo por 4 horas, seguida de purificagdo por cromatografia
preparativa (Procedimento 1, Esquema 2 — Método 1). Pensando em reagBes com
condi¢cdes mais brandas, seletivas e na purificagdo do produto bruto de maneira mais
econdmica sem uso de equipamentos caros, a reacdo com 0 agente oxidante o Periodinano
de Dess-Martin (da sigla em inglés DMP, Figura 21) foi empregada (Procedimento 2,
Esquema 3). A reacdo consiste na agitacdo do aldeido com 1,5 equivalente de DMP em
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DCM em banho de gelo por 18 horas. A purificacdo aplicada é a extracdo e secagem para
obter um produto oleoso marrom. No entanto, para reagdes empregadas com mais de 100
mg do alcool a separagdo do DMP tornou-se um problema. Possivelmente, o problema
ocorreu devido ao excesso de DMP e do seu produto secundario (Figura 21) formado, como
também ao fato do aldeido N12CA ser soltvel em ambas as fases aquosas e organicas usadas
na etapa de purificacdo de extracdo. Logo, o procedimento 1 foi empregado devido a

necessidade de quantidades maiores de N12CA nas duas etapas seguintes para obter o MGZ.

Figura 21 — Estrutura quimica do DMP e seu produto secundario da oxidacéo de alcoois
primarios.
o o]

Y

@E;” oy

produto secundario
Fonte: A Autora.

Esquema 3 — Reacgéo de oxidacdo com o agente oxidante DMP.
(on on
1,5 eq DMP I

CH,Cl, =N

N,
B —
T, “moc TH

Fonte: A Autora.

A etapa 2 utiliza DMSO como solvente que € viscoso e de dificil evaporacao.
Ademais, na etapa 3 da metodologia de Chauviére foi obtido um rendimento baixo de 40 %.
Portanto, algumas modificacdes foram empregadas objetivando contornar esses problemas:
I) a troca do solvente DMSO por etanol, um solvente comum utilizado em reacgdes de
condensacéo para formacéo de bases de Schiff e I1) o emprego de radiacdo de micro-ondas
(m.o) para aquecimento das reacGes. As Reacdes Organicas Assistidas por Micro-ondas (do
inglés Microwave Assisted Organic Reactions — MAQOS) sdo caracterizadas pela interagdo
da radiacdo eletromagnética com a matéria e podem apresentar como beneficios a
diminuig&o do tempo e aumento no rendimento da reacdo (DIAZ-ORTIZ; PRIETO; DE LA
HOZ, 2019; GABA; DHINGRA, 2010). Para a etapa 2 (Esquema 4), a reacdo de

condensacédo foi otimizada depois de varias tentativas e resultou na reducdo do tempo de
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reacdo em 80 minutos com a utilizacdo de micro-ondas. Além disso, 0 aquecimento do
solvente etanol acima da sua temperatura de ebuli¢cdo em 20 °C também facilitou 0 manuseio
do aparato de reacdo uma vez que foi realizada em frasco selado sem o uso de banho de dleo.
O rendimento da reacdo foi menor (74 %) em comparacdo com o descrito na literatura (80
%), entretanto, tendo em vista as facilidades e melhorias citadas acima, esta nova

metodologia mostrou-se eficiente.

Esquema 4 — Reacdo de condensacdo entre o aldeido e as TSCs selecionadas.

o
_ I / RI,R2
? 3 HCLEOH  =N{_N tsc
> - -
O//N N H + H2N\N)J\N,R1 _HZO \[ /H /I_I Rl_ H, R2 - H
| | | - N N-N  Ri R/ =H,R,=Me
Y H R m.o, 40 min, /
N 0 2 N R, =Me, R, = Me

100°C I,

Fonte: A Autora.

A etapa 3 foi feita primeiramente seguindo o procedimento da literatura
(CHAUVIERE et al., 2003). Portanto, realizada em refluxo durante 5 horas, em agua a 100
°C (Esquema 2 — Método 1). O produto obtido foi um s6lido marrom escuro, insoltvel em
todos os solventes, até mesmo em DMSO. Deste modo, nao foi possivel a analise da amostra
por RMN. Outro problema notado foi a baixa solubilidade do composto tsc™H em agua
apesar do aquecimento e forte agitacdo. Logo, outras formas de contornar os problemas
encontrados na reacdo convencional foram empregadas. Na primeira tentativa por MAOS
foi empregada a temperatura de ebulicdo da agua (100 °C) por 1h e 40 minutos. O produto
obtido, marrom, foi filtrado e lavado com agua como descrito no procedimento. A lavagem
do produto bruto com acetona gerou a solubilizagcdo de um segundo produto de cor amarela.
A anélise por RMN e HR-ESI-MS do produto amarelado indicou que 0 mesmo era o produto
de interesse, 0 megazol. No entanto, é interessante ressaltar que apds a andalise por UPLC-
ESI-MS ambos os produtos da reacdo apresentaram o mesmo tempo de retencdo e mesmo
valor de razdo massa carga do ion molecular [M+H]. Possivelmente, pode ter ocorrido na
reacdo de ciclizacdo da tiossemicarbazida a formacdo de outro isdmero do anel 1,3,4-

Tiadiazol (Esquema 5).
Esquema 5 — Tautomerismo do anel 1,3,4 — tiadiazol.
N—N
e VT i
Fonte: (HU et al., 2014).
63
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Para otimizar a sintese foram alterados tanto o tempo quanto a temperatura de reacédo
chegando nos valores ideiais de 1h e 40 min e 80 °C (Esquema 6). Em seguida, o produto
bruto amarelo foi isolado por filtracdo e imediatamente dissolvido em acetona para
recristalizagdo. O rendimento da reagédo aumentou em mais de 70 % gerando produtos puros
para serem empregados como ligantes para as reacfes de complexacdo. A melhora no
rendimento pode ser explicada pelo efeito do aquecimento da radiacdo micro-ondas em
comparagdo com 0 aquecimento convencional que gera uma distribuicdo eficiente e
homogénea de aquecimento de toda a amostra (DIAZ-ORTIZ; PRIETO; DE LA HOZ, 2019;
GABA; DHINGRA, 2010) contornando o problema de solubilidade da tscHH. Ademais,
ambas as etapas sdo reacGes reprodutiveis uma vez que, utilizando tiossemicarbazidas

diferentes, resultaram nos produtos previamente planejados.

Esquema 6— Reacéo de ciclizacio das tscRHR2,

B LRLR2
I / 0 R,
SN ANHF(SO,12H0. 00 - o [\ Rr_mr -
. 0* R ’
\[ 27\ _N,H R, m.o, 1h30min \[ > T PR=HR =M
NN g 80°C N NN R;=Me, R, = Me

%N

¢ R
Fonte: A Autora.

Os espectros de RMN de 'H tanto dos compostos descritos na literatura
(CHAUVIERE et al., 2003; LEITES, 2018) quanto dos compostos inéditos est&o de acordo
com as estruturas propostas. A Tabela 1 apresenta os deslocamentos quimicos,
multiplicidade e integragdo dos compostos organicos obtidos, enquanto 0s espectros séo
exibidos no Apéndice A. O hidrogénio aromatico Ha ligado ao anel imidazol aparece como
um sinal simpleto entre 8,1 e 8,5 ppm. Os sinais referentes ao grupo metil presente no anel
imidazol Hb foram observados como um simpleto entre 4,15 e 4,90 ppm. O sinal referente
ao CH do anel nitroimidazol, observado em 4,38 ppm do composto N12CA, é deslocado
para regides mais desblindadas nos espectros dos compostos LRR? O hidrogénio Hc, ligado
a carbonila no composto N12CA, e o hidrogénio Hc, ligado ao carbono imina nos compostos
tiossemicarbazidas tscRYR?, apresentaram deslocamentos quimicos em 9,9 ppm e no
intervalo de 8,2-8,3 ppm, respectivamente. Com relacdo a porcdo tioamida secundaria das
tscRLR2  os hidrogénios -NHd aparecem na regido de campo baixo como sinais simpletos
com & em 11,8, 11,9 e 11,3 ppm para os compostos tsctH, tscHMe e tscMeMe
respectivamente. Para os hidrogénios ligados a tioamida terminal e amina aromatica (-NHc,

-NHe e -NHf) nos compostos tscRHR? e LRLR? foi notado o efeito do momento quadrupolar
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para os nucleos ligados diretamente aos nitrogénios (N** I = 1). Esse efeito varia de acordo
com a velocidade de troca intermolecular dos prétons do nitrogénio em solucdo (PAVIA;
LAMPMAN; KRIZ, 2001; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005). Os espectros
RMN de *H da tsc™Me ( Figura 3A, Apéndice A) e L"M® (Figura 22) apresentam dois sinais
largos em torno de 3,0 ppm e 8,3 ppm atribuidos aos grupos —CHz e —NH da amida terminal,
respectivamente. Esse comportamento acontece quando a taxa de troca € baixa e 0 momento
quadrupolar do nucleo do N provoca um tempo de meia vida intermediario dos estados de
spin (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).
Portanto, os prétons consideram trés estados de spin do nacleo de N (o qual altera-se a uma
taxa moderada) e, consequentemente, o proton responde como um sinal alargado. Assim
sendo, os espectros de RMN !H podem apresentar sinais alargados ou com picos
parcialmente definidos dependendo do acoplamento geminal (2J) e vicinal (3J) do N com os
atomos de hidrogénio ligados aos atomos C, e Cg, respectivamente. Outro efeito observado
é quando a taxa de troca é alta e os protons NH desacoplam do 4tomos de N e C adjacentes
resultando em apenas um sinal largo como no caso dos sinais dos compostos LHH (Figura
5A, Apéndice A), tscMeMe (Figura 4A, Apéndice A) e LMeMe (Figura 10A, Apéndice A)
(PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

Figura 22 — Espectro de *H RMN (500 MHz) do composto L*Me¢ em DMSO-ds (5 em ppm).
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 1 — Deslocamento Quimico (8 = ppm), multiplicidade (M) e integral (I) dos sinais
dos espectros de *H RMN dos compostos organicos preparados neste trabalho.

N12CA- tscHH LHH
CDClIs-d 500 MHz DMbSO-da 400 MHz DMSO-ds 500 Mé—|z
AT O S S
L 7/§ Nt N -0~ I 1
(0) \5\"\/1 o) ¢} }’G N erl;' N l N/>—<\N’N
Ha a
) M | 1) M | 1) M |
a 8,1 S 1H 8,1 S 1H 8,5 S 1H
b 4.4 S 3H 4,2 S 3H 49 S 3H
c 9,9 S 1H 8,2 S 1H - - 2H
d - - - 11,8 S 1H - - -
e f - - - 86e78 S 2H 7,6 S -
N12CA tscH-Me |H-Me
CDClIs-d 500 MHz DMbSO-de 400 MHz DMSO-dg 500 MHz
o PPy o Mg o &, A
B /N+ N7/§ _ N2 N7/§\ /“ / _ ,ll\i" ,\j : S ~d
T e T,
N _N
Ha }; S f an” N N
) M | ) M | ) M |
a 8,1 S 1H 8,1 S 1H 8,2 S 1H
b 4.4 S 3H 4,1 S 3H 4,3 S 3H
c 9,9 s 1H 8,2 s 1H 8,3 d 1H
d - - - 11,9 S 1H 3,0 d 3H
e - - - 3,0 d 3H - - -
f - - - 8,3 d 1H - - -
N12CA tscMeMe [_MeMe
CDCl3-d 500 MHz DMStg)-de 400 MHz DMSO-ds 500 MHz
O M e o M h a4 o o b\
LR N7/§ N N7/<\ B NN s N
© ﬁ,ﬁ 0 A W N To<T
Ha 2 S e an” N N
) M | ) M | ) M |
a 8,1 S 1 8,2 S 1H 8,2 S 1H
b 44 S 3 4,3 S 3H 4,3 S 3H
c 9,9 S 1 8,3 S 1H 3,2- - 6H
d - - - 11,3 S 1H - - -
e - - - 3,3 S 6H - - -

Fonte: Dados da Pesquisa.

Outro comportamento observado para hidrogénios ligados aos nitrogénios é a

restricdo da rotacdo em torno da ligagédo do carbono ligado ao enxofre e nitrogénio do grupo

tioamida causado pela ressonancia deste grupo, tornando os hidrogénios magneticamente
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diferentes e provocando o aparecimento de dois sinais diferentes. No caso do tsc™H (Figura
23), os dois sinais —NHe e NHf que ressonam em 8,6 e 7,8 ppm, respectivamente, com
grande constante de acoplamento J (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2005).

Figura 23 — Espectro de *H RMN (400 MHz) do compost%tscH'H em DMSO-ds (5 em ppm).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os sinais e atribuicdes dos espectros de RMN de *3C do aldeido N12CA e do ligante
livre L™ estdo organizados na Tabela 2. O experimento de DEPT 135 indicou 0s sinais em
torno de 35 ppm (C3), 137 ppm (C2) e 183,6 ppm (composto N12CA, C5) como carbonos
metino e metila. Considerando esses sinais, 0 experimento DEPT 90 atribuiu aos sinais em
aproximadamente 133 e 183 ppm aos carbonos CH2 e CH5 e em 35 ppm aos carbonos -
CH33. Analisando os dados do experimento de DEPT, o sinal do carbono CH é notado em
133 ppm em regibes caracteristicas de carbonos aromaticos. No entanto, como esperado, 0
sinal em 183 ppm referente ao carbono da carbonila aparece apenas no espectro do composto
N12CA, logo a ciclizagdo do anel nos compostos LR“R? pode ser confirmada devido a
auséncia do mesmo para os compostos LRLR2, O carbono ligado diretamente ao grupo nitro
C4 apresenta sinais em 138,7, 142,77 e 141,42 ppm para L™H (Figura 24), LHMeg | MeMe
respectivamente. O carbono presente na por¢do N—C=N no anel imidazol ressona em 141,3
ppm para o aldeido N12CA e em aproximadamente 141 ppm para os compostos LRLR?, Os
carbonos quaternarios presentes no anel tiadiazol C5 e C6 nos compostos LRVR? sdo

observados em torno de 170 e 148 ppm, respectivamente.
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Figura 24 — Espectro de 3C RMN (125,8 MHz) do composto L™" em DMSO-ds (5 em
ppm).
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Fonte Dados da Pesquisa.

Tabela 2 - Deslocamento Quimico tedrico e experimental dos sinais e resultados dos
experimentos de DEPT dos espectros de 3C RMN dos compostos organicos.

3
%*1 '\,14 5H 'I‘IQW N/3 S\G(T\‘\H
-~ 0~ 4 5/
© \5\-%/1 ° INHN’N
d/ppm Tebrico DEPT DEPT d/ppm Tebrico DEPT DEPT

135 90 135 90
1 - 143,2 - - 1415  138,7 - -
2 1326 1320 + + 1332 1323 + +
3 34,5 35,8 + - 35,1 26,6 + -
4 143,1 1413 - - 140,2 1550 - -
5 183,6  183,6 + + 170,0 1616 - -
6 - - - - 1483 1741 - -

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Os compostos LR R? foram estudados experimentalmente no estado soélido por
espectroscopia vibracional na regido de 4000 a 600 cm™ (Figura 25, e Figuras Bl e B2,
Apéndice B). Com o objetivo de realizar uma atribuicao das bandas de forma mais confiavel,
também foi determinado o espectro teérico por DFT do composto L™H, baseando-se na
molécula otimizada na forma isolada do composto (discussdo se encontra mais adiante), o
que é equivalente ao espectro de FTIR no estado sélido. No espectro do composto LHH,
Figura 25, é notado duas bandas de intensidade média, na faixa de 3428 a 3280 cm™
caracterizadas como estiramentos v(N—H)s e v(N—H)as em acordo com a presenca da amina
primaria, cujos valores sdo observados, respectivamente, em 3657 e 3810 cm™ no espectro
tedrico. Por outro lado, no espectro do composto LHMe (Figura B1, Apéndice B) a absorcédo
de estiramento v(N—H) é observada como uma Unica banda larga e de média intensidade,
caracteristica de amina secundaria, em 3193 cm™. Ja no espectro do composto LMeMe
(Figura B2, Apéndice B) nenhuma banda de estiramento v(N—H) foi observada, como
esperado para a funcdo amina terciaria. A auséncia de outra banda caracteristica de
estiramento de v(N—H) de amina secundaria evidencia a formacao do anel tiadiazol. Além
disso, aminas primarias e secundarias apresentam uma banda forte e estreita devido a
vibracdo de dobramento da ligacdo 6(C—N) (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2001), sendo que
céalculo para L™ indicou que essa vibragdo ocorre concomitantemente ao estiramento da
ligagdo C—NHz em 1675 cm™, indicando que a ligag&o carbono-amina possui um carater de
ligacdo dupla devido a ressonancia. Nos espectros experimentais dos compostos LH:H, H.Me
e LMeMe 3 banda 6(C—N)+ v(C=N) aparece como uma banda fina de média intensidade em
1632, 1583 e 1555 cm™, respectivamente. Interessante observar que a adi¢do dos grupos -
CHz diminui a forga da ligagdo C—NHo.. A absor¢do de estiramento C=C no anel imidazol
coincide com a absorc¢éo do estiramento da ligagdo C=N do anel tiadiazol adjacente, indicado
no espectro tedrico em 1573 cm™. Logo, as bandas observadas em 1518 cm™ (LHH), 1536
cm ™t (LHMe) e 1532 cm™(LMeMe) sdo coerentes com as vibragdes v(C=N)+v(C=C). No que
se refere ao grupo nitro —NO-, duas bandas de estiramento sdo observadas nos espectros IV.
Os estiramentos da ligacdo N—O aparecem como uma banda assimétrica e outra simétrica,
intensas e estreitas, em torno de 1500 cm™ e 1365 cm™, respectivamente. O estiramento da
ligagdo v(C—S) do anel tiadiazol é encontrado em 1343 cm™ no espectro tedrico de LHH e
em torno de 1350 cm™ nos espectros experimentais dos compostos LR1R2, A Tabela 3
resume as principais bandas de absorcdo na regido do infravermelho para os agentes

complexantes LRLR?,
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Tabela 3 — Bandas de absorcdo na regifo do infravermelho selecionadas para os ligantes livres LRYR2 (cm™),

v(N-H) v(C—H) O(C—N)+v(C=N) v(C=N)+(C=C) V(N—0)as v(N—0)s v(C-S)
LM Frecrico 3810s/3657s - 1675s 1573s 1494s 1392s 1343s
LHH 3428w/3280w 3072w 1632m 1518m 1494s 1365s 1336s
LHMe 3193w 3125w 1583m 1536s 1523s 1362s 1332s
L MeMe - 3148w 1555s 1532s 1513s 1397s 1362s

as = assimétrica; s = simétrica.

Figura 25 — Espectro de absorcio na regido do infravermelho do composto L™H em ATR.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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As andlises elementares (Tabela 4) e a espectrometria de massas de alta resolucéo
HR-ESI-MS (Figuras 26- 27 e Figuras C1, C2, C3 e C4 — Apéndice C) confirmaram a
composicdo dos compostos tscRHR? e LRLR2 propostos inicialmente. Além disso, a pureza
dos compostos foi confirmada indicando a auséncia de subprodutos e sais derivados das
reacOes. Portanto, a associacdo dos resultados de analise elementar e das técnicas

espectroscopicas confirmaram a formagéo dos compostos.

Tabela 4 — Porcentagem da composicdo quimica experimental e determinada de C, Ne H

dos ligantes livres LRLR2,
LH,H LH,Me LMe,Me.

T D E/% T D E/% T D E/%

Cc 319 31,3 1,7 35,0 34,6 1,1 37,8 37,6 0,4

H 2,60 2,70 2,7 3,40 3,40 0,0 4,00 4,10 2,3

N 37,2 37,1 0,1 35,0 35,1 0,4 32,1 32,3 2,3
*T: téorico; D:determinado; E%: erro experimental.

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 26 - Espectro de massas HR-ESI-MS(+) do composto tscMe:Me,
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 27 - Espectro de massas HR-ESI-MS(+) do composto LHH.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Cristais adequados para a determinacdo de estrutura por difracdo de raios X em
monocristal foram obtidos para as moléculas N12CA, tscH:Me tscMeMe | HH g | MeMe Qg
detalhes de refinamento sdo mostrados nas Tabelas F1 e F2 (Apéndice E). Os
comprimentos e angulos de ligacdo selecionados dos compostos organicos sao apresentados
na Tabela 5. Os compostos se cristalizaram em sistema cristalino monoclinico e mostraram
trés grupos espaciais diferentes: i) P2:/m (N12CA), ii) P21/c (tscHMe tscMeMe g | HH) e jii)
P21/n (LHMe), As estruturas de DRX apresentadas sdo inéditas e corroboram com os dados
das analises de técnicas espectroscopicas obtidas (Figura 28 e Figuras - E1-E2 - Apéndice
E). As liga¢Bes quimicas envolvidas no grupo nitro N1-O1, N1-02 e N1—Cl1 para todos os
compostos determinados estruturalmente apresentam ligagdes com dimens6es em torno de
1,23, 1,22 e 1,41 A, respectivamente. A ligacio N4—N5 nos compostos tscH-Me g tscMeMe
tem aproximadamente 1,36 A e apresentam comprimento semelhante a outras ligacdes em
tiossemicarbazonas descritas anteriormente (GONCALVES et al., 2017; RETTONDIN et
al., 2016). Foi observado que a substitui¢cdo do hidrogénio no nitrogénio N6 por metilas nos
compostos tscH:Me e tscMeMe causou um aumento da ligagdo N6—C6 de 1,3200(17) A para
1,3369(19) A. No caso das ligacdes N4-N5 nos anéis 1,3,4-tiadiaz0is para o composto LH-Me
(1,367(2) A) essa ligacdo € menor em relagio a ligagio no composto LHH (1,383(4) A) que
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por sua vez apresenta tamanho semelhante a outros tiadiazdis descritos anteriormente
(KOUTENTIS; CONSTANTINIDES, 2008). As ligacdes das aminas aromaticas N6—C6 nos
compostos LHH e LHMe ocorreu a diminuicdo da ligacio N6—-C6 (de 1,341(4) A para
1,334(3) A), respectivamente.

Tabela 5 — Comprimentos de ligacdo (A) e angulos (°) selecionados para 0s compostos

organicos.

N12CA tscH.Me tscMeMe [ HH |_H.Me
Comprimentos de ligacao
N1-0O1 1,2267(19) 1,2213(15) 1,2306(17) 1,222(4) 1,232(3)
N1-02 1,2267(19) 1,2249(16) 1,2309(16) 1,229(4) 1,233(3)
N1-C1 1,431(2) 1,4192(15) 1,4216(18) 1,429(4) 1,419(3)
N3—C2 1,384(2) 1,3506(15) 1,3542(18) 1,356(4) 1,353(3)
N3—-C4 1,337(2) 1,3422(16) 1,3429(18) 1,335(4) 1,341(3)
N4—C5 - 1,2886(16) 1,2916(19) 1,304(4) 1,302(3)
N4-N5 - 1,3587(15)  1,3566(17) 1,383(4)  1,367(2)
S1-C6 - 1,6812(14) 1,6837(14) 1,734(3) 1,740(2)
N6-C6 - 1,3200(17) 1,3369(19) 1,341(4)  1,334(3)
Angulos de ligacéo
O1-N1-02 124,28(15) 123,21(11) 123,99(13) 124,3(3) 123,59(19)
C2-N3-C4 105,64(13) 105,82(10) 105,99(12) 105,7(3) 105,31(17)
C5—N4—N5 - 118,60(11) 117,54(12) 112,7(3) 113,13(17)
S1-C6—N6 - 126,41(10 124,34(11) 121,6(2) 122,60(16)

Fonte: Dados da pesquisa.

O anel imidazol apresenta dois tipos de diferentes atomos de nitrogénio, sendo um
do tipo N-pirrol e o outro do tipo N-piridina. A diferenca entre ambos € a participacdo do par
de elétrons livres na ressonancia do anel. O nitrogénio N2 na posic¢do 1 do anel, é considerado
do tipo N-pirrol quando o par de elétrons livres participa da ressonancia do anel imidazol.
Por outro lado, o nitrogénio N3 na posicdo 3 do anel é considerado do tipo N-piridina o qual
0 seu par de elétrons livres ndo participa da ressonancia do anel. No que se refere ao anel
1,3,4-tiadiazol ambos os nitrogénios sdo do tipo N-piridina. Portanto, 0s nitrogénios
classificados como N-piridina N3 e N5 apresentam maior densidade eletrdnica em
comparacdo ao nitrogénio do tipo N-pirrol N2 e formam ligacGes de hidrogénio
intermoleculares se comportando como atomos aceptores de H nos compostos LHH (Figura
29) e L"Me (Figura E3, Apéndice E).
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Figura 28 — Representacdo ORTEP das moléculas N12CA, tsctMe e L HH com elipsoides
termais com 50 % de probabilidade.

H,Me
N12CA tsc

L"H (megazol)

Fonte Dados da pesquisa.

Na estrutura cristalina do megazol foram observadas ligagOes de hidrogénio
intermoleculares do tipo N—H--- N (Figura 29(A)). A Figura 29(B) destaca como o megazol,
molécula central em preto, forma ligagdes de hidrogénio com outras trés moléculas
diferentes geradas por simetria. As ligacGes de hidrogénio sdo formadas entre os atomos
receptores de hidrogénio N3 e N5 presentes na molécula de origem com o grupo doador de
hidrogénio N6—H de duas moléculas vizinhas. Consequentemente, o0 grupo NH> também
forma ligagdes de hidrogénio com duas moléculas distintas, N6—H(a)-"N3 ¢ N6—H(b)--- N5.
A ligagdo de hidrogénio mais forte ¢ a N6—H(b)--- N5 com valor de comprimento de ligagéo
2,924(4) A e angulo de ligagdo 172(3)°.
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Figura 29 — (A) Ligacoes de hidrogénio intermoleculares envolvidas na estrutura cristalina do composto LHH.
O grupo doador de hidrogénio N(6)—H(6) e os atomos receptores de hidrogénio N(3) e N(5) que formam as
ligacdes de hidrogénio estdo circulados de vermelho. (B) — Molécula central em preto formando ligagdes de
hidrogénio com as moléculas vermelha, azul e verde geradas por simetria. [N(6)-“N(3) = 3,026(4) A,
N(6)—H(a)--N(3) = 156(4) °J% [N(6)---N(5) = 2,924(4) A, N(6)—H(b)---N(5) = 172(3) °]°. Operacdes de simetria:
@) 1-x, -1/2+y, 3/2-z e (b) 1-x, -1-y, 1-z.

Fonte: Dados da Pesquisa.

O megazol e seus derivados foram empregados em reacdes de complexacdo devido
a presenca de varios &tomos doadores em sua estrutura com potencial para formar quelatos
com diferentes centros metalicos. Algumas observacdes sdo interessantes, além da
possibilidade da formacdo de ligacfes de hidrogénio. A primeira delas é como os pares de
elétrons livres dos atomos de N e S estdo distribuidos nos anéis aromaticos (Figura 30).
Considerando o esqueleto base do megazol, composto com os anéis aromaticos imidazol e
tiadiazol, todos os atomos apresentam hibridizacdo sp?. O 4tomo do tipo N-pirrol, presente
no anel imidazol ligado ao grupo metil, o par de elétrons livres encontram-se no orbital p e
participam da ressonancia do anel. No entanto, no caso dos nitrogénios do tipo N-piridina,
presente em ambos 0s anéis do megazol, os pares de elétrons livres do a&tomo localizam-se
no orbital sp?. Com relacio ao S-tiofeno ha 2 pares de elétrons livres, sendo no orbital hibrido
3sp? ndo participante na ressonancia do anel. Logo, como anéis aromaticos sio bastantes
estaveis e dificilmente os elétrons © da aromaticidade formam outro tipo de ligagdes, 0s
atomos N-piridina e S-tiofeno possibilitam a formacéao de ligacGes coordenadas. A segunda
observacao € a orientacdo dos seus orbitais na posi¢édo equatorial onde o angulo é propicio a
formac&o de ligagOes com orbitais d dos centros metélicos como também de anéis quelatos

com aromaticidade estendida aos anéis do megazol.
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Figura 30 - Distribuigéo eletronica de acordo com a Teoria dos Orbitais Moleculares de anéis heterociclicos.
Os elétrons & participantes da ressonancia dos anéis aromaticos piridina, pirrol e tiofeno encontram-se nos
orbitais 2p (1 elétron), orbital 2p (2 elétrons) e orbital 3p (2 elétrons), respectivamente.

" ., Orbital 3p
y /
9 =)
\ -
. \ Orbital
3sp?
S-Tiofeno

Fonte: Adaptada de (BRUICE, 2015).

4.2 COMPLEXOS DE Re' TRICARBONIL

Os complexos foram sintetizados partindo do precursor metalico
(EtsN)2[ReBr3(CO)s]. As reacdes foram realizadas em metanol com sistema de refluxo, em
torno de 1 hora com os ligantes LRYR? (Esquema 7). Apds poucos minutos de reacgéo foi
observada a mudanca de coloracdo do amarelo, cor resultante dos agentes complexantes,
para vermelho. A reacdo foi acompanhada por UPLC analitico e encerrada no momento em
que todo o ligante foi consumido. A solucdo do complexo 4 foi deixada a 0 °C por 72 h e
entdo foi observada a formacéo de cristais vermelhos. Os complexos 5 e 6 foram filtrados e
0 po6 vermelho dissolvido em acetonitrila e hexano 1:1 (vol:vol) como solvente de arraste,
utilizando a técnica de cristalizacdo por difusdo de vapor. Os complexos sdo sollveis em
metanol, etanol, acetona, acetonitrila, diclorometano, DMSO e DMF e sdo pouco soliveis

em agua.
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Esquema 7 — Reagdes de complexacgdo dos ligantes LRLR2 com o fragmento {Re'COs}".
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[ReBr(CO)5(LHH] 4
[ReBr(CO)y(LTMo] 5
[ReBr(CO)5(LMeM)] 6
Fonte: A Autora.

A composi¢do quimica dos complexos 4-6 foi estudada tanto por anélise elementar
de CHN (Tabela 6) quanto por espectrometria de massas HR-ESI-MS. Ambas as técnicas
ratificaram as composi¢cdes quimicas propostas previamente. O elemento quimico Re
apresenta dois isotopos naturais (abundancia: ®’Re de 62,6 % e ®Re de 37,4 %),
consequentemente, 0s espectros de massas de complexos de Re apresentam mais de um pico
e suas intensidades sdo correspondentes a abundancia isotdpica do metal. Os espectros de
massas (Figura 31 e Figuras C5 e C6, Apéndice C) apresentam o pico do ion molecular
como um aduto com Na*, [M+Na]", (4: 598,87403 m/z; 5: 612,88849 m/z e 6: 626,90403
m/z). Esse comportamento foi observado em complexos de Re tricarbonil com ligantes
bipiridina no qual o Na* interage com o ligante (HENDERSON; EVANS, 1999; HORI et
al., 1997). Além do pico atribuido ao aduto [M+Na]* foram observados outros dois picos. O
segundo pico a esquerda do espectro foi notado a substituicdo do coligante Br- por uma
molécula de agua formando o ion [M—Br +H.0]" (514,97581 m/z para 4 e 528,99249 m/z
para 5), comportamento também observado com compostos com piridina e anel imidazol
(HENDERSON; EVANS, 1999; HORI et al., 1997). No segundo caso, 0 primeiro pico a
esquerda do espectro se trata de um pico com razdo massa/carga sem o coligante Br [M—Br]*
(496,96803, 510,98239 e 524,99858 m/z para 4, 5 e 6, respetivamente).

Tabela 6 — Porcentagem de composi¢do quimica teorica e determinada de C, H e N dos
complexos 4, 5 e 6.

[ReBr(CO)3(LMH)] CsHsO [ReBr(CO)s(LHM¢)]-CH3OH [ReBr(CO)3(LMeMe)]-H,0
T D E/% T D E/% T D E/%

C 22,7 22,5 1,2 21,2 21,8 2,7 21,2 22,4 5,6
H 1,90 1,90 0,0 1,94 1,60 16 1,94 1,90 2,1
N 13,3 13,6 2,5 13,5 14,2 4,9 13,5 13,6 0,7

*T: téorico; D:determinado; E%: erro experimental.
Fonte: A Autora.
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Figura 31 - Espectro de massas HR-ESI-MS(+) do composto [ReBr(CO)sLHH].
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Fonte: Dados da Pesquisa.
O estudo em solugdo por RMN de *H apresentou os sinais referentes aos ligantes

LRLR2 coordenados ao fragmento de {Re'COs}*. O RMN de H do ligante livre LHH em
acetona (Figura 6A, Apéndice A) mostrou os sinais do anel imidazol(Ha), da amina
aromatica (NHc) e do grupo metil (CHb) com deslocamentos quimicos apresentados em 8,1,
7,1 e 4,5 ppm, nesta ordem, com multiplicidades e integrais esperadas. Quando o LHH esta
coordenado ao fragmento de {Re'COs}* foi notado o deslocamento dos sinais para regides
mais desblindadas do espectro (Figura 32). Este comportamento pode ser uma consequéncia
do aumento da ressonancia que se estende nos anéis imidazol e tiadiazol até o anel quelato
formado com o centro metélico, resultando no aumento do efeito anisotropico nos
hidrogénios Ha e Hc. Embora os espectros de RMN de *H dos agentes complexantes (LH:Me
e LMeMe) e os espectros dos seus complexos tenham sido realizados em diferentes solventes
(DMSO-ds e (CD3)2C0), os sinais dos complexos também tiveram deslocamento dos sinais
em relacdo aos ligantes livres. A Tabela 7 apresenta os dados de *H RMN dos complexos 4,
5e6.
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Tabela 7 — Deslocamentos quimico (8), multiplicidades (M) e integrais (I) dos sinais dos
espectros de *H RMN dos complexos 4, 5 ¢ 6.

CHgb :C CHgb  Hlc on. ST 3Cd
<. OoN N
Hc “CHgad I S \( “CHad
I >/Br\<N,N I >Br\< \( /Br\
R
e e~ oc” LJCOo
oc” COCo oc” COCO co
8 M I S M I S M I
a 8,7 S 1H 8,6 S 1H 8,6 S 1H
b 4,5 S 3H 4,4 S 3H 4,5 S 3H
c 7,98 S 1H 8,2 S 1H - - -
d - - - 3.2 s 1H 3,4- - 6H

Figura 32 — Espectros de *H RMN (500 MHz) do complexo [ReBr(CO)sL"H] em acetona-ds (5§ em ppm).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os espectros de *C RMN dos complexos 4, 5 e 6 (Figura 34, Figuras 13A e Figuras
15A, Apéndice A), as atribuicBes dos sinais dos 3C e das técnicas de DEPT aplicadas estdo
organizados na Tabela 8. Os sinais dos carbonos atribuidos ao ligante LRR? sjo encontrados
em duas partes do espectro sendo a primeira regido entre 30 e 40 ppm e a segunda entre 130
e 170 ppm. O sinal da metila do anel imidazol C3 pode ser encontrado em aproximadamente

36 ppm e os sinais das metilas C7 e C8 do nitrogénio da amina NR> ligada ao anel tiadiazol
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dos complexos 5 e 6 sdo encontrados em 32,8 e 41,9 ppm, respectivamente. As técnicas de
DEPT 90 e 135 corroboraram com carbonos metilicos nos trés espectros. Os sinais em torno
de 134 ppm foram atribuidos ao carbono aroméatico C2H. Os carbonos quaternarios do
ligante foram observados na regido de aromaéticos entre 140 e 170 ppm. A presenca do
fragmento -{Re'COs} é evidenciada devido a presenca dos sinais em torno de 190 e 200 ppm
atribuidos aos carbonos dos ligantes monoxidos CO e estdo em acordo com compostos
similares encontrados na literatura (GOMEZ et al., 2020; GRIFFITHS et al., 2011).

Figura 34— Espectro de *C RMN (125,8 MHz) do complexo [ReBr(CO)sLMeMe] em
acetona-ds (56 em ppm).
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 8 - Deslocamento quimico tedrico e experimental dos espectros de **C RMN e
resultados dos experimentos de DEPT dos compostos em acetona-ds.

3 H 3 7

! H ;
OoN 4 N 6 N O,N_1 6 N
H,H 4 5 4 5 7 8
A(I:_etonaf \E >E\<N’N \E >/E\< \N( \[N??_{ \Nr
d .
6 oc” | ‘CO oc T:C;CO OC'RE:ESCO
8/ppm sjppm DEPT DEPT sppm DEPT DEPT o . DEPT DEPT
135 90 135 90 135 90
1 142,8 1477 - - 146,3 - - 146,0 - -
2 133,4 133,9 T *F 133,9 + T 133,8 T +
3 35,7 36,4 + = 36,2 + = 36,2 + -
4 1415 141,0 - - 140,9 - - 140,9 - -
5 170,8 172,1 + + 1479 + + 173,8 + +
6 150,7 147,9 - - 172,9 - - 147,9 - -
7 - - - - 32,8 + - 41,9 + -
8 - - - - - - 41,9 + =
co - 1973 - - 1884 - - 1884 - -
197,1
CoO - 188,5 - - 197,1 - - 11972 - -

Fonte: Dados da Pesquisa.

Os dados referentes as principais bandas do estudo no estado sélido por
espectroscopia vibracional dos complexos 4-6 foram organizados na Tabela 9, assim como
0s espectros podem ser observados nas Figuras 35 e Figuras B3 e B4 (Apéndice B).
Visando compreender melhor o espectro experimental, também foi determinado o espectro
tedrico do complexo 4 a partir da sua estrutura otimizada (discussdo seréa feita mais adiante).
A presenca dos ligantes LRLR? foi confirmada na esfera de coordenagdo dos complexos uma
vez que as bandas presentes nos espectros de 1V dos ligantes livres também sdo observadas
no espectros dos complexos. As bandas sobrepostas 3(C—N)+v(C=N) nos complexos 4 e 5
sdo encontradas como uma banda fina e intensa em 1597 e 1556 cm, respectivamente, e em
ambos os casos a ligacdo C=N enfraquece ap0s coordenacdo ja que se desloca para menor
numero de onda em comparagdo a mesma banda do agente complexante correspondente. Por
outro lado, no complexo 6 ocorre o fortalecimento desta banda, havendo um deslocamento
para maiores nimeros de onda em comparacdo com o ligante livre LM&Me A presenca do
grupo metil na amina torna o par de elétrons mais disponivel a ressonancia do anel 1,3,4-
tiadiazol, removendo o caréter p e, consequentemente, aumentando o carater s da ligagdo o
na ligacdo dupla C=N assim fortalecendo a ressonancia com o anel tiadiazol (PAVIA;
LAMPMAN; KRIZ, 2001). A banda relativa ao v(C=N)+(C=C) sofre pouca influéncia da
coordenacio ao fragmento -{Re'(CO)s}, visto que houve apenas um pequeno deslocamento
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destas bandas em comparacao aos ligantes livres. Ademais, a coordenacdo do ligante ao
centro metalico de Re' também parece causar efeito expressivo nas bandas de estiramento
referentes ao grupo nitro v(N—O)as € V(N—O)s uma vez que ndo sofrem deslocamentos
significativos quando comparadas as mesmas ligac6es nos ligantes livres. A presenca do
centro fac-{Re(CO)s} é confirmada devido a presen¢a das bandas atribuidas ao ligante
carbonil na faixa de 2030 a 1900 cm™, caracterizando os trés ligantes CO faciais nos
complexos sintetizados (Tabela 9). No espectro teérico do complexo 4 sdo previstas trés
bandas, uma referente ao v(C=0)s simétrico, em 2073 cm™, e duas referentes aos
estiramentos assimétricos v(C=0)as, em 1989 e 1956 cm™*. No espectro do precursor metalico
(EtaN)2[ReBrsCOs] a absorg¢do do estiramento v(CO) ocorre em 1996 e 1847 cm™. Apos a
coordenacdo dos derivados do megazol, ha um fortalecimento destas liga¢fes visto que as
vibragdes v(CO) absorvem em maior nimero de onda. Os dados obtidos sdo semelhantes ao
observado para o complexo [ReBr(CO)s(bipy)] (GRIFFITHS et al., 2011). As bandas
v(ReNimidazol) € V(ReNtiadiazol) foram observadas em 822 e 854 cm™ no espectro tedrico do
complexo 4, enquanto no espectro experimental foram tentativamente definidas em 838 e
850 cm™, respectivamente. Outras bandas interessantes para analise foram observadas no
espectro tedrico do complexo 4, como as bandas pt((Re—CO), v(ReC) e v(ReBr) encontradas
respectivamente em 533, 495 e 187 cm™?, entretanto, se localizam fora da janela experimental

do equipamento utilizado.
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Figura 35 — Espectro de absor¢do na regio do infravermelho do composto [ReBr(CO)sLMM]
(4) em ATR.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 9 — Bandas de absorc¢do na regifo do infravermelho selecionadas para os ligantes livres LRLR2 e os complexos [ReBrLM"(C0)s] CsHsO
(4, experimental e tedrico), [ReBr(CO)sLM®H] (5) e [ReBr(CO)sLMeMe] (6).

v(N-H) v(C=0) 8(C—N)+v(C-NHy) v(C=N)+(C=C) V(N—O)as V(N—O)s v(C-S)
o 3810s
LH-Htedrico - 1675s 1573s 1494s 1392s 1343s
3657s
3428w
LHH - 1632m 1518m 1494s 1365s 1336s
3280w
2032s
3407m
4 1929s 1597s 1528s 1497s 1384s 1282s
3236m
1896s
4 tedrico 3793m 2073s 1682 1627 1500 1309 1334
3640m 1989s, 19565 1605
LH.Me 3193w - 1583m 1536s 1523s 1362s 1332s
2033s
5 3216m 1931s 15565 1529s 1503s 1372s 1280s
1911s
_Me.Me - - 1555s 1532s 1513s 1397s 1362s
2024s
6 - 1922s 1577s 1530s 1531s 1374s 1309m
1886s

Fonte: Dados das Pesquisa.
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Os complexos 4 e 6 foram recristalizados e cristais adequados para o estudo por
cristalografia de raios X em monocristal foram obtidos (Dados experimentais ver Tabela
E3, Apéndice E). Os complexos se cristalizam em sistema cristalino ortorrdmbico e grupos
espaciais Pca2: (5) e Pbca (6). As Figuras 36 e 37 mostram representacdes das elipsoides
para os dos complexos. Comprimentos e angulos de ligacédo selecionados sao apresentados
na Tabela 10. A coordenacdo em torno do centro de Re' é descrita como octaédrica
distorcida com os trés ligantes carbonil em posigéo facial, sendo as posi¢des da face oposta
do octaedro ocupadas pelo ligante bromido e pelos 4&tomos N3 e N4 dos ligantes L™ e
LMeMe A" distorcdo do octaedro é evidenciada através dos angulos C13—Rel-Br,
C11-Rel—N3 e C12—Rel1—N4, com um desvio do angulo ideal de 180 ° na faixa de 4-10 °.
Além disso, o atomo de Re ¢ os demais atomos (X—Rel-Y, X=Ne Ce Y=N, C e Br)
deveriam formar um angulo de 90 ©°, entretanto, nota-se distor¢des em tais angulos, sendo a
mais pronunciada no angulo de ligagdo N4—Rel—N3 (~74°) presente no anel quelato. Esta
distorcdo é causada pela restricdo causada pelo angulo de mordida do anel quelato de cinco
membros formado com os ligantes derivados do megazol. A ligacdo Rel—Brl apresenta
comprimento em torno de 2,60 A. Os ligantes atuam em modo NN-bidentado neutro, sendo
os comprimentos das ligagBes pouco afetados com a coordenacdo ao centro de Re'. Os
comprimentos das ligacdes CN, na faixa de 1,30 e 1,37 A, estdo coerentes com o esperado
para ligac6es duplas C=N mesmo para a ligacao fora dos anéis C6-N6.

Figura 36 — Figura ORTEP do complexo 4 com elipsoides termais com 50% de
probabilidade. O complexo apresenta uma molécula de acetona em sua unidade assimétrica.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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Figura 37 — Figura ORTEP do complexo 6 com elipsoides termais com 50 % de
probabilidade com desordem nos 4&tomos Br, C13, O13 (Parte A com ocupacao de 83,6 % e
parte B 16,4 %).

Fonte: Dados da Pesquisa.

Tabela 10 — Comprimentos de ligagdo (A) e angulos (°) selecionados para os complexos 4 e
6.

Comprimentos de Ligacdo

4 6 4 6
N1-0O1 1221(9)  1,212(6) N3—Rel 2,177(5) 2,180(4)
N1-02 1,234(9)  1,212(6) N4-Rel 2,168(5) 2,174(4)
N3-C2 1,303(8)  1,357(6) Brl-Rel 2,6274(8)  2,6055(7) /2,549(4)
N3-C4 1,371(8)  1,344(6) Rel—-C13 1,936(7)  1,969(7) /1,969(9)
C4-C5 1,447(8)  1,436(7) Rel-Cl1 1,927(7) 1,914(6)
N4-N5 1,369(8)  1,351(5) Rel—-C12 1,930(6) 1,917(5)
C5-N4 1,303(8)  1,326(6)
Angulos de Ligac&o
4 6 4 6
Rel-N3-C4  1159(4)  1153(3) N3-Rel-Br  87,13(12)  86,19(11)/ 88,11(15)
N4-Rel-N3  73,76(18) 74,33(15  N4-Rel-Brl  83,37(15) 83,44(10)/87,61(15)
Cl1-Rel-CI2  89,3(3)  88,9(2) C13-Rel-N4 93,5(2) 91,9(2) /92,8(10)
Cl1-Rel-N3  1745(2) 173,56(19)  Cl13-Rel-N3 90,4(2) 93,6(2) /190,4(9)
Cl1-Rel-N4  101,3(2)  992(2)  CI2—Rel-Brl 90,02)  92,13(16) /92,44(19)
C12-Rel-N4  956(3)  97,52)  Cl2-Rel-C13  91,1(3) 87,4(2) 189,2(9)

Cl2-Rel-N3  169,3(3) 171,8(2)  ClI3-Rel-Brl  176,41(19)  175,2(2) /178,3(9)
Cl11-Rel-Brl 94.1(2)  96,22(16) / 92,3(2)
Cl1-Rel-C13 88,9(3) 88,6(3) /87,1(10)
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Os comprimentos das ligacdes CO ficam na faixa de 1,097(9)-1,140(9) A, sendo que
0 CO trans ao ligante bromido possui a ligacdo mais curta. Nos ligantes do tipo carbonil
ocorre 0 fendmeno da retrodoacdo quando coordenados onde a densidade eletrénica do
carbono é doada para um orbital vazio do centro metalico formando uma ligagdo o e,
simultaneamente, o metal doa elétrons para um orbital p* do carbonil através de uma ligacio
n (HOUSECROFT; SHARPE, 2005). O comportamento conhecido como um efeito
sinérgico, tem como consequéncia que a ocupacdo de elétrons em um orbital anti-ligante
enfraquece a ligagdo C=0. Visto que a ligacdo C13-013 é a mais curta entre os ligantes
C=0, verificamos que a menor retrodoacao ocorre no eixo axial devido a presenca do ligante

bromido na posicéo trans, fato este inesperado.

A elucidacéo estrutural dos agentes complexantes, como também dos complexos de
Re, foi uma etapa precedente para & marca¢io do megazol e derivados com **™Tc. Os
complexos de Re foram empregados como padrdes de referéncia na caracterizacdo dos

complexos de **™Tc, topico discutido a sequir.

4.3 MARCACAO DO MEGAZOL COM *"T¢

Uma vez que as caracterizacdes dos complexos de Re foram realizadas com sucesso,
a proxima etapa foi a marcacéo dos derivados do megazol com **"Tc. A primeira etapa de
todas as reagBes com %MTc é a preparacdo do complexo precursor, nesse caso, O
[**™Tc(OH2)3(CO)s]*. O kit é preparado em uma (nica etapa, partindo-se do [TcO4], no qual
0 boranocarbonato atua tanto como agente redutor quanto como fonte de mondxido de
carbono em meio fisioldgico (ALBERTO et al., 2001).

A obtencéo do precursor ocorre com a adicdo de um equivalente de tartarato de sédio
diidratado e um equivalente sédio tetraborato decahidratado e aproximadamente 2
equivalentes de sddio boranocarbonato em frasco biotage de 2 mL, o qual foi selado e
colocado em fluxo de N2 por 10 minutos (Esquema 8). Em seguida, a solucéo de [TcOas]~
foi adicionada ao frasco, e a solugéo reacional aquecida por radiacdo micro-ondas por 7
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minutos. Apos a reacdo, o excesso de sédio boranocarbonato € neutralizado com HCI até o
pH desejavel. Para avaliar a pureza e caracterizar os produtos formados, as reacdes foram
acompanhadas por HPLC. O [TcO4] ~ apresentou tempo de retengéo de 4,05 minutos (Figura
1F, Apéndice F), enquanto o complexo [**™Tc(OH2)s(CO)s]* teve tempo de retencéo de 6,18
minutos (Figura 2F, Apéndice F).

Esquema 8 — sintese do precursor [®™Tc(OH2)3(CO)s]".

OH,
2,1 Nay(H3BCO,) H,0, OH,
1,0 C4H4Na,042H,0 S
[99mTCO N 1,0 NagB4O710H,0 99rﬁTé
N2, m.o, / \
110°C, 7 min OoC CO
CO

Fonte: A Autora.

A proxima etapa das reacdes foi a marcacdo dos ligantes com o fragmento
{®"TcCOs}*. As reacdes foram realizadas variando a temperatura, tempo de reacéo,
concentracdo da solucdo ligante e o pH da solucdo reacional. Assim, as primeiras reagdes
foram realizadas em um frasco biotage de 2 mL contendo 0,9 mL da solucdo de
[**™Tc(OH2)3(CO)s]*, ao qual foi adicionado 0,5 mL do ligante L **R2 (1 mM em EtOH) e a
solucdo aquecida por micro-ondas a 100 °C por 1 hora. As rea¢des foram caracterizadas por
radio-HPLC, sendo observado nos cromatogramas a formacdo de varios produtos com as
reacdes em pH basico (Figura 38). Uma vez que a quimica com o istopo metaestavel *™Tc
ndo é convencional, o ideal é empregar reagdes com um unico produto em etapa Gnica. Logo,
foram estudadas novas reacdes alterando o pH da solucéo reacional. Apesar desses detalhes,

essas reagdes mostraram que o megazol e seus derivados podem ser marcados.
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Figura 38 — radio-Cromatogramas das solucdes das reacdes em pH Bésico com (A) LM e
(B) LMeMe  Foram observados mais de um produto ouriundos das reacdes do
[**™Tc(OH2)3(CO)s]* com os ligantes livres. Detector usado: v.

pH Bésico
A 8
\ OH, [’ 4 produtos diferentes
HZO/,,_IJ \OH, P
_ oc” |C ~co )\
o CcO

6 12 18 24 30

Fonte: Dados da pesquisa.

As soluces de [*MTc(OH2)3(CO)s]" entdo foram neutralizadas usando &cido
cloridrico concentrado até o boranocarbonato em excesso presente na solucao reacional ser
consumido para se chegar ao pH ideal para a reacdo com os ligantes LRYR?, Logo, foram
obtidas as condicdes ideais para as reacgdes, sendo estas as seguintes: 0,9 mL do complexo
[**"Tc(OH2)3(CO)s]* e 0,5 mL do agente complexante (1 mM em EtOH) & 100 °C por 1 hora




RESULTADOS E DISCUSSOES

(Esquema 9). Além disso, 0 aquecimento com agitacdo e o0 aquecimento por radiacdo micro-
ondas ndo resultam em produtos diferentes para todos os casos. No entanto, devido a
facilidade de vedacdo dos frascos do tipo biotage como também o volume de solucéo
reacional se manter estavel, o aquecimento por radiagdo micro-ondas foi empregado nos
estudos. A proposta do produto formado € um complexo octaédrico catiénico de tecnécio no
qual ligante do tipo megazol atua de modo bidentado com um ligante aqua completando uma

face do octaedro e outros trés ligantes carbonil ocupam a outra face.

Esquema 9 — reacdo de marcacdo dos ligantes megazol e derivados.

— — Rl
OH + N-Ry | T
2 Rl S/<
H.O OH, N-R, \ ¥
100°C, 1h N ’
\TC/ N \ S/\< O %N
/ \ N ~ ,N \ N,
OoC ‘ cO 02N I N m.o ’//,"T ‘\‘\\\\OHZ
\ c
co N o™ | ~co
N - Co
Reagdes:
1. 0,9 mL [Te(OH,);(CO)5]" pH 4, 0,5 mL L™H (1 mM) Proposta do Produto
2.0,9 mL [Tc(OH,)3(CO);]" pH 4, 0,5 mL LEMe (1 mM) Formado

3.0,9 mL [Tc(OH,)5(CO);1" pH 2, 0,5 mL LM®Me (1 mM)

Fonte: A Autora.

Os cromatogramas das reacfes mostraram a importancia do pH da solucdo para a
formacdo de um Unico produto de reacdo (Figura 39). Provavelmente, o grupo NR1R2 nos
agentes complexantes LR1R?2 é protonado em meio é4cido, bloqueando a coordenacdo do
grupo amino ao fragmento -{TcCO3}" e favorecendo a formagdo de um Unico produto. Por
outro lado, em pH basico o par de elétrons do nitrogénio do grupo NR1R> fica disponivel
para se coordenar ao Tc substituindo a molécula de H20, por exemplo. A possibilidade de
formacdo do anel quelato € indicada devido a estabilidade termodindmica proporcionados
pelo ligante coordenados via atomos N-piridina nos anéis imidazol e tiadiazol. Os
rendimentos das reaces com os ligantes LHH, LHMe g | MeMe de acordo com o radio-HPLC

foram de 45, 48 e 14 %, respectivamente.
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Figura 39 — radio-cromatogramas das solugGes reacionais em pH acido com (A) LHH; (B) LHMe g (C) LMeMe,
Foram observados apenas um produto nas reac@es. Detector usado: y.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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Os cromatogramas dos complexos formados (Figura 39) indicaram o rendimento em
torno de 47 % das reagdes de [*™Tc(OH2)3(CO)s]* com os agentes complexantes LHH e
LHMe As reacoes com o LMeMe gpresentaram rendimento baixo (14 %) devido a baixa
solubilidade do composto orgdnico em &gua, como pode ser demonstrado pela sua
lipofilicidade (t.r 22,07 minutos, Figura 5F, Apendice F). As reacdes **"Tc sdo aplicadas
para fins medicinais e ocorrem em meio aquoso, portanto, ndo € interessante trocar o solvente
da reacdo. Para a caracterizacdo completa, foram escolhidos, exemplarmente, o ligante LHH
(t.r 18,10 minutos, Figura 3F, Apéndice F) e seu respectivo complexo (t.r. 18,30 minutos,
Figura 2A). A quimica ndo convencional dos complexos de **™Tc envolve a técnica de co-
injecdo para a caracterizacdo dos complexos. Para o radio-HPLC, método usado nesses
estudos, foi utilizado como referéncia o composto frio de Na[ReO4] misturado a solugéo
salina de Na[**™TcOs] (Figura 40). A solugio é injetada no radio-HPLC e, ap6s a solugio
passar pela coluna do equipamento, sua fase mdvel passa em seguida pelo detector UV e por
altimo pelo detector y. A diferenga nos tempos de retencbes entre o composto frio e o
composto quente foi usada como referéncia para caracterizar os complexos de **™Tc no
equipamento de HPLC utilizado para as analises.

Figura 40 — Referéncia para analise de complexos de *"Tc.
J o~

[ )
o

0]

1l
.Re-
o &

Composto frio
Detector UV

r“
T T T
g
o T
_Tc -
OEY
Composto quente
Detector y
HI T —I T T T T
6 12 18 24 30
Fonte: Dados da Pesquisa. Tempo/minutos




RESULTADOS E DISCUSSOES

A otimizacdo da reacdo chegou no tempo ideal de 1 hora de reacdo, sob radiacéo
microondas. A co-injecdo foi empregada para caracterizacdo do complexo formado (Figura
41).

Figura 41 — radio-cromatogramas da co-injecdo da solugdo com o composto quente
([®*™Tc(OH2)(CO)sL™M]) e os compostos frios (L™ e [ReBr(CO)sL™M]).
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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No cromatograma gerado pelo detector y foi observado um pico com tempo de
retencdo de 18,93 minutos atribuido ao produto da reacdo. No cromatograma gerado pelo
detector UV foi observado um pico oriundo do ligante da reacdo L™ e do produto frio de
referéncia, [ReBr(CO)sL"H], com tempo de retencdo de 18,03 minutos e 19,20 minutos,
respectivamente. No entanto, a diferenca no tempo de retencdo do complexo quente e o
complexo referéncia frio foi de 0,27 minutos, ndo sendo afirmar que o complexo de rénio
usado como referéncia é homologo ao novo complexo de MTc. Entretanto, este fato ja era
esperado uma vez que o alto tempo de reten¢do do complexo de Re quando comparado ao
tempo de retencdo do complexo de Tc pode ser explicado pela diferenca de lipofilicidade
entre um complexo neutro e um catidnico, respectivamente. Finalmente, € possivel afirmar
a etapa de marcacdo do megazol com **"Tc foi realizada com sucesso, sendo a etapa de
estudo in vivo o proximo passo para tentar obter um dispositivo terandstico.

Buscando aprofundar o conhecimento sobre as propriedades do megazol e dos seus
complexos de Re e Tc, foram empregados calculos por DFT. A seguir, sdo apresentados 0s
dados computacionais envolvendo os possiveis modos de coordenacdo do megazol, forcas
de ligagdes, pardmetros termodindmicos relativos a formacéo dos complexos e hidrolise,
bem como um estudo das transicdes eletrdnicas encontradas nos mesmos. As discussoes

foram baseadas e comparadas com os dados experimentais discutidos nos itens 4.1 a 4.3.

4.4 CALCULOS POR DFT

Buscando entender a estabilidade das espécies formadas bem como as transicoes
envolvidas nos espectros de UV-vis, as estruturas dos compostos derivados do megazol
foram otimizadas e analisadas usando métodos DFT. A primeira analise foi feita com a
estrutura do préprio megazol. Para inicio dos calculos foram fornecidas duas estruturas
diferentes, na forma A, com nitrogénio do anel tiadiazol em posigéo cis ao nitrogénio do N1
do anel imidazoélico (Figura 42, a esquerda), e forma B, com enxofre do anel tiadiazol em
posicao cis ao nitrogénio do N1 do anel imidazolico com (Figura 42, a direita). Entretanto,
apos otimizacao, ambas convergiram para a forma B, sendo esta Gltima, portanto, a forma
mais estavel para o megazol livre. O espectro vibracional teérico da estrutura otimizada pode
ser observado na Figura D1 (Apéndice D), enquanto sua discusséo ja foi apresentada acima
(item 4.2).
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Figura 42 -. Estrutura de entrada para os calculos DFT (forma A, a esquerda) e estrutura
otimizada do megazol (Forma B, a direita).

Fonte: dados da pesquisa.

As estruturas dos complexos foram otimizadas em seguida, baseando-se inicialmente na
estrutura cristalina do complexo [ReBr(CO)s(L™™)]. Considerando a estrutura otimizada do
megazol (Figura 42), também foi considerada a possibilidade de coordenacdo através do
atomo de enxofre, para a qual o ligante sera nomeado daqui por diante como S-mega,
enquanto o ligante coordenado pelo nitrogénio serd nomeado como N-mega. Em ambos 0s
casos, as estruturas otimizadas ndo apresentaram frequéncias vibracionais imaginarias,
sugerindo que a energia se encontra em um minimo absoluto. As estruturas otimizadas
podem ser observadas na Figura 43. Comprimentos e angulos de ligacéo selecionados séo
apresentados na Tabela 11 em comparagdo com os valores experimentais. Os valores
calculados para os parametros geométricos para [ReBr(CO)3(N-mega)] sugerem boa
concordancia com a estrutura elucidada por difracdo de raios X, como mostrado pelos
desvios calculados, demonstrando que a estrutura calculada apresenta alta similaridade com
a estrutura cristalina. Por outro lado, a estrutura do [ReBr(CO)s(S-mega)] nitidamente
apresenta um alto grau de distor¢do causada pela coordenacdo através do atomo de enxofre
como pode ser observado através do angulo de torséo de -34,18° para N3-C4-C5-S, enquanto
no [ReBr(CO)s3(N-mega)] os anéis do ligante se encontram no mesmo plano. O espectro
vibracional da espécie [ReBr(CO)s(S-mega)] (Figura D3, Apéndice D) apresenta pouca
diferenca com relagdo ao do [ReBr(CO)s(N-mega)] (Figura D2, Apéndice D), cuja

discussdo ja foi feita anteriormente.
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Figura 43. Estruturas otimizadas do complexo [ReBr(CO)3(N-mega)] e da espécie
[ReBr(CO)3(S-mega)].

Fonte: dados da pesquisa.

Considerando que as analises por espectrometria de massas (Figura 31) indicaram a
quebra da ligagio Re-Br bem como a instabilidade do complexo [ReBr(CO)s(L™H)], decidiu-
se também verificar a possibilidade de formacdo do produto da hidrolise [ReH20(CO)3z(N-
mega)]*, cuja estrutura otimizada é apresentada na Figura 44a. Além disso, foi também
otimizada a estrutura do produto da reacdo com [*MTc(OH2)3(CO)s]" e 0 megazol, para o
qual a Unica possibilidade é a formacdo do aqua complexo [Tc(H20)(CO)s(N-mega)]*
(Figura 44b). Considerando-se a formacao de produtos cinéticos, especialmente na reacdo
com [®MT¢(OH2)3(CO)s]", foi analisada também as estruturas das espécies coordenadas em
modo NS-doador. A Tabela 11 apresenta os dados de comprimentos e angulos de ligagéo.
As estruturas das espécies de Tc' sdo analogas as de Re'. As estruturas otimizadas n&o
apresentaram frequéncias vibracionais negativas, sugerindo a estabilidade das espécies
catibnicas. A tabela D2 (Apéndice D) contém os dados vibracionais selecionados a partir

dos espectros destas espécies (Figura D4-D7, Apéndice D).

Figura 44. Estruturas otimizadas das espécies [ReH20(CO)3(N-mega)]* e [TcH20(CO)s(N-

mega)]*.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Tabela 11. Comparacdo dos comprimentos e angulos de ligacdo selecionados para
[ReBr(CO)s(L™H)], [ReBr(CO)s3(N-mega)] e [ReBr(CO)s(S-mega)]. Os dados tedricos
foram calculados usando o nivel te6rico M062X/LANL2DZ.

Comprimentos de ligacdo (A)  [ReBr(CO)3(L"")]  [ReBr(CO)s(N-mega)] [ReBr(C0O)s(S-mega)]

Re-Br 2,6274(8) 2.70893 2.65285
Re-C11 1,927(7) 1.91844 1.92102
Re-C12 1,930(6) 1.91338 1.87253
Re-C13 1,936(7) 1.89430 1.90098
Re-N3 2,177(5) 2.18286 2.19939
Re-N4 2,168(5) 2.17855 —

Re-S — — 2.88178

Angulos de ligagéo (°)

C13-Re-Br 176,41(19) 175.98598 170.46431
C12-Re-N4/ C12-Re-S 174,7(3) 170.18680 170.29466
C11-Re-N3 169,2(3) 167.35385 172.14170
N3-Re-N4/ N3-Re-S 73,76(18) 73.54211 75.32791
Br-Re-N4/Br-Re-S 83,37(15) 82.01545 78.69838
Br-Re-N3 87,13(12) 80.30128 82.37801

4.4.1 -Parametros Termodinamicos

Partindo do pressuposto de que a agua presente no DSMO (solvente usado nos testes
biol6gicos) estd em baixa concentragdo, considerou-se, no processo de hidrdlise, a
associacdo de apenas uma molécula de agua por ion brometo, concomitante a coordenacgéo
de uma molécula de 4gua ao complexo (equacdo i). Assim, considerando os parametros
termodinamicos obtidos a partir do calculo das frequéncias vibracionais para 0 complexo
[ReBr(CO)s(N-mega)] e seu produto hidrolisado [ReH20(CO)3(N-mega)]” em DMSO
(solvente, além dos pardmetros termodinamicos calculados para as demais espécies
reagentes (agua e brometo hidratado), otimizados em condic¢Ges semelhantes as adotadas
para os complexos, foi possivel calcular os parametros AG e AH para o processo de
hidratacdo dos ions brometos a partir da sua substituicdo por H20 (ver Tabela 12).
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Tabela 12 - Valores de correcdo da entalpia termal (H) e da correcéo da energia livre termal
(G) para as espécies envolvidas na reacdo de hidrélise do [ReBr(CO)s(N-mega)].

[ReBr(CO)s(N-mega)]* [ReH20(CO)s(N-mega)]* H-0 [Br(H20)]
H -1152,63 -1215,69 -76,36 -89,67
G -1152,71 -1215,77 -76,386 -89,70

Considerando a interconversao:
[ReBr(CO)3(N-mega)]” + 2H20 <> [ReH20(CO)3(N-mega)]* + [Br(H20)] (i)

AH =-1215,69 + 1152,63 + 2(76,36) — 89,67 = 0,0021 Hartrees (5,53 ki/mol)

AG =-1215,77 + 1152,71 + 2(76,39) — 89,70 = 0,015 Hartrees (40,17 kJ/mol)

Portanto, a “hidrolise” do complexo [ReBr(CO)3(N-mega)]” ou hidratagdo do ion
brometo ndo é um processo favoravel (AG = 40,17 kJ/mol e AH = 5,53 kJ/mol). Deste modo,
a espécie [ReH20(CO)3(N-mega)]*, observada no espectro de massas, deve se formar apenas

nas condi¢des do experimento ou em condicOes de grande excesso de agua.

Além da possibilidade de hidrélise, também foi considerada a coordenacdo através
do atomo de enxofre do megazol, como mostrado na Figura 43. Logo, considerando-se 0s
valores da energia livre apresentados na Tabela 13 e a interconversdo das espécies
[ReH20(CO)3(N-mega)]” e [ReH20(CO)3(S-mega)]* (equacéo ii), coordenadas através do
nitrogénio e enxofre, respectivamente, verificou-se que a espécie onde o ligante atua como

NN-doador é mais estavel que o a espécie com o ligante em modo NS-doador.

[ReH20(CO)3(N-mega)]* «> [ReH20(CO)3(S-mega)]* (ii)

Tabela 13 - valores dos parametros termodinamicos para [ReH20(CO)s3(N-mega)]* e
[ReH20(CO)3(S-mega)]”.

[ReH20(CO)3(N-mega)]* [ReH20(CO)3(S-mega)]*
H -1215,59 Hartree -1215,54 Hartree
G -1215,67 Hartree -1215,62 Hartree
(-3191739,10 kJ/mol) (-3191624,43 kJ/mol)
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Tomando por base os valores da energias Livres (Tabela 14) para as espécies de Tc',
e considerando a interconversdo apresentada na equacdo iii, verificou-se que a espécie
[TcH20(CO)3(N-mega)]” também é mais estavel que [TcH20(CO)3(S-mega)]”.

[TcH20(CO)3(N-mega)]* «> [TcH20(CO)s3(S-mega)]™* (iii)

Tabela 14 - valores dos parametros termodindmicos para [TcH.O(CO)s(N-mega)]* e
[TcH20(CO)3(S-mega)]™.

[TcH20(CO)3(N-mega)]* [TcH20(CO)s(S-mega)]*
H -1216,56 Hartree -1216,52 Hartree
G -1216,64 Hartree -1216,60 Hartree
(-3194293,11 kJ/mol) (-3194193,77 kJ/mol)

4.4.2 -Analise das Transi¢oes Eletrdnicas e Orbitais Moleculares Mais Representativos

Visando entender as transi¢cbes envolvidas nos espectros de UV-vis, 0S espectros
eletrbnicos das espécies contendo a forma de coordenacdo mais estavel N-mega foram
estimados em DMSO por métodos TD-DFT. Os espectros de UV-vis calculados em DMSO
para as espécies [ReBr(CO)s(N-mega)] (experimental e tedrico) e [ReH0(CO)s(N-mega)]*
podem ser visualizados na Figura 45.

Figura 45. Espectro eletronico experimental (a) e tedrico (b) para [ReBr(CO)s(N-mega)] e
[Re(H20)(CO)3(N-mega)]* (c) em DMSO.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

As energias relacionadas as transicdes mais representativas juntamente com 0s
respectivos orbitais moleculares também estdo listadas nas tabelas D3.1-D3.4 e D4.1-D4.3
(Apéndice D). Os espectros de UV calculados, na faixa analisada, sugerem a presenca de 5
bandas para os complexos [ReBr(CO)3(N-mega)] e [MH.O(CO)3(N-mega)]*. Analisando-se
0 espectro experimental do [ReBr(CO)3(N-mega)] (Figura 45), medido em DMSO na faixa
de 255-800 nm, é possivel observar que as bandas com maximos em 408, 364 e 320 nm sao
associadas, respectivamente, com as transi¢cdes em 407 nm (f = 0,0425), 390 nm (f = 0,0800),
340 nm (f = 0,4701) e 288 nm (f = 0,065) encontradas no espectro tedrico. Estas transi¢cdes
também podem ser observadas no espectro da espécie hidrolisada [Re(H20)(CO)s(N-
mega)]*, porém, sofrem deslocamento hipsocrémico, sendo encontradas em 374 nm (f =
0,1925), 355 nm (f=0,1005), 322 nm (f = 0,4635) e 293 nm (f = 0,0892), respectivamente.
As bandas abaixo desta faixa ndo puderam ser determinadas experimentalmente por estarem
fora da janela experimental.

As analises dos orbitais sugerem que as transi¢des envolvidas com essas bandas séo
preponderantemente do tipo TCML, porém foram observadas transi¢fes do tipo TCLL. A
transicdo HOMO-LUMO no estado S1, por exemplo, para [ReBr(CO)s(N-mega)] (Figura
46), além das transicdes do tipo TCLL, apresenta transi¢fes entre o ligante e os coligantes
(TCLLBr—mega € TCLLco—mega) do complexo. Além do mais, possivelmente ha transicOes
centradas no ligante megazol do tipo n—n* ¢ n—n* de carater intraligante. Esse tipo de
comportamento foi descrito em estudos de complexos similares encontrados na literatura
(SOUZA, 2020).

Observando-se o orbital HOMO (Figura 46), é possivel verificar a presenca de

densidade eletrénica especialmente no eixo Br-Re-CO, mostrando a influéncia do ligante ¢
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¢ © doador Br™. Entretanto, transicdes TCML com as absortividades molares mais altas séo
observadas no estado S5 tanto para a espécie com Br- quanto para o produto da hidrolise, a
partir do orbital HOMO-3, onde a densidade eletronica esta localizada principalmente nos
orbitais d do centro de Re' e em orbitais intraligantes do megazol.

Figura 46 - Orbitais HOMO e LUMO para [ReBr(CO)3(N-mega)].

3/

Fonte: Dados da Pesquisa.

O espectro tedrico para a espécie [Tc(H20)(CO)s(N-mega)]* também foi calculado
(Figura 47). O espectro é bastante semelhante da espécie [Re(H20)(CO)s(N-mega)]*,
porém, apresenta duas bandas de alta intensidade em 359 nm (f = 0.2735) e 316 nm (f =
0.3365) correspondentes aos estados S2 e S5 (Figura 48). Os orbitais HOMO e LUMO séo
apresentados na Figura 49. Assim como para o complexo de Re' a densidade eletronica do
HOMO esta localizada principalmente nos orbitais d do centro de Re' e em orbitais
intraligantes do megazol e coligantes (Br e CO) enquanto que o orbital LUMO esta
localizado essencialmente no megazol. A Tabela D5.1-D.6 (Apéndice D) mostra uma

analise mais detalhada das transi¢cdes mais relevantes e suas configuracoes.

Figura 47 - HOMO-3 para a) [ReBr(CO)3(N-mega)] e b) [ReH20(CO)3(N-mega)]*.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Figura 48 - Espectro eletronico teérico para [Tc(H20)(CO)3(N-mega)]” em DMSO.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Figura 49 - Orbitais HOMO e LUMO para [TcH20(CO)3(N-mega)]*.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Uma vez finalizada a elucidacgéo estrutural dos compostos de Re e a marcagdo do
megazol com ®MTc, os compostos desenvolvidos neste trabalho, LRR? e [ReBr(CO)sLRR?],
foram entdo avaliados como agentes antiparasitarios, sendo um dos possiveis mecanismos

de acdo deles também estudado. A seguir é apresentada a discussao dos resultados obtidos.
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4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

No ano de 2015, entre as pessoas afetadas pela doenca de Chagas no mundo, estima-
se que apenas 20 % tiveram acesso a diagnostico e tratamento especifico para a doenca.
Além disso, nem todos os pacientes sdo indicados ao tratamento especialmente na fase
cronica (PINHEIRO et al., 2017). No hospedeiro humano, durante esta fase da doenca, o T.
cruzi apresenta o tipo morfoldgico intracelular forma amastigota. Portanto, pensando na falta
de tratamento eficaz para essa fase da doenca, foram realizados os testes in vitro frente a
forma amastigota da cepa Tulahuen do T. cruzi para avaliar a atividade tripanocida dos
compostos preparados nesse trabalho. Além disso, a citotoxicidade foi estudada em células
de rim de macaco LLC-MK?2. Por fim, o indice de seletividade (IS) foi calculado visando
estabelecer parametros de efetividade e seguranca dos compostos. A Figura 50 define os
termos ICsp (atividade tripanocida), CCso (citoxicidade) e IS (indice de seletividade) e como
séo interpretados os resultados obtidos.

Figura 50 — Resumo da definic&o dos termos 1Cso, CCxo € IS e a interpretacéo dos resultados
dos testes in vitro.
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Fonte: A Autora.

O valor de ICso foi determinado apos a avaliacdo da porcentagem de inibicdo de
parasitos com diferentes concentragdes dos compostos. Foram realizados testes partindo da
maior concentracdo de 250 UM e depois em dilui¢bes seriadas usando-se DMSO até, no
méaximo, 5 % (Grafico 1 — Figura 51). Os compostos mostraram excelente porcentagem de

inibicdo das células do parasito em comparacdo ao farmaco referéncia, o benznidazol (ICso
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= 3,08 uM). O megazol LHH (ICso = 0,32 + 7,78x10™* uM) apresentou excelente atividade
antiparasitaria in vitro, em acordo com dados da literatura (LEITES et al., 2018). Além disso,
os outros derivados do megazol bem como os complexos estudados mantiveram boa
atividade (Tabela 15). No geral, a coordenagdo ao centro metalico de Re' ndo alterou
significativamente os valores de ICso determinados, com excessao para o complexo 6, o qual
diminuiu consideravelmente a sua atividade antiparasitaria. Por outro lado, o complexo 5
(IC50= 10,38 £ 0,002 uM) foi observada uma melhora na atividade em relagéo ao ligante livre
LHMe (1Cs0=0,49 + 7,78x10™* uM). A diferenca de atividade entre complexo e ligante pode
ser explicada pela estabilidade do quelato formado ap6s a coordenacdo o que pode levar a
diferentes interacdes com biomoléculas no meio celular ou nos parasitas e, assim, modificar
0 mecanismo de ag¢do dos compostos. Por outro lado, quando comparadas as atividades dos
complexos 4, 5 e 6 isoladamente, o fator lipofilicidade destes teve fator determinante na
atividade quando comparadas as atividades das moléculas organicas por si s6. Além disso,
em todos os experimentos em solucao, isto €, RMN, espectrometria de massas e HPLC-MS,
mostraram a estabilidade da ligacdo entre ligantes LRYR? ¢ o metal. Provavelmente, o
complexo 5 consegue atravessar mais facilmente a parede celular das células hospedeiras
para atingir os parasitos intracelulares. A excec¢do a essa tendéncia é do complexo 6 uma vez
que este apresentou ICso bem maior que o do seu ligante livre, 0 composto mais hidrofébico

da série estudada.

Figura 51 — Porcentagem de atividade tripanocida em diferentes concentracdes para 0s
compostos benznidazol (Bz), L"™H (1), L*Me (2), LM*Me3), [ReBr(CO)sLHH] (4),
[ReBr(CO)sLMeH] (5) e [ReBr(CO)sLMeMe] (6) frente a cepa Tulahuen de T. cruzi. Gréafico
da esquerda representa experimento com concentracdo inicial dos compostos 250 puM.
Gréfico da direita representa experimento com concentracao inicial dos compostos 25 uM.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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Os compostos 2-6 atingiram porcentagem consideravel de inibicdo das células
normais em concentracGes apenas acima de 100 uM (Figura 52). Portanto, 0os compostos 2-
6 apresentaram baixa toxicidade frente as células do macréfago. Entretanto, os compostos
2-5 apresentaram CCso menor que o farmaco padrdo Bz (CCso = 272,1 uM). Por outro lado,
0 megazol (1) apresentou porcentagem de inibicdo de células LLC-MK2 apenas em uma
altissima concentragdo (CCsp = 1313 + 41,6 pM), um resultado claramente melhor que a
referéncia Bz. Além disso, a citotoxicidade aumenta ap6s a coordenagdo apenas no caso do
megazol. O composto mais hidrofébico, o complexo 6 (CCso 272,4 + 4,08 uM), foi 0 menos
toxico em comparacdo aos compostos 2-5, porém, também foi o que apresentou a menor
atividade antiparasitaria. Nenhum dos compostos apresentou toxicidade significativa,

portanto, supomos que estes séo capazes de atuar no meio intracelular diretamente nos

parasitos.

Figura 52 — Porcentagem de citotoxicidade em diferentes concentra¢fes para 0s compostos
benznidazol (Bz), LHH (1), L"Me (2), LMeMe(3), [ReBr(CO)sL™M] (4), [ReBr(CO)sLMeH] (5)
e [ReBr(CO)sLM®Me] (6) frente a cepa Tulahuen de T. cruzi. Gréfico da esquerda representa
experimento com concentracdo inicial dos compostos 250 uM. Gréfico da direita representa
experimento com concentracdo inicial dos compostos 25 uM.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Um composto precisa ser toxico para o parasita (menores valores de ICso) e ndo
causar efeitos toxicos as células normais (maiores valores de CCsg) para ser empregado no
combate ao T. cruzi. A Organizacdo de Iniciativas de Medicamentos para Doencas
Negligenciadas (DNDi — Drugs for Neglected Diseases Initiative) utiliza o IS como
pardmetro para avaliacdo de novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas:
farmaco promissor 10 > IS > 100; candidato lider para o desenvolvimento como farmaco

tripanocida IS > 100 (GONGCALVES et al., 2017). Deste modo, uma diferenga na atividade
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e citotoxicidade ao avaliar os resultados de 1Cso e CCso podem refletir em compostos mais
seguros e menos toxicos para o tratamento da doenca de Chagas. O L™ (megazol)
sintetizado neste trabalho apresentou um IS excelente (= 4103). Além do mais, todos 0s
compostos (Tabela 15), com excecdo do 6, apresentaram valor de IS pelo menos 3x melhor
que o farmaco referéncia o Bz (IS 88,3). Deste modo, a presenca do fragmento metalico de
Re'(CO)s pode alterar a forma de interagdes com as biomoléculas tanto dos parasitos quanto
das células LLC-MK3, alterando a atividade e a citotoxicidade, podendo esta ser para
aumentada ou diminuida a depender dos grupos periféricos dos ligantes.

Tabela 15 — Valores de 1Cso, CCso € IS obtidos para os compostos, L™H (1), L"HMe (2), [ MeMe
(3), [ReBr(CO)sL™M] (4), [ReBr(C0O)sLMeH] (5) e [ReBr(CO)sLMeMe] (6). O Bz é utilizado
como farmaco referéncia.

Composto ICs0 (LM) CCso (UM) IS
Bz 3,08 272,1 88,3
1 0,32 +7,78x10* 1313 +41,6 4103,1
2 0,49+7,78x10* 1139+ 7,84 232,4
3 0,35+ 0,01* 170,9 £ 2,54* 488,3
4 0,41 + 0,009 142,1 + 2,54 346,6
5 0,38 £ 0,002 161,2+29 4242
6 7,07 £ 0,49** 272,4 £ 4,08* 38,5

* experimento realizado em duplicata;** experimento realizado uma vez; Os outros experimentos foram
realizados em triplicata.

4.6 AVALIACAO DA INTERACAO COM A TcOYE

O desenvolvimento de farmacos envolve diferentes etapas, além dos estudos de
relagdo entre estrutura e atividade de novas entidades quimicas, também sdo realizadas
pesquisas envolvendo possiveis mecanismos de acdo. No que se refere as doencas
infecciosas, entender o metabolismo, morfologia, fisiologia e biomoléculas que possuem
papel no ciclo celular destes agentes etioldgicos é importante para o desenvolvimento
racional de farmacos e novas formulagdes de medicamentos (DE ALMEIDA et al., 2013).
O sequenciamento genético possibilitou a descobertas de inimeras biomoléculas como
proteinas e enzimas, sdo essenciais a sobrevivéncia e sdo encontradas apenas nos agentes
causadores dessas doencas. Portanto, tais biomoléculas podem ser pontos de partida
fundamentais para entender o mecanismo de acdo, além do que, apresentam potencial como
novos alvos moleculares para o design de farmacos, aumentando a seletividade dos agentes
antiparasitarios.
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As OYES possuem como seu grupo prostético o mononucleotideo de flavina (FMN)
(Figura 53a) que por sua vez confere a proteina a coloracdo amarela e ao nome dessa familia
de proteinas. As OYEs sdo consideradas NAD(P)H flavina oxidoredutases e sdo encontradas
em varios organismos como bactérias, fungos, plantas e protozoarios. As reacOes catalisadas
pelas OYEs utilizam os cofatores nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) e
nicotinamida adenina dinucleotideo fostato (NADPH) (Figura 53b) como agentes redutores
e ocorrem na presenca de Vvarios substratos como cliclohexanona, duroquinona e menadiona
(WILLIAMS; BRUCE, 2002).

Figura 53 — Estruturas Quimicas do Mononucleotideo de flavina e dos nucleotideos NAD e
NADP.
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Fonte: (WILLIAMS; BRUCE, 2002).

A proteina Old Yellow Enzyme de T. cruzi (TcOYE) consiste em uma NADPH
oxidoredutase que atua na via de sintese de prostaglandina por meio da conversdo de
prostaglandina H2(PGHz) em prostaglandina F2a (PGF2,). O grupo protético da TcCOYE, o
FMN, é reduzido a FMNH: pelo agente redutor NADPH, por sua vez 0 FMNH2 promove a
reducdo da PGH. a PGF2a pela transferéncia de elétrons. Prostaglandinas sédo potentes
mediadores de respostas fisiologicas e patoldgicas, algumas delas observadas na doenca de
Chagas, porém sua funcdo em T. cruzi ndo é bem esclarecida (Figura 54) (KUBATA et al.,
2002; YAMAGUCHI et al., 2011). O estudo de Meah e Massey mostrou que a OYE catalisa
a reducdo do grupo nitro de nitroolefinas insaturadas e atua como catalisador acido/base. O
processo de reducdo € intermediado pelo residuo aminoacido tirosina 196 da enzima
(MEAH; MASSEY, 2000).
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Figura 54 — (a) Estruturas das FMN oxidado e reduzido. As FMN podem participar em
reacOes em transferéncia de dois elétrons e dois prétons dando origem a forma totalmente
reduzida FMNH.. A forma radical livre ocorre quando aceita apenas um hidrogénio e um
elétron é chamada de semiquinona FMN". (b) A TcOYE catalisa sintese da F2,: ocorre a
reducdo da PGH2 a PGF», pela TcOYE. A FMN reduz a FMNH2 via NADPH e o produto
PGF, é posteriormente gerado pela FMNHo.
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Fonte: (KUBATA et al., 2002; YAMAGUCHI et al., 2011)

Além disso, foi provado que a TcCOYE é uma enzima importante no metabolismo de
farmacos utilizados no tratamento da doenca de Chagas uma vez que estudos com diferentes
cepas de T. cruzi mostram que a superexpressdo ou a auséncia delas sdo determinantes na
suscetibilidade ou resisténcia ao benznidazol. Os estudos mostram que quando cépias do
gene TcOYE foram deletadas, as cepas foram resistentes ao farmaco e quando houve
surperexpressdo de TcOYE as cepas foram suscetiveis ao benznidazol (KUBATA et al.,
2002). Pensando nisso foi estudada a interacéo dos compostos Bz, LHH e [ReBr(CO)sL"H]
com a proteina Old Yellow Enzyme (TcOYE).

As solugdes de Bz, LHH e [ReBr(CO)sLHH] foram preparadas em solucéo tampéo
Tris-HCI com 25% de DMSO. A concentracgdo final de DMSO para todos 0s compostos do
experimento foi mantida em 2,5%. O TcOYE foi preparado de acordo com a literatura
(MURAKAMI et al., 2013). As Figura 55/56/57 reportam os resultados obtidos dos
espectros de emisséo de fluorescéncia da sonda intrinseca triptofano (Figura 55/56/57A) na

presenca dos compostos Bz (Figura 55), L"H (Figura 56) e o complexo metalico [ReBr
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(CO)sLHH] (Figura 57). Todos os compostos testados apresentaram perfil de saturagdo com
0 aumento da concentracdo do Bz, LHH e [ReBr(CO)sL"1], isto possibilitou o ajuste a
equacdo de Hill para determinacdo de Kq, Figura 55/56/57B. A relagdo de Stern-Volmer
permite que o estudo cinético da desativacao fotofisica do fluoréforo possa ser realizado. A
natureza desta desativacdo pode ser estatica ou dinamica (FRAIJI; HAYES; WERNER,
1992; LAKOWICZ, 1999). A desativacdo estatica ocorre quando a interacdo resulta na
formacdo do complexo proteina-composto que se reflete na diminuicéo das intensidades de
fluorescéncia. A supressao de fluorescéncia pode também ser resultado da desativacdo pelo
choque entre as moléculas e este fenbmeno é chamado de supressdo dinamica (LAKOWICZ,
1999), sendo que esta pode ocorrer juntamente a supressao estatica quando na presenca de
altas concentragdes do composto livre e é favorecido pelo aumento da temperatura
(LAKOWICZ, 1999). A Figura 55/56/57D mostra que 0 aumento da temperatura ndo resulta
em um incremento na taxa de supressao. Isto esta relacionado a natureza da interacdo entre
0s compostos testados e a TCOYE ser estatica, uma vez que a temperatura nao afeta os
choques entre as moléculas o que no caso favoreceria fendmenos de natureza dinamica.

A Tabela 16 mostra que 0s compostos apresentaram Kq na ordem de umol L. O
composto megazol, bem como o complexo metalico com rénio apresentaram maior afinidade
pela TcOYE quando comparados com o Bz. A interacdo do complexo metélico contendo
megazol apresentou valores de Kq proximos o que indica que a presenca do metal ndo afetou

significativamente a capacidade de interacdo da molécula com a proteina.

Tabela 16 — Constante de dissociacdo (Kg), nimero de locais ligantes (n), constante de
associagédo (Kp), constante Stern-Volmer (Ks), para a interagédo de enzimas TcOYE com
benznidazol, megazol (L™) e o seu complexo de rénio. Experimentos foram realizados em
tampdo Tris-HCI pH 8,0, NaCl 100 mmol/L.

Proteina/Ligante Nt Ky x10 Kq" Kp™ x10% Kd™
(umol L) (L mol?) (umol L)

TcOYE/Benznidazol 1,2+0,1 1,8#0,1 64+3 1,1+0,2 90+1

TcOYE/Megazol 1,1+0,1 5,1+0,3 16+2 6,5%0,2 1541

TCOYE/[ReBr(CO)sLHH]  0,9+0,1 5,2 +0,2 1842 5,020,1 20+1

*Hill Plot (n=1), Equacéo (1)
** Stern-Volmer, Equagéo (2)

*kk

Duplo log, Equacio (3), onde Kq™ = 1/K,™
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Figura 55 - (A) Espectros de emissdo de fluorescéncia (hex = 295 nm) da proteina TcCOYE
na concentracdo de 15 umol L™ na presenca de concentracdes crescente do ligante
benznidazol. (B) Variac¢ao das intensidades do maximo de fluorescéncia (Amax = 336 nm) e
ajuste ndo linear a equacgdo de Hill (Equacdo 1). (C) Relagdo logaritimica para obtencéo do
numero de sitios ligantes segundo a Equacéo 2. Relacdo de Stern-Volmer as temperaturas de
25 e 37 °C. Os espectros foram obtidos em tampéo Tris-HCI, pH 8,0; 100 mmol L de NaCl

e 2,5 % de DMSO.
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Figura 56. (A) Espectros de emissdo de fluorescéncia (Aex = 295 nm) da proteina TCOYE na
concentracdo de 15 pmol L™ na presenca de concentracdes crescente do ligante Megazol.
(B) Variagao das intensidades do maximo de fluorescéncia (Amax = 336 nm) e ajuste ndo
linear a equacdo de Hill (Equacéo 1). (C) Relagdo logaritimica para obten¢do do nimero de
sitios ligantes segundo a Equacéo 2. (D) Relacéo de Stern-Volmer as temperaturas de 25 °C
e 37 °C. Os espectros foram obtidos em tamp&oTris-HCI, pH 8,0; 100 mmol L de NaCl e
2,5 % de DMSO.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Figura 57 - (A) Espectros de emissdo de fluorescéncia (hex = 295 nm) da proteina TcOYE na concentracgéo de
15 umol L na presenca de concentragdes crescente do composto Re-Megazol ([ReBr(CO)s(L™H)]). (B)
Variacdo das intensidades do maximo de fluorescéncia (Amax = 336 nm) e ajuste ndo linear a equacdo de Hill
(Equacdo 1). (C) Relagdo logaritimica para obtencdo do nimero de sitios ligantes segundo a Equagdo 2. (D)
Relacdo de Stern-Volmer as temperaturas de 25 °C e 40 °C. Os espectros foram obtidos em Tris-HCI pH 8.0,
100 mmol L de NaCl e 2,5 % de DMSO.
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4.7 ESTUDOS DE DOCKING MOLECULAR

Como discutido anteriormente, os estudos biol6gicos mostraram que a coordenacao
do L™ (megazol) ao centro de Re' ndo altera significativamente a atividade tripanocida do
megazol e, somado se a isto, 0 megazol e seu complexo [ReBrCOs(L"H)] apresentou valores
de Kgq proximos sugerindo que a interagdo destes com a TcOYE é semelhante. Diante deste
contexto, o docking molecular dos compostos L™ (megazol) e do seu complexo de
[ReBrCOs(LMM)] foi realizado visando conhecer os modos de ligagdo com a TcOYE.
Adicionalmente, para comparacdo, foi feito também o docking com o farmaco padrdo, o
benznidazol. As melhores poses, obtidas pela funcéo de ranqueamento do pacote do GOLD,
sdo mostrados na Figura 58.

E possivel verificar que tanto o benznidazol quanto o megazol e seu complexo se
ajustaram bem em cima do grupo prostético FMN (Figura 58A). Interessante mencionar que
a cavidade da TcOYE ¢€ relativamente grande e que os compostos aqui estudados séo
pequenos em relacdo a mesma, o que deveria trazer a possibilidade de acomodacdo em
qualquer local da cavidade. Contudo, os compostos acabaram se ligando bem no fundo do
funil da cavidade préximo ao grupo prostético, indicando que possuem afinidade com o sitio
enzimatico da TcOYE. Todos interagiram com um grande nimero de interacdes hidrofobicas
(Figura 58B) e formaram uma ligag&o n- stacking com a Phe71 (fenilalanina 71) da TCOYE
(Figura 58C). Além disso, 0 megazol e o complexo ficaram bem enterrados na cavidade do
sitio de ligacdo e com o grupo NO> voltado para face da cavidade, porém, somente o0 megazol
formou uma ligacao de hidrogénio com a HIS195. Este fato merece destaque, pois o residuo
His195 possui importancia em reagdes de transferéncia de hidreto com enonas a,f-
insaturadas e na reducdo do PGH; para PGF,, da prostagladina (Karplus, 1995; Okamoto,
2011). Em trabalhos anteriores deste grupo de pesquisa (CARNEIRO et al., 2019;
GONCALVES et al., 2017), as simulacdes de docking mostraram que o0 &tomo de nitrogénio
N5 do FMN e a His195 ficaram cerca de 3 A dos inibidores [AuCI(L1)] (L1 =
tiosemicarbazona derivada de diacetilmonooxima) e HFedtc (S-benzil-N-
(ferrocenil)metilenoditiocarbazato), uma distancia adequada para transferéncia de hidretos,
assim como a apresentada pelos compostos estudados aqui. Entretanto, 0 mecanismo de
inibicdo destes dois compostos € diferente, enquanto o [AuCI(L1)] é processado pela TcCOYE

recebendo elétrons da mesma, o HFedtc atua como inibidor competitivo evitando que a
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menadiona (um inibidor classico da TcCOYE) se ligue ao sitio ativo da enzima e prevenindo

a formacéo do produto redox da menadiona.

Figura 58. Resultados de docking molecular do complexo ternario TcOYE/FMN/Composto.
A). Representacdo tridimensional das poses estruturais de primeira classificacdo de cada
composto (verde) ligado na cavidade TcOYE (desenho cinza e superficie) contendo o grupo
prostético FMN (ciano). Projecdo bidimensional da interacdo dos compostos com
TcOYE/FMN obtida pelo B) software LigPlot (STIERAND; RAREY, 2010) e C) servidor
web PoseView (LASKOWSKI; SWINDELLS, 2011). As ligacdes de hidrogénio sdo
mostradas em linhas tracejadas, as interacGes hidrofobicas em contornos verdes e vermelhos
¢ as interagdes m-m em linhas tracejadas em verde. PoseView ndo calculou uma projecéo
bidimensional para as interacdes [ReBr(CO)sL™ ] com a enzima.

Fonte: Dados da Pesquisa.
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CONCLUSOES

A sintese do megazol foi explorada através de diferentes metodologias promovendo
também modificacGes estruturais no mesmo. A vantagem obtida na nova rota sintética
desenvolvida foi o aumento do rendimento e contorno alguns dos problemas ha muito tempo
estudados por outros métodos. Além disso, pela primeira vez, o0 megazol foi explorado na
quimica de coordenacdo. Diversas técnicas espectroscopicas e espectrométricas foram
usadas nas caracterizacGes dos compostos, bem como estudos por célculos teoricos (DFT).
No que se refere a quimica de coordenacéo, foi possivel verificar que o megazol e seus
derivados formaram complexos octaédricos do tipo [2+1] de composicdo
[ReBr(CO)3(LRR)], confirmando sua atuacdo como ligante bidentado neutro. Pardmetros
termodindmicos calculados por métodos DFT mostraram que a “hidrélise” do complexo
[ReBr(CO)3(N-mega)] ou hidratagdo do ion brometo ndo é um processo favoravel. Deste
modo, a espécie [ReH20(CO)3(N-mega)]*, embora seja estavel, ndo é formada em condicGes
normais mesmo na presenca de agua. Os calculos também mostraram que a espécie
[TcH20(CO)3(N-mega)]* € estavel, sendo esta a espécie mais provavel de ser formada nas
reacdes de radiomarcacdo. Deste modo, é bem plausivel concluir que a diferenca no tempo
de retencdo entre a referéncia de rénio e com complexo de *™Tc se deve ao fato de serem
espécies neutras e catidnicas, respectivamente. Embora a radiomarcagdo com *™Tc tenha
indicado uma diferenca entre os complexos de rénio usados como referéncia e os formados
com ®MTc, foi possivel afirmar que a etapa de marcacio do megazol com **™Tc foi realizada
com sucesso. No que diz respeito a atividade bioldgica, todos 0s compostos, com exce¢do
de um deles, revelaram-se altamente seletivos para o parasita da doenga de Chagas, com
indices de seletividade bem superiores ao do farmaco de referéncia, o benznidazol. Os
estudos de interacdo experimentais e por docking molecular com a enzima TcOYE também
indicaram uma interagdo do megazol e do seu complexo de Re' melhor do que a do
benznidazol, sendo este um provavel alvo destes compostos. Como um todo, este trabalho
mostrou que os complexos de Re' e ®*™Tc' com o megazol representam uma possibilidade
concreta para desenvolvimento de um dispositivo terandstico para tratamento e diagndstico

simultaneo da doenca de Chagas.
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APENDICE

APENDICE A - ESPECTROS DE RMN

Figura 1A — Espectro de *H RMN (500 MHz) do composto N12CA em cloroférmio-d; (5 em ppm).
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Fonte: Dados da pesquisa.
Figura 2A — Espectro de 3C RMN (125,8 MHz) do composto N12CA em cloroférmio-d; (5 em ppm).
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Figura 3A — Espectro de *H RMN (400 MHz) do composto tsc"™e em DMSO-ds (5 em ppm).

\ e
/N+ Nv/k\ H /
o\ NN Hz0

OSNa

H
a
f c a
9= E
\/

>

12.0 11.8 8.35 8.25 8.15 3.04

—4.15 O

(¢]

-3.03

£ 5

1 0.92= L-411.87 o
L
;483
-

T T T T T T T T T
80 75 70 65 60 55 50 45 40 35
ppm

@ 13.00=

11.5 10.5 9.5 90 8

Fonte: Dados da pesquisa.




APENDICE

Figura 4A — Espectro de *H RMN (400 MHz) do composto tscM&Me em DMSO-ds (5 em ppm).
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Figura 5A — Espectro de 'H RMN (500 MHz) do composto L"H em DMSO-dg (5 em ppm).
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Figura 6A — Espectro de *H RMN (500 MHz) do composto L em Acetona-ds (5 em ppm).
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Figura 7A — Espectro de 3C RMN (125,8 MHz) do composto L™ em Acetona-ds (5 em ppm).
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Figura 8A — Espectro de 3C RMN (125,8 MHz) do composto L™Me em DMSO-dg (5 em ppm).
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Figura 10A — Espectro de *H RMN (500 MHz) do composto LMMe em DMSO-ds (5 em ppm).
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Figura 11A — Espectro de *3C RMN (125,8 MHz) do composto LM&Me em DMSO-dg (5 em ppm).
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Figura 13A — Espectro de **C RMN (125,8 MHz) do complexo [ReBr(CO)sL""] em Acetona-dg (5 em ppm).
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Figura 14A — Espectro de *H RMN (500 MHz) do complexo [ReBr(CO)gLH Me] em Acetona-ds (5 em ppm).
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Figura 15A — Espectro de *C RMN (125,8 MHz) do complexo [ReBr(CO)sLHMe] em Acetona-ds (5 em ppm).
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Figura 16A — Espectro de *H RMN (500 MHz) do complexo [ReBr(CO)sLMeMe] em Acetona-dg (5 em ppm).
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APENDICE B - ESPECTROS DE ABSORCAO NA REGIAO DO IV

Figura B1- Espectro de absorc&o na regido do infravermelho do composto L"Meem ATR.
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Figura B2 — Espectro de absorc&o na regido do infravermelho do composto LM¢Me em ATR.
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Figura B3 — Espectro de absorgdo na regido do infravermelho do composto [ReBr(CO)sLHMe] (5) em ATR.
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Figura B4 — Espectro de absorcéo na regido do infravermelho do composto [ReBr(CO)sLMeMe] (6) em ATR.
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APENDICE C - ESPECTROMETRIA DE MASSAS - HR-ESI-MS

Figura C1 - Espectro de massas HR-ESI-MS(+) do composto tscHH.
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Figura C2 - Espectro de massas HR-ESI-MS(+) do composto tscMeH,
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Figura C3 - Espectro de massas HR-ESI-MS(+) do composto LHVe,
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Figura C5 - Espectro de massas HR-ESI-MS(+) do composto [ReBr(CO)sLMe].
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Figura C6 - Espectro de massas HR-ESI-MS(+) do composto [ReBr(CO)sLMeMe],
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APENDICE D - ESTUDOS TEORICOS POR DFT

Figura D1 - Espectro de IV calculado para megazol. Forma mais estavel com enxofre do mesmo lado do
nitrogénio.
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Figura D2 - Espectro de IV calculado para [ReBr(CO)s;(Nmega)]*.
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Figura D3 - Espectro de 1V calculado para [ReBr(CO)s(Smega)]*.
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Figura D4 - Espectro de IV calculado para [Re(H20)(CO)s(Nmega)]*.
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Figura D5 - Espectro de 1V calculado para [Re(H20)(CO)s(Smega)]*.
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Figura D6 - Espectro de IV calculado para [Tc(H20)(CO)s(Nmega)]*.
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Figura D7 - Espectro de 1V calculado para [Tc(H20)(CO)s(Smega)]*.
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Tabela D1. Comparacdo dos comprimentos e angulos de ligacdo selecionados para [ReH.O(CO)s(N-mega)]*, [ReH.O(CO)s(S-mega)]*, [TcH20(CO)3(N-mega)]* e
[ReH.0O(CO)s(S-mega)]*.

Comprimentos de ligacdo (A)  [ReH.0(CO)3(N-mega)]*  [ReH.O(CO)s(S-mega)]*  [TcH20(CO)s(N-mega)]*  [TcH20(CO)s(S-mega)]*

Re-O 2,24946 2,22391 2,25612 2,22874
Re-C11 1,92538 1,92662 1,93422 1,93949
Re-C12 1,91973 1,88851 1,92790 1,89238
Re-C13 1,89927 1,90645 1,90440 1,91605
Re-N3 2,18835 2,20600 2,20794 2,21996
Re-N4 2,18932 — 2,20189 —

Re-S — 2,77588 — 2,79479

Angulos de ligagéo (°)

C13-Re-O 174,98538 172,99051 175,25786 173,79747
C12-Re-N4/ C12-Re-S 172,15083 170,25491 172,36606 169,62596
C11-Re-N3 169,27234 173,45575 169,79347 174,62019
N3-Re-N4/ N3-Re-S 73,60026 75,74493 73,89709 75,81689
O-Re-N4/0O-Re-S 81,86260 79,77854 82,60363 80,85287
0O-Re-N3 82,69548 81,67610 83,98337 82,99401




APENDICE

Tabela D2 - Dados vibracionais (cm™) para [M(H20)(CO)s(Nmega)]* (M = Re ou Tc).

vibragéo [ReH,0(CO)3(N-mega)]*  [ReH20(CO)3(S-mega)]*  [TcH20(CO)s(N-mega)]*  [TcH20(CO)s(S-mega)]*
v(O-H) 3905 3895 3922 3909
v(N-H) 3769, 3618 3767, 3614 3771, 3620 3773, 3613
v(C=0) 2094, 2006, 1997 2105, 2012, 2007 2098, 2016, 2007 2106, 2025, 2017
§(C—N)+ v(C-NHy) 1623 1687 1687 1687
V(C=N)+HC=C) 1607 1615 1621 1609
V(N=0)as 1508 1522 1524 1520
v(N-O)s 1391 1381 1392, 1306 1380, 1300
V(N-N) 1232 1246 1230 1245
v(MC) 486, 477 528 469 507
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Tabela D3.1 - Orbitais participantes nas principais transicdes observadas na espécie [ReBr(CO)3s(N-mega)]* em DMSO.

. Orbitais participantes (0i—Ox)® Energia
Orbitais
Estado a Oi Os f leV
moleculares (nm)
S1
H—L 3.0456
0.0425
(407)
H—L+1
H-1—L 3.1769
S2 0.0800
(390)

aH: HOMO, L: LUMO:; 0;: orbital inicial, Os: orbital final.
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Tabela D3.2 - Orbitais participantes nas principais transi¢cfes observadas na espécie [ReBr(CO)3s(N-mega)]* em DMSO.

Orbitais participantes (Oi—Ox)® Energia
Estado Orbitais f leV
molecularesa Oi Os
(nm)

H-1—-L+1
S2
H-3—L 3.6387
S5 0.4701
(341)
H-3—L+1

aH: HOMO, L: LUMO:; °0;: orbital inicial, Os: orbital final.

XX
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Tabela D3.3 - Orbitais participantes nas principais transi¢cfes observadas na espécie [ReBr(CO)3s(N-mega)]* em DMSO.

Orbitais participantes (Oi—Ox)® Energia
Estado Orbitais f leV
molecularesa Oi Os
(nm)

3.9590
s7 H-1-L 0.0601
(313)
H-1—L+1
4.2977
s11 H-5-L 0.0646
(288)

aH: HOMO, L: LUMO:; °0;: orbital inicial, Os: orbital final.

XXIV
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Tabela D3.4 - Orbitais participantes nas principais transi¢ces observadas na espécie [ReBr(CO)3(N-mega)]* em DMSO.

Orbitais participantes (Oi—Ox)® Energia
Estado orbitais f leV
moleculares? o] O
(nm)
S11 H-5—L+1
H-2—L
H-2—L+1

aH: HOMO, L: LUMO; 20;: orbital inicial, Os: orbital final.

XXV
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Tabela D4.1 - Orbitais participantes nas principais transi¢des observadas na espécie [ReH>0(CO)3(N-mega)]* em DMSO.

Orbitais Orbitais participantes (0i—Ox)® Energia /eV
Estado
moleculares? Oi Or (nm)
S1
H—-L
01925  3.311 (374)
H—-L+1
H-1-L
S3 0.1005 3.489 (355)

aH: HOMO, L: LUMO; 20;: orbital inicial, Os: orbital final.
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Tabela D4.2 - Orbitais participantes nas principais transi¢des observadas na espécie [ReH>0(CO)3(N-mega)]* em DMSO.

Orbitais Orbitais participantes (0i—Ox)® Energia /eV
Estado
molecularesa O Or (nm)
H-1-L+1
S3
H-3—L 3.8531
S5 0.4635
(322)
H-3—L+1

aH: HOMO, L: LUMO; 20;: orbital inicial, Os: orbital final.
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Tabela D4.3 - Orbitais participantes nas principais transi¢cdes observadas na espécie [ReH,O(CO)3(N-mega)]* em DMSO.

Orbitais Orbitais participantes (Oi—Ox)? Energia /eVV
Estado
molecularesa Oi O¢ (nm)
4.2245
S8 H-1—L
(293)
H-1—>L+1

aH: HOMO, L: LUMO; PO;: orbital inicial, O¢: orbital final.
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Tabela D5.1 - Orbitais participantes nas principais transi¢des observadas na espécie [TcH>O(CO)s(N-mega)]* em DMSO.

Orbitais Orbitais participantes (Oi—Ox)® Energia
Estado
moleculares? Oi oF /eV (nm)
S1
H-6—L 3.4288
0.0641
(362)
H-6—L+1
H—L

aH: HOMO, L: LUMO; °0;: orbital inicial, Os: orbital final.

XXIX
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Tabela D5.2 Orbitais participantes nas principais transigdes observadas na espécie [TcH20(CO)s(N-mega)]* em DMSO.

Orbitais Orbitais participantes (Oi—Ox)® Energia
Estado

moleculares Oi oF /eV (nm)

H-6—L 3.4541

S2 0.2735
(359)
H-6—L+1
H—L

aH: HOMO, L: LUMO; °0;: orbital inicial, Os: orbital final.

XXX
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Tabela D5.3. Orbitais participantes nas principais transi¢cdes observadas na espécie [TcH.O(CO)3(N-mega)]* em DMSO.

Orbitais Orbitais participantes (Oi—Ox)® Energia
Estado
moleculares? Oi oF /eV (nm)
Ho1L 3.7000
S3 0.0791
(335)

aH: HOMO, L: LUMO; °0;: orbital inicial, Os: orbital final.
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Tabela D5.4 - Orbitais participantes nas principais transicdes observadas na espécie [TcH,O(CO)s(N-mega)]* em DMSO.

Orbitais Orbitais participantes (Oi—Ox)P Energia
Estado
moleculares? Oi /eV (nm)
3.9266
S5 H-3—L 0.3365
(316)
H-3—>L+1 ﬂ'

aH: HOMO, L: LUMO; 2O;: orbital inicial, Or: orbital final.




APENDICE

Tabela D5.5 - Orbitais participantes nas principais transi¢des observadas na espécie [TcH20(CO)3(N-mega)]* em DMSO.

Orbitais Orbitais participantes (Oi—Ox)® Energia
Estado
moleculares? Oi oF /eV (nm)
a’ >y Fle 43177
S8 H-1—-L - _ 0.0573

(287)

9
I
H-1—L+1
9 3

H-1—L+2

aH: HOMO, L: LUMO; °0;: orbital inicial, Os: orbital final.
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Tabela D5.6- Orbitais participantes nas principais transi¢cdes observadas na espécie [TcH.0O(CO)3;(N-mega)]* em DMSO.

Orbitais Orbitais participantes (Oi—Ox)® Energia
Estado
moleculares? Oi oF /eV (nm)
S8 H-1—L+3

aH: HOMO, L: LUMO: PO;: orbital inicial, Os: orbital final.
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APENDICE E - DIFRACAO DE RAIOS X

Figura E1 — Estrutura Molecular do composto tscMeMe,

Fonte: Dados da Pesquisa.

Figura E2 — Representagdo ORTEP da estrutura cristalina do composto LHMe,

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Figura E3 — LigagGes de hidrogénio intermoleculares envolvidas na estrutura cristalina do composto LHMe,
[N(6) N(5) = 2,938(3) A, N(6)—H(6) N(5) = 164,0°]. Operag&o de simetria: 3-x, 1-y, 1-z.

Fonte Dados da Pesquisa.
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Tabela E1 — Dados da coleta e parametros de refinamento das moléculas N12CA, tsc™Me e tscMe:Me,

NI2CA tscH.Me tscMe.Me
formula Empirica CsHsN3Oz  C7H10N6O2S CsH12N602S
Massa Molecular 155,12 242,27 256,30
Temperatura/K 160(1) 160(1) 160(1)
Sistema Cristalino monoclinico  monoclinico monoclinico
Grupo Espacial P2:/m P2./c P2i/c
alA 6,9303(2) 7,83761(15) 6,7222(3)
b/A 6,2964(2) 10’32?77(19 28,6428(14)
c/A 7,7634(2) 13,6972(2) 6,0461(3)
a/° 90 90 90
/e 106,650(3)  99,9473(17) 106,054(5)
v/° 90 90 90
Volume/A3 324,560(17)  1091,95(4) 1118,73(10)
z 2 4 4
Peac/glcm?® 1,587 1,474 1,522
wmm 1,161 2,656 0,291
F(000) 160,0 504,0 536,0

H 3
Tamanho do cristal/mm 0,11>jgé07xo 0,28>,<fz,16><0 0,39%0,16%0,07
Radiagdo CuKo (A= CuKo (A= _

154184)  1,54184) MoKa (2. =0,71073)
Alcance de ® p/ coleta de 11,898 a 11,462 a X
dados (°) 148,786 148,954 5,69252,726
Indices hkl -8<h<7 -9<h<9 -8<h<8

-7<k<7 -11<k<12 -35<k<35

9<1<9 -l6<1<17 -7<1<7
Reflexdes coletadas 3796 8233 20845
Reflex6es Independentes 727 [Rin= 2225 [Rint=

0,0280, 0,0165, 2288 [Rint = 0,0335, Rsigma =

Rsigma = Rsigma = 0,0170]

0,0192] 0,0129]

Dados/restricGes/param 727/0/80 2225/0/155 2288/0/161
GOF em F? 1,074 1,059 1,061
indice R Final [1>20(1)] R: 33;0345 R1 33;0389 Ry = 0,0299
) 0,0896 0,0780 WR. =0,0749
Indice R Final [todos os R1= 0,0373 R = 0,0?09 Ry = 0,0361
dados] WR2 = WR; = WR» = 0.0785

0,0925 0,0792 2T

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Tabela E2 — Dados da coleta e pardmetros de refinamento dos compostos L"H e L"Me,

LH’H LH,Me
formula Empirica CsHsNsO2S C7HsgNgO2S
Massa Molecular 226,23 240,25
Temperatura/K 160(1) 159,99(10)
Sistema Cristalino monoclinico monoclinico
Grupo Espacial P2i/c P21/n
alA 11,6955(10) 5,67495(16)
b/A 5,6150(5) 9,4303(2)

c/A 14,3386(14) 18,9778(5)

a/° 90 90

p/e 95,919(9) 95,371(3)

v/° 90 90
Volume/A3 936,60(15) 1011,17(5)

z 4 4
Peaicg/cm? 1,604 1,578
w/mm? 3,058 2,868
F(000) 464,0 496,0
Tamanho do cristal/mm3 0,12 x 0,06 x 0,015 0,29 x 0,05 x 0,04
Radiacdo CuKa (A=1,54184) CuKa (A =1,54184)

Alcance de © p/ coleta de dados (°)

Indices hkl

Reflexdes coletadas
Reflexdes Independentes

Dados/restri¢cOes/param
GOF em F?

indice R Final [1>=26 (I)]

indice R Final [todos os dados]

7,6 a 148,884
-11<h<14
-5<k<7
-17<1<17
6459
1882
[Rint = 0,0820, Rsigma =
0,0822]
1882/0/145
1,016
R1=0,0475
wR2 = 0,1097
R1=0,0775
WR2 =0,1215

9,362 a 148,968
-6<h<7
-10<k<11
-23<1<23
9328
2026
[Rint = 0,0344, Rsigma =
0,0246]
2026/0/151
1,075
R1=0,0415
wR2 = 0,1146
R1=0,0439
WR2 =0,1160

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Tabela E3 - Dados da coleta e pardmetros de refinamento dos compostos [ReBr(CO)sLHH] e

[ReBr(CO)sLMeMe],

[ReBr(CO)sL"H] [ReBr(CO)sLMe.Me]
formula Empirica C12H12BrNsOsReS C11H10BrNsOsReS
Massa Molecular 634,5 604,42
Temperatura/K 160(1) 160(1)
Sistema Cristalino Ortorrombico Ortorrombico
Grupo Espacial Pca2; Pbca
alA 14,84927(20) 12,8669(5)
b/A 11,36267(14) 8,9140(3)

c/A 11,34831(14) 29,5706(12)
o/° 90 90

p/° 90 90

y/° 90 90
Volume/A3 1914,77(4) 3391,6(2)

Z 4 8
Pealcg/cm?® 2,201 2,367
w/mm? 16,277 9,681
F(000) 1200,0 2272,0
Tamanho do cristal/mm? 0,13 x 0,06 x 0,02 0,23 x 0,17 x 0,08
Radiacdo CuKo (A = 1,54184) MoKa (A = 0,71073)

Alcance de © p/ coleta de dados (°)
Indices hkl

Reflexdes coletadas
Reflex6es Independentes

Dados/restricbes/param.
GOF em F?

indice R Final [1>25 (1)]

indice R Final [todos os dados]

9.802 4136.484
-17<h<15,
13<k<13,
[13<1<13

17726
3301 [Rint = 0,0326,

Rsigma = 0,0209]

3301/13/255
1,083

R, = 0,0211,

WR; = 0,0555

R = 0,0220,

WR; = 0,0559

5,51 & 61,032
-16<h<18,
11<k< 12,
42<1<42

26767
5186 [Rint = 0,0538,
Reigma = 0,0410]
5186/3/239
1,230

R1=0,0387,

WR = 0,0641
R; = 0,0509,

WR; = 0,0675

Fonte: Dados da Pesquisa.
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checkCIF/PLATON report

Structure factors have been supplied for datablock(s) N12CA

THIS REPORT IS FOR GUIDANCE ONLY. IF USED AS PART OF A REVIEW PROCEDURE FOR
PUBLICATION, IT SHOULD NOT REPLACE THE EXPERTISE OF AN EXPERIENCED
CRYSTALLOGRAPHIC REFEREE.

No syntax errors found. CIF dictionary Interpreting this report

The following ALERTS were generated. Each ALERT has the

format test-name ALERT alert-type alert-level.
Click on the hyperlinks for more details of the test.
o
Alert level C
PLAT088 ALERT 3 C Poor Data / Parameter Ratio .................... 9.07
Note
o
Alert level G
PLAT066 ALERT 1 G Predicted and Reported Tmin&Tmax Range Identical ?
Check
PLAT380 ALERT 4 G Incorrectly? Oriented X(sp2)-Methyl Moiety ..... C5
Check
0 ALERT level A = Most likely a serious problem - resolve or explain
0 ALERT level B = A potentially serious problem, consider carefully
1 ALERT level C = Check. Ensure it is not caused by an omission or
oversight
2 ALERT level G = General information/check it is not something unexpected
1 ALERT type 1 CIF construction/syntax error, inconsistent or missing data

0 ALERT type 2 Indicator that the structure model may be wrong or
deficient
1 ALERT type 3 Indicator that the structure quality may be low

1 ALERT type 4 Improvement, methodology, query or suggestion

0 ALERT type 5 Informative message, check

It is advisable to attempt to resolve as many as possible of the alerts in all categories. Often
the minor alerts point to easily fixed oversights, errors and omissions in your CIF or
refinement strategy, so attention to these fine details can be worthwhile. In order to resolve
some of the more serious problems it may be necessary to carry out additional measurements
or structure refinements. However, the purpose of your study may justify the reported
deviations and the more serious of these should normally be commented upon in the
discussion or experimental section of a paper or in the "special_details" fields of the CIF.
checkCIF was carefully designed to identify outliers and unusual parameters, but every test
has its limitations and alerts that are not important in a particular case may appear.
Conversely, the absence of alerts does not guarantee there are no aspects of the results
needing attention. It is up to the individual to critically assess their own results and, if
necessary, seek expert advice.



http://www.iucr.org/iucr-top/cif/cif_core/definitions/index.html
http://journals.iucr.org/services/cif/checking/checkcifreport.html
http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT088.html
http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT066.html
http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT380.html
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Publication of your CIF in IUCr journals

A basic structural check has been run on your CIF. These basic checks will be run on all CIFs
submitted for publication in IUCr journals (Acta Crystallographica, Journal of Applied
Crystallography, Journal of Synchrotron Radiation); however, if you intend to submit to Acta
Crystallographica Section C or E or IUCrData, you should make sure that full publication
checks are run on the final version of your CIF prior to submission.

Publication of your CIF in other journals

Please refer to the Notes for Authors of the relevant journal for any special instructions
relating to CIF submission.

PLATON version of 18/02/2019; check.def file version of 18/02/2019
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checkCIF/PLATON report

Structure factors have been supplied for datablock(s) tsc™Me

THIS REPORT IS FOR GUIDANCE ONLY. IF USED AS PART OF A REVIEW PROCEDURE FOR
PUBLICATION, IT SHOULD NOT REPLACE THE EXPERTISE OF AN EXPERIENCED
CRYSTALLOGRAPHIC REFEREE.

No syntax errors found. CIF dictionary Interpreting this report

The following ALERTS were generated. Each ALERT has the
format test-name ALERT alert-type alert-level.
Click on the hyperlinks for more details of the test.

@ Alert level B

PLAT230 ALERT 2 B Hirshfeld Test Diff for S1 --C6 . 7.3
s.u.
0 ALERT level A = Most likely a serious problem - resolve or explain

1 ALERT level B = A potentially serious problem, consider carefully
0 ALERT level C = Check. Ensure it is not caused by an omission or
oversight
0 ALERT level G = General information/check it is not something unexpected

0 ALERT type 1 CIF construction/syntax error, inconsistent or missing data
1 ALERT type 2 Indicator that the structure model may be wrong or
deficient

0 ALERT type 3 Indicator that the structure quality may be low

0 ALERT type 4 Improvement, methodology, query or suggestion

0 ALERT type 5 Informative message, check

It is advisable to attempt to resolve as many as possible of the alerts in all categories. Often
the minor alerts point to easily fixed oversights, errors and omissions in your CIF or refinement
strategy, so attention to these fine details can be worthwhile. In order to resolve some of the
more serious problems it may be necessary to carry out additional measurements or structure
refinements. However, the purpose of your study may justify the reported deviations and the
more serious of these should normally be commented upon in the discussion or experimental
section of a paper or in the "special_details" fields of the CIF. checkCIF was carefully designed
to identify outliers and unusual parameters, but every test has its limitations and alerts that
are not important in a particular case may appear. Conversely, the absence of alerts does not
guarantee there are no aspects of the results needing attention. It is up to the individual to
critically assess their own results and, if necessary, seek expert advice.

Publication of your CIF in IUCr journals

A basic structural check has been run on your CIF. These basic checks will be run on all CIFs
submitted for publication in IUCr journals (Acta Crystallographica, Journal of Applied
Crystallography, Journal of Synchrotron Radiation); however, if you intend to submit to Acta
Crystallographica Section C or E or IUCrData, you should make sure that full publication
checks are run on the final version of your CIF prior to submission.
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Publication of your CIF in other journals

Please refer to the Notes for Authors of the relevant journal for any special instructions relating
to CIF submission.

PLATON version of 18/02/2019; check.def file version of 18/02/2019
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APENDICE

checkCIF/PLATON report

Structure factors have been supplied for datablock(s) tscMeMe

THIS REPORT IS FOR GUIDANCE ONLY. IF USED AS PART OF A REVIEW
PROCEDURE FOR PUBLICATION, IT SHOULD NOT REPLACE THE EXPERTISE OF
AN EXPERIENCED CRYSTALLOGRAPHIC REFEREE.

No syntax errors found. CIF dictionary Interpreting this report

The following ALERTS were generated. Each ALERT has the

format test-name ALERT alert-type alert-level.
Click on the hyperlinks for more details of the test.
o

Alert level C
PLAT230 ALERT 2 C Hirshfeld Test Diff for S1 --Co6 . 5.7
s.u. PLAT414 ALERT 2 C Short Intra D-H..H-X H5 ..H7C 1.96
Ang. X,Y,2 = 1 555
Check
o

Alert level G
PLAT910 ALERT 3 G Missing # of FCF Reflection(s) Below Theta(Min). 1
Note
PLAT978 ALERT 2 G Number C-C Bonds with Positive Residual Density. 2
Info

0 ALERT level A = Most likely a serious problem - resolve or explain

0 ALERT level B = A potentially serious problem, consider carefully

2 ALERT level C = Check. Ensure it is not caused by an omission or
oversight

2 ALERT level G = General information/check it is not something unexpected

0 ALERT type 1 CIF construction/syntax error, inconsistent or missing data

3 ALERT type 2 Indicator that the structure model may be wrong or deficient
1 ALERT type 3 Indicator that the structure quality may be low

0 ALERT type 4 Improvement, methodology, query or suggestion

0 ALERT type 5 Informative message, check

It is advisable to attempt to resolve as many as possible of the alerts in all categories. Often the
minor alerts point to easily fixed oversights, errors and omissions in your CIF or refinement
strategy, so attention to these fine details can be worthwhile. In order to resolve some of the
more serious problems it may be necessary to carry out additional measurements or structure
refinements. However, the purpose of your study may justify the reported deviations and the
more serious of these should normally be commented upon in the discussion or experimental
section of a paper or in the "special_details" fields of the CIF. checkCIF was carefully designed
to identify outliers and unusual parameters, but every test has its limitations and alerts that are
not important in a particular case may appear. Conversely, the absence of alerts does not
guarantee there are no aspects of the results needing attention. It is up to the individual to
critically assess their own results and, if necessary, seek expert advice.

Publication of your CIF in IUCr journals

A Dbasic structural check has been run on your CIF. These basic checks will be run on all CIFs
submitted for publication in IUCr journals (Acta Crystallographica, Journal of Applied

———————————— X[V eee—
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Crystallography, Journal of Synchrotron Radiation); however, if you intend to submit to Acta
Crystallographica Section C or E or IUCrData, you should make sure that full publication
checks are run on the final version of your CIF prior to submission.

Publication of your CIF in other journals

Please refer to the Notes for Authors of the relevant journal for any special instructions relating
to CIF submission.

PLATON version of 13/12/2018; check.def file version of 11/12/2018
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APENDICE

checkCIF/PLATON report

Structure factors have been supplied for datablock(s) L™

THIS REPORT IS FOR GUIDANCE ONLY. IF USED AS PART OF A REVIEW
PROCEDURE FOR PUBLICATION, IT SHOULD NOT REPLACE THE EXPERTISE OF
AN EXPERIENCED CRYSTALLOGRAPHIC REFEREE.

No syntax errors found. CIF dictionary Interpreting this report

The following ALERTS were generated. Each ALERT has the format test-
name ALERT alert-type alert-level.
Click on the hyperlinks for more details of the test.

b Alert level B
PLAT430 ALERT 2 B Short Inter D...A Contact 02 ..N1 . 2.85
Ang.
2-x,1/24y,3/2-z = 2 756

Check
7

Alert level C
PLAT340 ALERT 3 C Low Bond Precision on C-C Bonds ............... 0.0045
Ang.
PLAT906 ALERT 3 C Large K Value in the Analysis of Variance ...... 2.933
Check
PLAT911 ALERT 3 C Missing FCF Refl Between Thmin & STh/L= 0.600 6
Report
o

Alert level G
PLAT432 ALERT 2 G Short Inter X...Y Contact 02 ..C1l 3.00
Ang.

2-x,1/2+y,3/2-z = 2 756

Check
PLAT912 ALERT 4 G Missing # of FCF Reflections Above STh/L= 0.600 17
Note
PLAT933 ALERT 2 G Number of OMIT Records in Embedded .res File ... 2
Note
PLAT978 ALERT 2 G Number C-C Bonds with Positive Residual Density. 1
Info

0 ALERT level A
1 ALERT level B
3 ALERT level C

Most likely a serious problem - resolve or explain

A potentially serious problem, consider carefully

Check. Ensure it is not caused by an omission or

oversight

4 ALERT level G = General information/check it is not something unexpected
0 ALERT type 1 CIF construction/syntax error, inconsistent or missing data
4 ALERT type 2 Indicator that the structure model may be wrong or deficient
3 ALERT type 3 Indicator that the structure quality may be low

1 ALERT type 4 Improvement, methodology, query or suggestion

0 ALERT type 5 Informative message, check

s XL/ ee———



http://www.iucr.org/iucr-top/cif/cif_core/definitions/index.html
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http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT912.html
http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT933.html
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It is advisable to attempt to resolve as many as possible of the alerts in all categories. Often
the minor alerts point to easily fixed oversights, errors and omissions in your CIF or
refinement strategy, so attention to these fine details can be worthwhile. In order to resolve
some of the more serious problems it may be necessary to carry out additional measurements
or structure refinements. However, the purpose of your study may justify the reported
deviations and the more serious of these should normally be commented upon in the
discussion or experimental section of a paper or in the "special_details" fields of the CIF.
checkCIF was carefully designed to identify outliers and unusual parameters, but every test
has its limitations and alerts that are not important in a particular case may appear.
Conversely, the absence of alerts does not guarantee there are no aspects of the results needing
attention. It is up to the individual to critically assess their own results and, if necessary, seek
expert advice.

Publication of your CIF in IUCr journals

A basic structural check has been run on your CIF. These basic checks will be run on all CIFs
submitted for publication in IUCr journals (Acta Crystallographica, Journal of Applied
Crystallography, Journal of Synchrotron Radiation); however, if you intend to submit to Acta
Crystallographica Section C or E or IUCrData, you should make sure that full publication
checks are run on the final version of your CIF prior to submission.

Publication of your CIF in other journals

Please refer to the Notes for Authors of the relevant journal for any special instructions
relating to CIF submission.

PLATON version of 13/12/2018; check.def file version of 11/12/2018
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Datablock L™ - ellipsoid plot
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APENDICE

checkCIF/PLATON report

Structure factors have been supplied for datablock(s) L™M¢

THIS REPORT IS FOR GUIDANCE ONLY. IF USED AS PART OF A REVIEW
PROCEDURE FOR PUBLICATION, IT SHOULD NOT REPLACE THE EXPERTISE OF
AN EXPERIENCED CRYSTALLOGRAPHIC REFEREE.

No syntax errors found. CIF dictionary Interpreting this report

The following ALERTS were generated. Each ALERT has the format test-
name ALERT alert-type alert-level.
Click on the hyperlinks for more details of the test.

? Alert level C
PLAT911 ALERT 3 C Missing FCF Refl Between Thmin & STh/L= 0.600 23
Report
o

Alert level G
PLAT912 ALERT 4 G Missing # of FCF Reflections Above STh/L= 0.600 16
Note
PLAT933 ALERT 2 G Number of OMIT Records in Embedded .res File ... 2
Note
PLAT978 ALERT 2 G Number C-C Bonds with Positive Residual Density. 2
Info

0 ALERT level A Most likely a serious problem - resolve or explain
0 ALERT level B A potentially serious problem, consider carefully
1 ALERT level C = Check. Ensure it is not caused by an omission or
oversight

3 ALERT level G = General information/check it is not something unexpected

0 ALERT type 1 CIF construction/syntax error, inconsistent or missing data

2 ALERT type 2 Indicator that the structure model may be wrong or deficient
1 ALERT type 3 Indicator that the structure quality may be low

1 ALERT type 4 Improvement, methodology, query or suggestion

0 ALERT type 5 Informative message, check

It is advisable to attempt to resolve as many as possible of the alerts in all categories. Often
the minor alerts point to easily fixed oversights, errors and omissions in your CIF or
refinement strategy, so attention to these fine details can be worthwhile. In order to resolve
some of the more serious problems it may be necessary to carry out additional measurements
or structure refinements. However, the purpose of your study may justify the reported
deviations and the more serious of these should normally be commented upon in the
discussion or experimental section of a paper or in the "special_details" fields of the CIF.
checkCIF was carefully designed to identify outliers and unusual parameters, but every test
has its limitations and alerts that are not important in a particular case may appear.
Conversely, the absence of alerts does not guarantee there are no aspects of the results needing
attention. It is up to the individual to critically assess their own results and, if necessary, seek
expert advice.
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http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT933.html
http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT978.html
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Publication of your CIF in IUCr journals

A basic structural check has been run on your CIF. These basic checks will be run on all CIFs
submitted for publication in IUCr journals (Acta Crystallographica, Journal of Applied
Crystallography, Journal of Synchrotron Radiation); however, if you intend to submit to Acta
Crystallographica Section C or E or IUCrData, you should make sure that full publication
checks are run on the final version of your CIF prior to submission.

Publication of your CIF in other journals

Please refer to the Notes for Authors of the relevant journal for any special instructions
relating to CIF submission.

PLATON version of 13/12/2018; check.def file version of 11/12/2018
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checkCIF/PLATON report
Structure factors have been supplied for datablock(s) [ReBr(CO)sL"H]-C3sHsO

THIS REPORT IS FOR GUIDANCE ONLY. IF USED AS PART OF A REVIEW
PROCEDURE FOR PUBLICATION, IT SHOULD NOT REPLACE THE EXPERTISE OF
AN EXPERIENCED CRYSTALLOGRAPHIC REFEREE.

No syntax errors found. CIF dictionary Interpreting this report

The following ALERTS were generated. Each ALERT has the
format test-name ALERT alert-type alert-level.
Click on the hyperlinks for more details of the test.

? Alert level C
PLAT090 ALERT 3 C Poor Data / Parameter Ratio (Zmax > 18) ........ 7.22
Note
PLAT244 ALERT 4 C Low "Solvent’ Ueq as Compared to Neighbors of C10
Check PLAT342 ALERT 3 C Low Bond Precision on C-C Bonds ...............
0.01175 Ang. PLAT430 ALERT 2 C Short Inter D...A Contact 06 ..N6 .
2.89 Ang. xX,1+y,z =
1 565 Check PLAT431 ALERT 2 C Short Inter HL..A Contact Brl ..82
3.51 Ang.
-1/24+x,-y,z = 4 455

Check PLAT480 ALERT 4 C Long H...A H-Bond Reported H12A ..05
2.73 Ang.
PLAT911 ALERT 3 C Missing FCF Refl Between Thmin & STh/L= 0.600 14
Report
PLAT915 ALERT 3 C No Flack x Check Done: Low Friedel Pair Coverage 88
PLAT971 ALERT 2 C Check Calcd Resid. Dens. 0.82A From Rel 1.56
eA-3
PLAT978 ALERT 2 C Number C-C Bonds with Positive Residual Density. 0
Info
o

Alert level G
PLAT003 ALERT 2 G Number of Uiso or Uij Restrained non-H Atoms ... 3
Report
PLAT178 ALERT 4 G The CIF-Embedded .res File Contains SIMU Records 1
Report PLAT232 ALERT 2 G Hirshfeld Test Diff (M-X) Rel --Brl
5.3 s.u.
PLAT790 ALERT 4 G Centre of Gravity not Within Unit Cell: Resd. # 2
Note

C3 H6 O

PLAT860 ALERT 3 G Number of Least-Squares Restraints ............. 13
Note
PLAT910 ALERT 3 G Missing # of FCF Reflection(s) Below Theta(Min). 1
Note
PLAT933 ALERT 2 G Number of OMIT Records in Embedded .res File ... 5
Note

0 ALERT level A = Most likely a serious problem - resolve or explain
0 ALERT level B A potentially serious problem, consider carefully
10 ALERT level C = Check. Ensure it is not caused by an omission or
oversight
7 ALERT level G = General information/check it is not something unexpected

0 ALERT type 1 CIF construction/syntax error, inconsistent or missing data
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http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT860.html
http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT910.html
http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT933.html

APENDICE

7 ALERT type
6 ALERT type
4 ALERT type
0 ALERT type

Indicator that the structure model may be wrong or deficient
Indicator that the structure quality may be low

Improvement, methodology, query or suggestion

Informative message, check

a b W N

It is advisable to attempt to resolve as many as possible of the alerts in all categories. Often
the minor alerts point to easily fixed oversights, errors and omissions in your CIF or
refinement strategy, so attention to these fine details can be worthwhile. In order to resolve
some of the more serious problems it may be necessary to carry out additional measurements
or structure refinements. However, the purpose of your study may justify the reported
deviations and the more serious of these should normally be commented upon in the
discussion or experimental section of a paper or in the "special_details" fields of the CIF.
checkCIF was carefully designed to identify outliers and unusual parameters, but every test
has its limitations and alerts that are not important in a particular case may appear.
Conversely, the absence of alerts does not guarantee there are no aspects of the results needing
attention. It is up to the individual to critically assess their own results and, if necessary, seek
expert advice.

Publication of your CIF in IUCr journals

A basic structural check has been run on your CIF. These basic checks will be run on all CIFs
submitted for publication in IUCr journals (Acta Crystallographica, Journal of Applied
Crystallography, Journal of Synchrotron Radiation); however, if you intend to submit to Acta
Crystallographica Section C or E or IUCrData, you should make sure that full publication
checks are run on the final version of your CIF prior to submission.

Publication of your CIF in other journals

Please refer to the Notes for Authors of the relevant journal for any special instructions
relating to CIF submission.

PLATON version of 13/12/2018; check.def file version of 11/12/2018
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APENDICE

checkCIF/PLATON report

Structure factors have been supplied for datablock(s) [ReBr(CO)sLMeMe]

THIS REPORT IS FOR GUIDANCE ONLY. IF USED AS PART OF A REVIEW
PROCEDURE FOR PUBLICATION, IT SHOULD NOT REPLACE THE EXPERTISE OF
AN EXPERIENCED CRYSTALLOGRAPHIC REFEREE.

No syntax errors found. CIF dictionary Interpreting this report

The following ALERTS were generated. Each ALERT has the format test-
name ALERT alert-type alert-level.
Click on the hyperlinks for more details of the test.

? Alert level C

PLAT906 ALERT 3 C Large K Value in the Analysis of Variance ...... 4.657
Check

PLAT911 ALERT 3 C Missing FCF Refl Between Thmin & STh/L= 0.600 4
Report

PLAT972 ALERT 2 C Check Calcd Resid. Dens. 1.61A From C2 -1.89
eA-3

PLAT975 ALERT 2 C Check Calcd Resid. Dens. 1.05A From 05 0.60
eA-3

PLAT978 ALERT 2 C Number C-C Bonds with Positive Residual Density. 0
Info

~

Alert level G

PLAT002 ALERT 2 G Number of Distance or Angle Restraints on AtSite 7
Note PLAT083 ALERT 2 G SHELXL Second Parameter in WGHT Unusually Large
12.44 Why ?

PLAT171 ALERT 4 G The CIF-Embedded .res File Contains EADP Records 3
Report
PLAT176 ALERT 4 G The CIF-Embedded .res File Contains SADI Records 3
Report
PLAT301 ALERT 3 G Main Residue Disorder .............. (Resd 1 ) 12%
Note PLAT432 ALERT 2 G Short Inter X...Y Contact 04 ..Cl1
2.83 Ang.
1/2+x,y,1/2-z = 6 656

Check PLAT432 ALERT 2 G Short Inter X...Y Contact 05 ..Cé6
2.96 Ang.

1-x,-1/2+y,1/2-z = 3 645
Check
PLAT860 ALERT 3 G Number of Least-Squares Restraints ............. 3
Note
PLAT910 ALERT 3 G Missing # of FCF Reflection(s) Below Theta(Min). 2
Note
PLAT912 ALERT 4 G Missing # of FCF Reflections Above STh/L= 0.600 2
Note
PLAT933 ALERT 2 G Number of OMIT Records in Embedded .res File ... 3
Note

0 ALERT level A = Most likely a serious problem - resolve or explain

0 ALERT level B A potentially serious problem, consider carefully

5 ALERT level C Check. Ensure it is not caused by an omission or
oversight

11 ALERT level G = General information/check it is not something unexpected

0 ALERT type 1 CIF construction/syntax error, inconsistent or missing data
8 ALERT type 2 Indicator that the structure model may be wrong or deficient

' LIV _—
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http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT432.html
http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT860.html
http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT910.html
http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT912.html
http://journals.iucr.org/services/cif/checking/PLAT933.html

APENDICE

5 ALERT type 3 Indicator that the structure quality may be low
3 ALERT type 4 Improvement, methodology, query or suggestion
0 ALERT type 5 Informative message, check

It is advisable to attempt to resolve as many as possible of the alerts in all categories. Often
the minor alerts point to easily fixed oversights, errors and omissions in your CIF or
refinement strategy, so attention to these fine details can be worthwhile. In order to resolve
some of the more serious problems it may be necessary to carry out additional measurements
or structure refinements. However, the purpose of your study may justify the reported
deviations and the more serious of these should normally be commented upon in the
discussion or experimental section of a paper or in the "special_details" fields of the CIF.
checkCIF was carefully designed to identify outliers and unusual parameters, but every test
has its limitations and alerts that are not important in a particular case may appear.
Conversely, the absence of alerts does not guarantee there are no aspects of the results needing
attention. It is up to the individual to critically assess their own results and, if necessary, seek
expert advice.

Publication of your CIF in IUCr journals

A basic structural check has been run on your CIF. These basic checks will be run on all CIFs
submitted for publication in IUCr journals (Acta Crystallographica, Journal of Applied
Crystallography, Journal of Synchrotron Radiation); however, if you intend to submit to Acta
Crystallographica Section C or E or IUCrData, you should make sure that full publication
checks are run on the final version of your CIF prior to submission.

Publication of your CIF in other journals

Please refer to the Notes for Authors of the relevant journal for any special instructions
relating to CIF submission.

PLATON version of 17/03/2019; check.def file version of 04/03/2019



http://journals.iucr.org/services/cif/checking/checkform.html
http://journals.iucr.org/services/cif/checking/checkform.html

APENDICE
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APENDICE

APENDICE F - CROMATOGRAMAS de radio-HPLC de *™Tc

Figura 1F — Cromatograma do complexo [**™TcO4]* no radio-HPLC. Detector: y.
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Figura 2F — Cromatograma do complexo [**™Tc(OHz)s(CO)s]* no radio-HPLC. Detector usado: y.
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APENDICE

Figura 3F — Cromatograma do agente complexante L no radio-HPLC. Detector usado: UV.
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Figura 4F — Cromatograma do agente complexante L™"M¢ no radio-HPLC. Detector usado: UV.
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APENDICE

Figura 5F — Cromatograma do agente complexante LM®Me no radio-HPLC. Detector usado: UV.
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