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RESUMO

Jessica, A.M. Sintese e caracteriza¢ao estrutural de novos complexos de rénio e tecnécio-99m
com potencial aplicagdo na medicina nuclear. 2019. 133 f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica)
- Instituto de Quimica de S3o Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2019.

Usando os conceitos de quimica de coordenacdo, introduzidos por Alfred Werner, e
com o avanco da ciéncia que compreende a relacdo de compostos inorganicos em sistemas
bioldgicos, a bioinorganica, que encontra aplicagdes em diversas areas, inclusive na medicina
nuclear, podemos propor estudos visando a preparacao de novos complexos metalicos como
potenciais radiofdrmacos e analisar o seu comportamento no organismo. Dessa forma, este
trabalho consiste na sintese e caracterizagao do ligante inédito 2-hidroxi-5-metil-3-((metil(2-
(metilamino)etil)amino)benzaldeido (HL) e o seu cloridrato (HL-HCI), e dos respectivos
complexos de rénio, [ReBr(CO)3(HL)] e tecnécio-99m, [*°™TcCI(CO)3(HL)].

A sintese do ligante foi realizada a partir dos compostos 2-hidroxi-3-clorometil-5-
metilbenzaldeido e N,N’-(dimetil)etilenodiamina. A reagao foi realizada em trés etapas e
envolveu a monoprotec¢do do grupo amina com o Di-terc-butil dicarbonato (Boc). A sintese do
complexo de rénio foi realizada usando o cloridrato recém-sintetizado com o complexo
precursor [Re(OH3)3(CO)s]Br.

A caracterizacao dos compostos se deu pelas técnicas de: espectroscopia de absorgao
na regido do infravermelho e UV-Visivel, ressonancia magnética nuclear (H, 3C, COSY, DEPT-
135 e HSQC), condutimetria, espectrometria de massas e difracdo de raios X de monocristal.
Também foram realizadas simulagdes computacionais do ligante e dos compostos de
coordenagdo que tiveram por objetivo corroborar os resultados experimentais e ampliar o
entendimento de suas propriedades espectroscépicas.

Apds a obtencdo do complexo de rénio (1), foram realizadas as marcagoes utilizando o
radioisotopo tecnécio-99m. As marcacdes apresentaram resultados satisfatérios, tendo valor
maximo de pureza radioquimica de 83%. Ensaios de eletroforese e lipofilicidade do composto
[®®™TcCI(CO)3(HL)] demonstraram que o complexo é neutro com carater lipofilico, e as
marcacOes utilizando radiacdo de micro-ondas apresentaram pureza radioquimica de
aproximadamente 80%. Os resultados até aqui obtidos mostraram-se promissores para
aplicacdo do radiocomplexo na medicina nuclear de diagndstico.

Palavras-chave: bioinorganica, radiofarmacos, tecnécio-99m(l) e rénio(l).



ABSTRACT

Jessica, A. M. Synthesis and structural characterization of new rhenium and technetium-99m
complexes with potential application in nuclear medicine. 2019. 133s. Dissertagdo (Mestrado
em Quimica) — Instituto de Quimica de Sdo Carlos, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos,
2019.

Using concepts of coordination chemistry, introduced by Alfred Werner, and with the
advancement of the science that comprises the relationship of inorganic compounds in
biological systems, bioinorganic chemistry, which finds applications in several areas, including
in nuclear medicine, we can propose new studies as potential radiopharmaceuticals and
analyze their behavior in the human body. Thus, this work consists on the synthesis and
characterization of the new Ligand 2-hydroxy-5-methyl-3-((methyl (2-(methylamino)ethyl)
amino) benzaldehyde (HL), its corresponding hydrochloride salt, and the respective rhenium
(1) - [ReBr(CO)s(HL)] — and technetium-99m (I), - [**™TcCI(CO)s(HL)] — complexes.

The synthesis of the ligand (HL) was carried out from the 2-hydroxy-3-chloromethyl-5-
methylbenzaldehyde and N, N'-(dimethyl)ethylenediamine compounds. The reaction was
performed in three steps, involving the mono-protection of the amine group with Di-tert-butyl
dicarbonate (Boc). The synthesis of the rhenium (l) complex was performed using the newly
synthesized ligand-salt with the precursor complex [Re(OH;)3(CO)s]Br.

The characterization of the compounds was carried out by infrared and UV-Visible
spectroscopies, nuclear magnetic resonance (*H, 3C, COSY, DEPT-135 and HSQC),
conductimetry, mass spectrometry, and single crystal X-ray diffraction. Computational
simulations of the ligand and coordination compounds were also carried out with the objective
of corroborating the experimental work, broadening the understanding of the radiocomplex
and its spectroscopic properties.

After obtaining the rhenium (l) complex, the labeling was performed using the
technetium-99m (I) radioisotope. The markers presented satisfactory results, having a
maximum radiochemical purity of 83%. Electrophoretic and lipophilicity assays of the
compound [*™TcCl(CO)3(HL)] showed that the complex is neutral with lipophilic character, and
the labeling using microwave irradiation showed radiochemical purity of approximately 80%.
The results obtained so far have been encouraging and have demonstrated potential for
applications in diagnostic nuclear medicine.

Key words: bioinorganic, radiopharmaceuticals, technetium-99m(l) and rhenium(l).
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1 INTRODUCAO

1.1 A quimica de coordenagdo e a quimica inorganica bioldgica

Desde o surgimento da dgua na Terra, os aguo complexos de metais devem ter existido
na superficie. O surgimento posterior da vida dependeu, e pode até ter resultado, da interacao
de ions metdlicos com moléculas orgénicas.! Os compostos de coordenacdo sdo utilizados
desde a antiguidade e, em um panorama cientifico, o primeiro composto de coordenacao
descoberto foi o ion tetraminocobre(ll), [Cu(NHs)4]*2, que foi descrito pelo alquimista Andreas
Libavius em seu livro Alchemia, publicado em 1597.! Outro composto de coordenacdo
descrito, considerado por muitos o primeiro composto de coordenacdo a ter sua sintese
reportada, foi o azul da prussia, Fes[Fe(CN)e]s, descrita por Diesbach em 1704; este composto
€ um pigmento barato e muito utilizado atualmente. A sua formula e estrutura (Figura 1) foram
elucidadas trés séculos depois, pois a estrutura desse composto eram de dificil

entendimento.?3

Figura 1 - Exemplos de Complexos: ion tetraminocobre(ll) (esquerda) e azul da prussia (direita).

H ' r 4-1
- on
. 3+ N CI,"I +\“\\C N
b Cu? Fe’y Fey
H/@/‘&\ N NC” | YeN

H H*/“ CN
L 13

Fonte: https://www.flickr.com/photos/ncssm/9424504108/ e https://www.acs.org/content/acs/en/molecule-

of-the-week/archive/p/prussian-blue.html

Com o uso da teoria da cadeia de Blomstrand-Jorgensen, e com a influéncia da quimica
organica, o estudo desses compostos estabelecia que as moléculas, como as de amonia,
podiam se ligar umas as outras, formando cadeias -NH3-NH3- de modo similar a tetravaléncia

do carbono nos compostos organicos. A valéncia era tida como uma propriedade intrinseca
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nos compostos, ndo sendo considerada, portanto, a geometria (estereoquimica) dessas
moléculas.? Contudo, um jovem pesquisador destacou-se no estudo desses materiais referidos
como complexos, termo utilizado até os dias atuais: seu nome era Alfred Werner, e ele
estudava e procurava explicar a quimica que envolvia esses compostos.

Werner ndo se preocupava apenas com a afinidade existente entre os dtomos, mas
também com a disposicdo espacial nas quais eles se distribuiam* e, em 1893, publicou o seu
trabalho intitulado originalmente como Beitrag zur Konstitution anorganischer Verbindungen®
(Contribuicdo a constituicdao de compostos inorganicos), onde prop6s a teoria de coordenacao.
O entendimento desses compostos contribuiu para a base da quimica moderna e vale lembrar
que essa teoria foi proposta em uma época que ainda ndo se sabia muito a respeito do elétron
(descoberto em 1897 por Thomson)® e que antecede o estabelecimento da teoria eletrénica
de valéncia (em 1916 por Lewis e Kossel).? Na Figura 2, é ilustrada a proposta de estrutura para

o complexo cloreto de hexaminocobalto(lll) utilizando os dois conceitos diferentes.

Figura 2- Estrutura do complexo cloreto de hexaminocobalto(lll) proposto por a) Jérgensen e b) Werner.3

a) b)
NH; - Cl NHs 3CI
HaN,, QT3
Co——NH3 -ClI o
H N/ | \NH
NH3 - NH3 - NH3 - NH3 - C 3 3
NH,

A partir de suas descobertas, Werner introduziu pela primeira vez o conceito de dupla
valéncia, sendo a valéncia primdaria o numero de oxidagdo do ion metalico e a valéncia
secundaria o numero de coordenacdo (NC) do mesmo.” Os compostos de coordenacdo podem
ser definidos como espécies contendo um metal como dtomo/ion central, cercado por ions ou
moléculas, ao qual estdo ligados por meio de forgas eletrostaticas e compartilhamento de
elétrons.® Essas espécies podem ser neutras ou idnicas e sdo denominadas ligantes. O nimero
de ligantes coordenados ao metal depende dos tipos de orbitais do metal que estdo envolvidos
na ligacdo, da natureza do ligante e dos efeitos estéreos da esfera de coordenacdo.? As
geometrias mais comuns sdo a octaédrica (NC = 6) e a tetraédrica (NC = 4). Uma representacao

de uma esfera de coordenacdo é ilustrada na Figura 3.
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A presenca do ligante é sentida de duas formas pelo ion (d&tomo) metdlico: i) a primeira
envolve a atragao natural exercida pela carga nuclear efetiva do metal sobre os elétrons
localizados nos ligantes, o que leva a formacdo da ligacdo quimica.’ Essa ligacdo envolve
interacOes de carater eletrostatico e também a combinagdo de orbitais do metal e do ligante
(essa combinacdo de orbitais é descrita na Teoria do Orbital Molecular); ii) o segundo é o
desdobramento energético dos orbitais de valéncia “d” do metal que ocorre em decorréncia
da repulsdo intereletronica provocada pelo os elétrons do ligante. Esse efeito é descrito pela

teoria do Campo Ligante, formulada por Hans Bethe em 1929.3

Figura 3 - Esfera de coordenacgdo para o cloreto de hexaminocobalto(lll).

= =) 3%
NH;
H3N/,,,/h \\\\\\\NH3 5 Bk
HaN \NH3 ~ Contra-ions, CI
1 NH
Esfera de < L 3 _
coordenacao
) Ligantes amonia,
coordenados pelos N
jon metalico central, Co3* R
H v H
H
sp? hybrid
orbitals
(tetrahedral)

Fonte: http://www2.iq.usp.br/docente/amdcferr/disciplinas/QFL2129/Aula_10_- Comp_Coordenacao.pdf

Uma caracteristica dos metais que os torna indispensdveis para os seres vivos € o0 seu
carater eletropositivo. Enquanto os ions metalicos sdo deficientes em elétrons, a maioria das
moléculas bioldgicas, como proteinas e DNA, sdo ricas em elétrons. A atracdo dessas cargas
opostas leva a uma tendéncia geral de ions metalicos se ligarem e interagirem com moléculas
bioldgicas.'® Outro papel importante dos ions metélicos é a capacidade de transferéncia de
elétrons; por apresentarem varios estados de oxidacdo acessiveis, eles podem variar as suas

caracteristicas quimicas, atendendo dessa maneira, diversas necessidades bioldgicas. Uma
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outra caracteristica dos complexos é de ordem estrutural: a possibilidade de diferentes tipos
de geometria ou conformacgao podem ser uteis para que proteinas exergam as suas atividades.
Por fim, os ions metalicos podem mudar a reatividade dos ligantes por meio de efeitos
eletronicos que afetam o comportamento acido-base, o potencial redox e a estabilidade
guimica do sistema, sendo esses comportamentos importantes nos processos de catalise
enzimatica, por exemplo.®

De forma geral, os compostos de coordenacdo sao importante para diversas aplicacdes da
quimica como na conversdo de energia solar, fixacdo do nitrogénio atmosférico, e uso
farmacoldgicos!! - o qual é o foco deste trabalho. O conhecimento gerado com o advento da
quimica de coordenacgdo corroborou o entendimento das reagGes bioldgicas que envolvem
complexos metdlicos, como é o caso da hemoglobina (responsavel pelo transporte de O, no
sangue) e da cobalamina (vitamina B12). A area de estudo que aplica os conhecimentos da
quimica de coordenagcdao em sistemas biolégicos é a quimica bioinorganica, que estuda as
funcdes, metabolismo e aplicacdes de ions inorganicos em sistemas bioldgicos.'? O estudo dos
metais de transicdo nos organismos se da por duas abordagens de trabalho: i) metais em
sistemas bioldgicos de ocorréncia natural (fisioldgico) ou intoxicacao (patoldgico); ou ii) metais
como farmacos (diagndstico ou terapia). Na Figura 4, é apresentada a tabela periédica com os
elementos essenciais a vida.3

Para o surgimento dos primeiros organismos vivos, varios fatores se combinaram para
tornar a vida vidvel. Quatro razdes foram propostas para explicar o porqué de elementos
especificos serem selecionados para determinados propdsitos, sdo elas: a) a aptiddo basica
(adequacdo quimica), b) a abundancia, c) a eficiéncia e, por fim, d) a adaptacdo evolutiva. Esses
fatores se combinam para fazer com que um determinado elemento seja selecionado para
uma funcdo bioldgica especifica. Em outras palavras, um elemento é intrinsecamente
(quimicamente) adequado para uma determinada func¢do. Se existem mais de dois desses
elementos para uma mesma fung¢do especifica, os organismos preferem o mais disponivel
dentre os abundantes. Se a natureza apresentar mais que um elemento disponivel, o mais
eficiente serd o preferido. O aluminio, por exemplo, é o metal mais abundante da crosta
terrestre; contudo, ele é encontrado na forma de oxidos e hidroxidos insoltuveis, sendo,
portanto, de dificil incorporacdo em pH fisiolégico. Uma vez que um elemento foi empregado,
o organismo melhora seu funcionamento no curso da evolugao. Nesse processo, a
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especificidade (para um elemento) se torna mais relevante.®

Figura 4 - Tabela Periddica da vida.

[T =01 = 4 5 | & | T F FEET) 1 1z 13 14 15 15 w15

z
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4,0026
5 . [
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Adaptado de: Henrique E. TOMA — S3o Paulo: Blucher, 2015. (Cole¢do quimica conceitual; v.5).

Alguns elementos, conforme ilustrado na Figura 4 como C, H, N, O, S e P se combinaram
para dar origem aos compostos organicos, que sao dominantes nos sistemas biolégicos,
constituindo até 60% de sua massa. Ja outros elementos como Na, Mg, K, Ca, e Cl apresentam
massa de 0,01% a 1% na composicao, sendo esses os componentes idnicos (eletrdlitos). Por
fim, temos os metais de transicao, como V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn e Mo, que aparecem em
quantidade trago (abaixo de 0,01%), porém indispensaveis nos sistemas bioldgicos.
Juntamente a essa lista de elementos essenciais, o B, Si, Se, e | encontram-se em quantidades
abaixo de 0,01% também. A faixa de concentracdo dos metais em sistemas bioldgicos é
pequena, mas o excesso ou deficiéncias desses metais podem causar alteracdes patoldgicas
severas.’, 3

Nos ultimos 50 anos, o conhecimento dos elementos inorganicos nos organismos abriu a

possibilidade para quimicos inorganicos contribuirem para a saude e o bem-estar do homem

e dos organismos vivos. A quimica inorganica bioldgica é uma area de estudo relativamente
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nova, porém sua pratica é exercida ha quase 5.000 anos.® No Esquema 1, abaixo, pode-se

observar as dreas de abrangéncia da quimica inorganica medicinal.

Elementos essenciais e Agentes de diagnéstico
suplementos minerais Ex: (MRI) Gd e Mn

Ex: Fe, Cu, Zn e Se \ / (Raio-X)Bael
Terapia de Quimica inorganica| Inibidores de
quelagio Medicinal enzimas

Agentes terapéuticos Radiofarmacéuticos

. P, . 99m
Ex: Li, Pt, Au e Bi st e
Terapia: “"Re

Esquema 1 - Algumas dreas de aplicagio da quimica inorganica medicinal .4

Adaptado de: Guo, Z; Sadler, P. J. Metals in Medicine. Angew. Chemie Int. Ed. 38, 1512—-1531 (1999).

Dentre os campos de estudo da quimica bioinorganica encontra-se a area de fdrmacos. A
maioria dos farmacos em uso clinico é constituida por compostos organicos; entretanto,
farmacos a base de metais tém sido usados desde a antiguidade.>'® A descoberta da
cisplatina, pelo fisico Barnett Rosenberg em 1965, que é um exemplo de metalofarmaco,
possui um mecanismo de acdo que até hoje ndo foi mimetizado por nenhum outro farmaco
organico, o que indica claramente a interagdo impar que um metal pode ter com uma
biomolécula.’® Este composto e seus analogos s3o empregados em todo o mundo para o
tratamento de diversos tipos de cancer.l’ Jacques Forestier difundiu os compostos de ouro a
serem usados contra a artrite reumatoide e, hoje, medicamentos como aurotiomalato sdo
utilizados para o tratamento dessa doenca.® O complexo pentacianidonitroferrato(ll), o
nitroprussiato de sédio, € um complexo de ferro de baixo spin empregado nas emergéncias
hipertensivas.'® Os radiofdrmacos contendo metais como tecnécio-99m s3o amplamente
utilizados em diagndsticos por imagem.® Uma das dreas de importante aplicabilidade da
guimica de coordenacdo bioldgica sdo os radiofarmacos, que empregam o uso de
radioisotopos para diagndstico e terapia de doencas. Esse topico sera mais bem discutido no

proximo item. Na Figura 5, sdo apresentados alguns exemplos que evidenciam a importancia
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dos metalofarmacos na medicina atualmente.

Figura 5 - Exemplos de metalofarmacos.?°
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1.2 A Radioquimica e o panorama em medicina nuclear

Os alquimistas acreditavam na transmutac¢do de um elemento, ou seja, na conversao de
um elemento em outro; como exemplo, metais como o chumbo poderiam ser transformados
em metais nobres, como o ouro. Hoje se sabe que o processo de transmutacdo ocorre
espontaneamente na natureza. Os elementos quimicos podem sofrer mudancas, ndo apenas
se combinando a outros elementos formando moléculas, mas também em diferentes ou novos
elementos quimicos. Para que um elemento se transforme em outro é necessario ocorrer uma
alteracdo em seu nucleo atémico.

O principal fendmeno de transmuta¢do que ocorre no universo e que deu origem aos
elementos que conhecemos atualmente é a fusdo nuclear, onde hd a juncdo de nucleos
menores para formar nucleos maiores, gerando grande quantidade de energia no processo.
Abaixo, na Equacdo 1, é mostrado um exemplo de fusdo de nucleos de deutério e tritio,
formando o hélio e um néutron e produzindo 17,6 MeV de energia (3,5 MeV para o He e 14,1

MeV para o néutron).?'?2 Todavia, essa reacdo demanda muita energia e somente ocorre em
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estrelas, como no Sol.

2H+ 3H > 3He+{n Equagdo (1)

Outro processo em que se observa a transmutagdo, comumente observado na Terra, esta
relacionada a instabilidade nuclear. Alguns nucleos, em decorréncia de um desbalanco entre
a proporg¢do de prétons e néutrons, se fragmentam em dois outros novos elementos. Esse
fendbmeno ocorre no processo de fissdo do uranio, por exemplo, conforme mostrado nas

equacgdes 2 e 3:

ZBU+ §n > 28U Equacdo (2)
20U - e Ba+ 2Kr+3in Equagdo (3)

Os estudos e a teoria atdbmica de Ernest Rutherford, considerado o pai da fisica nuclear,
foram essenciais para a compreensao da estrutura da matéria. Com seus experimentos, ele
evidenciou pela primeira vez o fendbmeno de transmutacdo?® de um elemento quimico em
outro, em laboratério, através do bombardeamento de particulas a a atomos de nitrogénio,

gerando oxigénio e um préton, conforme rea¢do nuclear mostrada na Equacgao 4.

BN+ Ja-> Y0+1p Equacdo (4)

Rutherford também introduziu o conceito de meia vida'l?3 (tempo necessario para que
metade dos nucleos sofram decaimento radioativo) e descobriu dois diferentes tipos de
radiacdo, alfa (a) e beta (B), ao observar o efeito do campo elétrico sobre as emissdes
radioativas.'1,>* O terceiro tipo de radiac3o foi descoberto pelo cientista francés Paul Villard,
denominada como radiacdao gama (y). Outros ilustres cientistas como Henry Becquerel, Marie
Curie e Pierre Curie mostraram que a radioatividade é produzida pelo decaimento nuclear; ou
seja, a ejecdo espontanea de particulas nucleares e energia por um nucleo muito energético,
gue tende a estabilizar-se ao emitir tais radiacdes.

A radiacdo é a emissdo e propagacdo de energia (corpuscular e/ou ondulatéria) de um
ponto a outro, seja no vacuo ou num meio material.>> A Figura 6 mostra um esquema do

espectro eletromagnético. A maior parte dos radioisétopos emitem radiagdes a, B (radiagdo
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corpuscular) e y (radiacdo eletromagnética), mas hd outros tipos de radiacdo nuclear, tais

como os néutrons (n) e os prétons (p), que sdo particulas constituintes do nucleo atémico. Ha

também as antiparticulas como o pdsitron, que possui a mesma massa que os elétrons, mas

carga positiva. A Tabela 1 resume as propriedades das radiacdes nucleares.!! E fundamental

compreender o poder ionizante e o alcance da penetracdo das radiacdes, pois estes fatores

estdao diretamente relacionados a sua aplicagcdao e também as suas formas de protecao.

Figura 6 - Espectro eletromagnético, onde, E= c /A (onde c é a velocidade da luz no vacuo e A é o comprimento

de onda).
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Fonte: https://www.defendershield.com/learn/electromagnetic-spectrum

Tabela 1- Propriedades das radiacdes nucleares.!!

, - . , N° de Poder ionizante
Particula Grau de Penetragdo Velocidade Particula .
massa relativo
ndo penetrante, mas arecido com o
a P 10%dec P e 4 1000
causa danos nucleo de hélio, ;
moderadamente .
B <90 % dec elétron, e 0 100
penetrante
Y muito penetrante c foton 0 1
moderadamente L.
B* <90 % dec positron, . J e 0 100
penetrante
penetracdo moderada ou . 1
p . 10%dec préton, 1 p 1 100
baixa
n muito penetrante <10%dec néutron, i n 1 1
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Na Figura 7, é possivel ver os diversos niveis de penetracdo dos diferentes tipos de
radiacdo. As particulas a podem ser bloqueadas pela mdao humana ou por uma folha de papel.
Ja as particulas B possuem uma maior penetrabilidade, e requerem um material de maior
densidade para bloqued-las, como o aluminio, por exemplo. Por fim a radiagdo gama possui
alta energia de penetracdo, e requer materiais mais densos para bloqued-la como chumbo ou

concreto, enquanto os néutrons sé sdo barrados com espessas camadas de concreto.!!

Figura 7 - Tipos de radiagdo e diferentes poderes de penetragdo.
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Fonte: https://saintschemistry9.weebly.com/isotopes-and-radioactivity.html

As particulas o possuem carga positiva e sdo altamente ionizantes e pesadas (possuem
dois prétons e dois néutrons), o que provoca danos ao tecido. E essa caracteristica que
possibilita o seu uso na medicina nuclear, como um radioterapéutico, por exemplo.?®?7 As
particulas B sdo moderadamente ionizantes, podendo ser aplicadas na medicina nuclear em
terapia e diagndstico de doencas. Além das radiacdes a e B, também se pode mencionar os
elétrons Auger com potencial aplicacdo em terapia.?® Apesar do alcance moderado, o pdsitron
(B*) possui um papel fundamental na medicina de diagndstico; isso porque, o choque entre
um pésitron (B*) e um elétron (B°), resulta no aniquilamento de ambas as particulas. De acordo
com a lei da conservacdo de energia, as suas massas sdo convertidas em dois fotons
(chamados, radiacdo de aniquilamento) na faixa de energia dos raios y que se movem em
direcbes opostas. Este fendmeno, chamado Aniquilacdo elétron-pdsitron é usado para o
diagndstico por imagem empregando cdmaras y.2°> De forma similar, temos a radiacdo y que
atravessa facilmente a matéria; justamente por causa dessa Ultima caracteristica que essa
radiacdo pode ser usada para fornecer informacdes internas do organismo, pois penetra a pele
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e tecido moles. Quando essa radiacao é coletada por um detector externo, ela possibilita a
construcdo de imagens que sdo utilizadas em radiodiagndstico.?® Na Figura 4, a tabela
perioddica dos elementos da vida, encontra-se destacado em cinza os varios radioisétopos que
podem ser aplicados na medicina nuclear em terapia e/ou diagndstico de doencgas e
disfuncdes.

Os elementos que emitem radiagdo podem ser gerados por transmutagdes naturais (fissao
e fusdo nuclear) ou ndo-natural (ciclotrons e aceleradores — Figura 8), o que implica na
producao de radiacdo e energia. Além da aplicagdo na medicina, os elementos radioativos sao
muito importantes em diversas areas como a conservacado de alimentos, inspecao industrial,
acompanhamento de rea¢des quimicas e combustiveis em naves espaciais.'! Nesse trabalho

serd discutido a sua aplicagdo em medicina nuclear.

Figura 8- Reator Nuclear de Angra (esquerda) e Ciclotron (acelerador de particulas) no HCFMUSP-SP (direita).

Fonte: http://blog-superinteressante.blogspot.com/2014/03/reator-nuclear.html e

http://inrad.hc.fm.usp.br/portal-inrad/cicloton.
1.3 Medicina de Diagndstico

Os radiofarmacos sdao compostos sem atividade bioldgica que tém na sua composicao um
radionuclideo. A sua utilizacdo permite identificar uma doenca de forma ndo-invasiva
(diagndstico) e, posteriormente, tratar o doente.3° Segundo o World Nuclear Association,*! sdo
realizados 40 milhGes de procedimentos no mundo por ano, empregando a medicina nuclear,
e a demanda por radiois6topos esta aumentando em até 5% ao ano. Na Tabela 2, encontram-
se alguns dos principais radioisdtopos aplicados na medicina nuclear de diagndstico.
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Tabela 2 - Alguns radioisétopos utilizados na Medicina Nuclear de diagndstico.®

, T . E i . A
Radioisétopo er?po_de Produgao ner_gla~da Decaimento Aplicagdo em MN
meia-vida radiacdo
18 109 min  Ciclotron 511 keV B* PET
84Cu 12,7 h Ciclotron 278,2 keV B* PET
Gerador
68 1,1h 2 keV * PET
Ga ) %Ge/%Ga 836,02 ke B
86y 14,7 h  Ciclotron 535 keV B* PET
5’Ga 78,2h  Ciclotron 6,26 keV v SPECT
Gerador
99m
Tc 6.0h fomre 140 keV v SPECT
N 67,3h  Ciclotron 245,35 keV y SPECT

Conforme mencionado, a utilizacdo de radioisétopos para diagndstico é possibilitada pela
emissdao de radiacdo eletromagnética, tanto advinda do nucleo quanto por reagdo de
aniquilamento de pdsitron. Dentre as técnicas utilizadas na medicina de diagndstico que
empregam radioisdtopos sdao destacadas duas modalidades de tomografia: a tomografia por
emissdo de pésitron (PET, do inglés, Positron-emission tomography), que utiliza o principio
Aniquilagao elétron-pdsitron; e a tomografia computadorizada por emissao de féton unico
(SPECT, do inglés, Single-photon emission computed tomography), que ocorre através da
deteccdo da emissdo direta de raios y. Na Figura 9, sdo mostrados dois exemplos de
diagndsticos utilizando SPECT e PET.2® Na imagem 9a, empregado para o uso do SPECT, é
ilustrado o funcionamento do radiofarmaco **™Tc-HMPAO para obtenc3o de imagens que
possibilitam a realizacdo de estudos de perfusdo sanguinea cerebral.3? Na figura 9b, é ilustrado
o mecanismo de ac¢3o do radiofdrmaco 8F-FDG, cujo radionuclideo emissor de B*possui tempo
de meia-vida de 109 min e é um dos mais utilizados na técnica de PET para obtencdo de
imagens. Na imagem, a analise foi prescrita para verificar deméncia.?633

Por questdes econdmicas (custos dos radioisdtopos/radiofarmacos, equipamentos de
imagem, protecdo radioldgica, etc.), as imagens por SPECT, utilizando emissores de radiacdo vy,
sdo realizados em maior numero. O principal radioisétopo utilizado para esses fins é o
tecnécio-99m, o qual forma complexos com diversos tipos de moléculas quelantes. Esses

radiocomplexos permitem a obtencdo de imagens de diversos drgdos, tais como: figado,
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corac3o, rins, cérebro, 0ssos, entre outros.3%3*

Figura 9 - Técnicas para diagndsticos de doengas utilizando 9 a) SPECT e b) PET.

a)

HC CHs

R N o N CHy
HyC’ ‘il/ \:il/ CHy
O P

99mTe-HMPAO

b)

Adaptado de: RAMOGIDA, C. F.; ORVIG, C. Chemical Communications 2013, 49 (42), 4720.

Existem fatores importantes, além do tipo de radiagdo, para a escolha de um
radiofarmaco. Dentre eles, destacam-se: a especificidade por um drgao, a forma de producdo
e logistica, o custo, a baixa toxicidade, o tempo de meia-vida do radionuclideo apropriado para
a realizacdo do exame e, por fim, um processo de eliminacdo biolégica eficiente.3° Essas
caracteristicas sao importantes para que o exame seja feito nas melhores condicdes possiveis.

A classificacdo dos radiofarmacos utilizados para diagnédstico sdo duas: os radiofarmacos
de perfusdo (ou 12 geracdo) que ndo possuem especificidade, sdo transportados no sangue e
atingem o 6rgdo alvo na proporcao do fluxo sanguineo e sdo distribuidos de acordo com o seu
tamanho e carga da molécula;?® e os radiofdrmacos especificos (ou 22 gerac3o), que possuem
especificidade e sdo direcionados por moléculas biologicamente ativas, como anticorpos e
peptideos, que se ligam a receptores celulares ou sdo transportados para o interior de
determinadas células.®®

Uma estratégia para obter um bom radiofarmaco inorgdnico com uma maior
especificidade é a utilizacdo de um quelato bifuncional (BFC, do inglés, bifunctional chelate).
O BFC é um ligante que possui dupla funcdo de se ligar a um radiometal e conter um sitio para

derivatizacdo; ou seja, um sitio de ligacdo que pode sofrer uma reacdo quimica e incorporar-
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se a uma biomolécula ou vetor direcionador para um alvo especifico. Em geral, um
radiofarmaco com um quelante bifuncional contem quatro componentes (Esquema 2): i) vetor
de direcdo ou biomolécula (proteina, acucar, anticorpo, etc.); ii) radiometal (emissdo de
radiacdo para gerar imagem ou efeito terapéutico); iii) quelato (um ligante com sitios de
ligacdo necessario para coordenar-se ao radiometal); e iv) linker ou espacador (conecta o
quelato a biomolécula). O vetor de dire¢do ou biomolécula possui forte afinidade de ligacao
com os receptores de superficie do local de interesse; esse local pode ser um tumor, 6rgao,
tecido, etc.2®3® A ligacdo entre quelato/espacador ou quelato/biomolécula é realizada por
meio de uma ligac3o covalente e é chamada de bioconjugac3o.3” Essas reacbes podem ocorrer

em grupos funcionais como acidos carboxilicos, aminas, ésteres, etc.

Biomolécula Linker ou espacador

e -

Radiometal

/

Receptor Quelante bifuncional

Esquema 2 - Esquema da especificidade de um quelante bifuncional por um alvo especifico.

Adaptado de: https://www.ideals.illinois.edu/bitstream/handle/2142/98332/WHITTENBERG-DISSERTATION-

2017.pdf?sequence=1&isAllowed=y

Um bom BFC é aquele que é capaz de formar um quelato-complexo estavel com alta
estabilidade termodindmica e inércia cinética.3” Uma propriedade importante que o BFC deve
apresentar é estabilidade em condicdes fisioldgicas e, portanto, ndo deve interagir com o meio
bioldgico.3* A carga efetiva do complexo também deve ser levada em consideracdo, uma vez
gue pode influenciar na biodistribuicdo do radiofarmaco e, portanto, no comportamento
farmacocinético geral do mesmo.?® Na Figura 10, s3o ilustrados alguns exemplos. Na figura
10a, sdo apresentados os BFCs macrociclos ja conhecidos, NOTA e DOTA, e, na figura 10b, tem-

se os exemplos de quelantes bifuncionais com denticidade bidentada e tridentada
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coordenados ao radiometal tecnécio-99m. Ha diversos exemplos na literatura de radiometais
coordenados a ligantes com caracteristicas de quelantes bifuncionais.’’” Nesse trabalho sera

discutido a aplicacdo desse tipo de ligante para o tecnécio-99m.

Figura 10 - a) Exemplos dos quelante bifuncional macrociclos utilizados na preparagdo de radiofarmacos, e b)

exemplos de quelantes bifuncional com denticidade bidentado e tridentado.3*

0 o] b) R
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OH /TN SN N/ OC_\/_D’LO
e ) [ j oc /;[c OHs jc\
OFNN N HO N N od ‘oo o¢ ‘co
L,
HO™ O HO—
BFC bidentado BFC tridentado
NOTA DOTA

1.4 Tecnécio e Rénio

O elemento tecnécio, cujo nome é derivado da palavra grega “technikos” (artificial) é
um metal de transi¢gdo que pertence ao grupo 7, e encontra-se entre 0 manganés e o rénio, no
segundo periodo dos elementos de transi¢cdo. Seu estado de oxidacao pode variar entre -1 e
+7, e sua configuracdo eletrénica é [Kr]4d>5s2. O tecnécio foi o primeiro elemento artificial a
ser descoberto, em 1937, na Itdlia, pelos cientistas Carlo Perrier e Emilio Segré. Eles
investigavam o molibdénio que havia sido exposto a radiacdo de alta energia, encontraram o
tecnécio presente e o isolaram. O tecnécio desempenha um papel importante nos cuidados
da saude moderna: isso porque quase 80% dos radiofarmacos atualmente disponiveis na
medicina de diagndstico sdo compostos por esse radionuclideo, que possui propriedades
nucleares proximas as ideais, fazendo do **™Tc (tecnécio-99 metaestavel) o radioisétopo mais
utilizado na medicina nuclear.?”

Devido a auséncia de isdtopos estaveis, a sua quimica é muito menos explorada que a
do Mn e do Re.3* O Tc possui 25 isétopos conhecidos, variando de®Tc a 1'8Tc, todos com ampla
diferenca nos tempos de meia-vida.3® Dentre esses, o isétopo radioativo *°™Tc é

extensivamente utilizado na medicina. Ele possui propriedades apropriadas para geracao de
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imagens (SPECT), tais como: i) o tempo de meia vida de 6 h, que fornece tempo suficiente
administracao e biodistribuicdao, sem ter que usar quantidades excessivas de radiofarmaco, e
ii) energia de emissdo de raios y de 142 keV, que é suficientemente energética para penetrar
tecidos biolégicos, permitindo a visualizacdo dos 6rgdos internos por cameras de cintilacao,
sem expor os pacientes a altos niveis de radiacdo3®

O desenvolvimento dos geradores de *°Mo/**™Tc no final dos anos 50, tornou o
tecnécio-99m amplamente disponivel para o uso na medicina. Para a obtencdo de *°™Tc, ha
dependéncia da disponibilidade do **Mo (que é produto natural da fissdo do 2*°U), conforme
esboco no Esquema 3. No processo de transmutacio, o Mo sofre decaimento B, gerando o
PMTc (88,75 %) e, em escala menor, o isétopo *°Tc (12,5 %). Apds 6 horas, metade dos dtomos
de ®™Tc terdo decaido para %Tc com a emissdo de raios y. O isétopo *°Tc possui tempo de

meia-vida de 2,14x10° anos e emite radia¢do B de 0,292 meV, transmutando-se a Ru.3934

beta, 66 h m
88,75% Tc
gama, 6 h
142 keV 99
Mo Ru
beta, 2,14x10° anos
beta, 66 h gch 0,292 meV
12,5%

Esquema 3 - Decomposicdo do molibdénio-99 a Tecnécio-99m.3*

Adaptado de: ABRAM, U.; ALBERTO, R. Journal of the Brazilian Chemical Society 2006, 17 (8),1486—1500.

Os geradores Mo/?°™Tc comercialmente disponiveis funcionam com uma coluna de
cromatografia de alumina, que tem uma forte afinidade pelos ions de Mo04*, enquanto o
produto do decaimento nuclear, ™ Tc-pertecnetato (°*°™TcO4’), pode ser prontamente eluido
por solu¢des salinas. Tal procedimento fornece um suprimento quase continuo do
radionuclideo pai (**Mo) para a obten¢do do radionuclideo filho (*®™Tc). Esse sistema permite

o fornecimento didrio de °*™Tc nas clinicas de medicina nuclear, sendo que a quantidade
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diminui a cada dia em func¢do do decaimento radioativo do *?Mo. Deste modo, é procedimento
padrdo as clinicas receberem um novo gerador a cada semana. No Esquema 4 encontra-se

ilustrado um gerador **Mo/?°™Tc.34

Gerador 99Mo/29™MTc Preparagdo do "Kit instantaneo" Injecdo

| i [
[ 99Myeo,° Radiofarmaco com *°*"Tc

Solugdo Salina g

= l |
\ -
=
Coluna de

alumina

Ligante, \)y
Agente Redutor, e \

Estabilizante >

((®e

Esquema 4 - Gerador de **Mo/*°™Tc e obtencio de tecnécio-99m e a preparacdo na quimica radiofarmacéutica.

Adaptado de: ABRAM, U.; ALBERTO, R. Journal of the Brazilian Chemical Society 2006, 17 (8),1486—1500 e
https://pt.slideshare.net/williamjhoneferreiradias/radiologiarevisoaulal-130805121215phpapp01

Por fim, para que o radiofarmaco seja obtido com a estrutura desejada, a solucdo de
Na®°™TcO4 é adicionada a um frasco contendo o ligante e/ou quelante bifuncional e um agente
redutor e estabilizador, “kit instantaneo” (Esquema 4). Apds passar pelo controle de qualidade
da radiomarcacao, o radiofarmaco pode ser administrado no paciente que passara pelo exame
de diagndstico.

Os radiofdarmacos que empregam o tecnécio-99m apresentam diferentes estados de
oxidacdo do radiometal. Na Figura 11 ha diferentes estruturas de complexos de **™Tc utilizados
como agentes de diagndstico por imagem: o **™Tc-MDP (MDP = metilenodifosfato), >°™Tc-
HMPAO (HMPAO = hexametil propilenoamina oxima), o *™Tc-MIBI (MIBI =
metoxiisobutilisonitrila) e, por fim, o **™Tc-DMSA (DMSA = 4cido dimercaptosuccinico).

Atualmente, muitos dos radiofdrmacos em desenvolvimentos utilizam o #°™Tc(l).3% 40 A
quimica desses compostos é baseada no fragmento cineticamente inerte, fac-{**"Tc(CO)s}*,
com configuracdo eletrdnica d® e baixo spin, o que evita a perda de ligantes dissociativos ou

substituicdes associativas por ligantes concorrentes em sistemas bioldgicos.3* O
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[®°™Tc(OH2)3(CO)3]Br é soluvel em dgua, pode ser facilmente preparado a partir de °™Tc-
pertecnetato sob condigdes redutoras e os ligantes H,0 sao facilmente substituidos por varios
tipos de ligantes. O complexo [**™Tc(OH)3(CO)s]* é excepcionalmente estdvel e ndo se

decompde sob condi¢cdes muito alcalinas ou muito acidas.*

Figura 11 - Estruturas de radiofdrmacos comerciais utilizados na quimica de diagndstico.3% 3% 42 43,44,45
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Para fins sintéticos, o rénio é normalmente utilizado como um substituto do *°™Tc. O
Re é um congénere nado radioativo do tecnécio, o que possibilita a sintese de complexos
isoestruturais ao mesmo. O Re é um metal da terceira série de transicdo, possui nimero
atdmico 75 e estrutura eletronica [Xe]4f145d°6s2. Seu estado de oxidacdo pode variar entre +7
e -1. O Re foi o ultimo elemento nao radioativo a ser descoberto.

O fendmeno de contracdo lantanidica garante que os complexos de rénio e tecnécio
sejam muito semelhantes em termos de suas caracteristicas fisicas (tamanho, lipofilicidade,
etc.). No entanto, os complexos de Re sdo mais dificeis de sofrer processos redox e sdo
cineticamente mais inertes (demoram mais para reagir e/ou para decompor) do que seus
analogos de tecnécio.*!*% O rénio também é utilizado na medicina nuclear, e os radionuclideos

186Re e 188Re s3o aplicados em radionuclideoterapia.*’

36



Dissertacdo de mestrado

Em diagndstico, a quimica de coordenacdo, com compostos “frios” (compostos ndo
radioativos) é um fator importante no desenvolvimento de radiofarmacos. Sinteses prévias,
como com os complexos “frio” de rénio, permitem o entendimento da quimica estrutural e
biolégica dos complexos “quentes” (compostos radioativos) de tecnécio. O uso de fragmentos
de complexos como os de oxorrénio (V), Re=0, e do tricarbonilrénio(l), {Re(CO)3}’, tem se

mostrado relevante no importante desenvolvimento de candidatos a radiofarmacos.*

1.5 Motivagoes e critérios para a escolha do ligante

Quando um novo complexo é sintetizado, é esperado que o metal esteja fortemente
coordenado ao ligante para formar complexos estdveis. Dessa forma, alguns fatores como os
sitios de ligacdo e denticidade do ligante sdo importantes para a estabilidade dos
radiocomplexos.*®4° A diversidade dos tipos de ligantes possibilita a formag¢do de complexos
com diferentes tamanhos, cargas e hidrofilicidade. Tais caracteristicas permitem diversos
estudos; por exemplo, a correlacdo entre a estrutura-atividade com as propriedades fisico-
quimicas de um radiocomplexo e a influéncia na biodistribuicdo do radiofdrmaco.*!

Estudos indicam que ligantes que possuem a0 menos um grupo amina e um grupo
funcional capaz de ligar a biomoléculas, contribuem para uma maior estabilidade e
funcionalidade para o radiocomplexo.*® Um exemplo de ligante estavel e eficiente com funcdo
guelante bifuncional a ser considerado é a picolinamina-acido N,N-diacético (PADA), que
fornece trés locais de coordenacdo e um grupo para a ligacdo covalente a uma biomolécula*®
(Figura 12).

Figura 12 - Estruturas do ligante tridentado PADA.*®

|
PADA: Q\/S
\Z' COOH

coordinating sites

(COOH -%— linking site

A denticidade do ligante é outro fator critico a se considerar, isso porque o efeito

guelato faz com que os complexos polidentados sejam termodinamicamente mais estaveis
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gue os seus correspondentes monodentados. A substituicdo de um ligante monodentado por
um ligante polidentado é geralmente mais lenta.>® Estudos também demostram que
complexos tridentados apresentam uma farmacocinética mais favoravel.*®

Considerando os desafios nesta area de pesquisa, se propds nesse trabalho de
mestrado a sintese do ligante inédito 2-hidroxi-5-metil-3-((metil(2-(metilamino)etil)amino)
benzaldeido (HL) e o seu cloridrato (HL-HCI) correspondente, com os potenciais sitios de
coordenacdo e o sitio para bioconjungacao, conforme estrutura na Figura 13. Com o novo
ligante HL e seu cloridrato, foram realizadas as sinteses dos complexos de rénio (l) e tecnécio-
99m (1), utilizando os complexos precursores [M(OH,)3(CO)s]X (M= Re(l) e **™Tc(l) e X = Br ou
Cl).

Figura 13 - ligante HL e seus sitios de coordenagdo (em azul) e sitio para bioconjugagdo (em vermelho).

Na literatura, compostos similares sao utilizados na quimica bioinorganica. Esses
compostos compartilham do fragmento aromatico ou do grupo diamino do ligante HL
preparado durante este trabalho. Na Figura 14a, o quelante tridentado derivado do 3-
clorometil-5-metilsalicilaldeido, coordenado ao metal Zn(ll), é utilizado na bioconjugac¢do com
aminodcidos GlyGly.>! Este é um exemplo de ligante tridentado em associa¢gdo com um grupo
funcional que realiza bioconjugacdao. Na Figura 14b, o ligante Hsoctapa é utilizado em
radiofarmacos de !In.>2 Este é um exemplo de utilizacdo do fragmento diamino como
quelante. O nosso grupo de pesquisa GQIEB (Grupo de Quimica Inorganica Estrutural e
Bioldgica — 1QSC/USP) também utiliza, atualmente, desses precursores, com o0s quais

alcangamos resultados promissores em testes biolégicos.
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Figura 14 - Exemplo de ligantes na literatura que utilizam o mesmo fragmento aromatico utilizado na

sintese do ligante HL.

a)

HsC

OH

A -,
-
HO %

0
pretein vl ,;@1

OH OH
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2 OBJETIVOS

Objetivos Gerais

Sintese e caracterizacdo de complexos metdlicos hexacoordenados contendo o ligante
inédito 2-hidroxi-5-metil-3-((metil(2-(metilamino)etil)amino) benzaldeido (HL) e o precursor

[M(OH2)3(CO)s]*(M = 2°Tc(l) e Re(l)), e a realizacdo da marcacdo radioquimica.

Objetivos Especificos

Secdo | — Sintese e caracterizagao do ligante HL e do complexo de rénio.

1. Sintetizar o ligante HL a partir do composto 2-hidroxi-3-clorometil-5-metilbenzaldeido e da

N, N’- (dimetil)etilenodiamina;

2. Sintetizar o complexo de rénio () com o novo ligante HL preparado previamente;

3. Caracterizar os compostos obtidos pelos métodos de: analise elementar, espectroscopia de
absorc¢3o na regido do infravermelho, espectroscopia de RMN de *H e 3C, espectrometria de
massas, condutimetria, espectroscopia de absor¢ao na regido do UV-Visivel e difracdo de raios

X de monocristal;

4. Realizar a simulacdo computacional e para o estudo da estrutura eletronica dos compostos

de coordenacdo;

Secdo Il - Marcagdo com o tecnécio-99m.

5. Realizar a radiomarcacdo do complexo com o °°™Tc e determinar a sua pureza radioquimica.

6. Caracterizar os compostos obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),

eletroforese e coeficiente de particdo para analisar a lipofilicidade do radiocomplexo;

40



Dissertacdo de mestrado

SECAO |
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

Na tabela 3 sdo apresentados os reagentes utilizados no desenvolvimento da etapa de

sintese do ligante HL e do complexo de rénio.

Tabela 3 - Produtos quimicos utilizados na sintese do ligante e complexo de Re.

Reagente Teor Procedéncia

Sintese descrita na tese

2-hidroxi-3-clorometil -5metilbenzaldeido - Dra. Viviana Prado 53

Acetato de etila 99,50% Synth
Acetonitrila 99,90% J.T Baker
Bicarbonato de sédio 99-100,5% Quemis
Boc 99,00% Sigma Aldrich
Bromopentacarbonilrenio(l) 98% Sigma-Aldrich
Carbonato de sddio 99,50% Synth
Cloreto de acila 99,00% Sigma Aldrich
Cloreto de sddio 99,00% Synth
Cloroférmio deuterado 98,80% Synth
Dimetilsulféxido-D6 99,90% Cambridge Isotope Lab
Eter Etilico 97%-98% Chemis
Hexano 98,50% Chemis
Metanol 99,80% Synth
N, N’-(dimetil)etilenodiamina - Fluka AG
Peneira molecular 4A - Fluka Analytical
Sulfato de magnésio 98,0-102,0% Synth
trietilamina >99% Sigma-Aldrich

3.2 Instrumentacgao e Caracterizacao dos materiais

Os espectros de absorg¢do na regido IV (FTIR) foram obtidos em um espectrofotémetro
Shimadzu IRPrestige-21, com resolucdo de 4 cm™, com uma janela espectral de 400 a 4000
cm, no laboratério GQIEB. As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr na propor¢do
aproximada de um miligrama do composto para cem miligramas de KBr. Os espectros foram

plotados no programa Origin 8.6.
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Os espectros de RMN dos compostos foram adquiridos nos equipamentos da marca
Agilent Tecnologies, modelo 500/54 Premium Shielded, 500 MHz e modelo 400/54 Premium
Shielded, 400 MHz para as analises de 'H, $3C, HSQC, DEPT-135 e COSY na central analitica do
IQSC-USP. Também foram utilizados os equipamentos da marca Bruker Avance Il 400MHz e
Bruker Avance Il 500MHz na central analitica do IQM-Unicamp. Os espectros de RMN 'H e $3C
foram internamente referenciados em relagao ao TMS. Utilizou-se o programa MestreNova
para a apresentacdo dos espectros. Os solventes utilizados foram cloroférmio e
dimetilsulféxido deuterados.

Os espectros de absorcao eletronica UV-Vis foram obtidos em um espectrofotémetro
de feixe duplo Shimadzu, modelo UV-1800, no laboratdrio de pesquisa GQIEB. Utilizou-se nos
experimentos cubetas de quartzo de 10 mm de caminho 6tico e capacidade de 3 mL. O
espectro foi plotado no programa Origin 8.6.

A medicdo de condutimetria do complexo foi realizada em MeOH, no condutivimetro
Orion 3 Star Series no nosso laboratério de pesquisa GQIEB. Utilizou-se uma massa de 2,52 mg
em 5 mL de MeOH com concentracdo 1,0x103 mol/L.

Os dados de difragao de raios X foram coletados em um difratbmetro Bruker
Apex Il Duo, equipado com sistema Oxford de baixa temperatura e duas microfontes
disponiveis (Cu e Mo) da central analitica do IQSC-USP. As solugdes e refinamentos das
estruturas foram realizados utilizando-se o sistema integrado de programas para Windows
para solugdo, refinamento e andlise de dados da difracao de raios X em monocristal, WinGX.
Os programas SHELXS 97 e SHELXL 2014 foram utilizados para as soluces e
refinamentos, respectivamente.

As analises por espectrometria de massas com ionizacdo em modo positivo (ESI-MS)
foram medidas com equipamento Synapt Waters, modelo Xevo - ESI/Q-TOF da central analitica

do IQM-Unicamp. Utilizou-se uma massa de 0,5 mg em dissolvido em MeOH.

3.3 Calculos Computacionais

Todos os calculos realizados empregaram o pacote de programas Orca (v. 4.1.1).>4°3
Para o computo da relaxacdo das estruturas, empregou-se o nivel de teoria PBE/def2-

TZVPP,°%>7 fazendo-se uso da corre¢do de forcas de dispersdo de Grimme (D3BJ),>%°° bem
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como utilizando como funcdo auxiliar de ajuste de forcas de Coulomb def2/J® e resolucdo de
identidade com método de integracdo em cadeia (RIJK).6%%2 Para assegurar um critério de
convergéncia mais rigoroso, bem como reduzir o ruido numérico de cada etapa de calculo SCF
(self-consistent field, etapa de cdlculo de campo auto-consistente que permite iterar varias
vezes um determinado valor de densidade eletronica até convergéncia deste), empregou-se
um corte de 10° Eh (1 Eh = 27,211 eV) e uma grade de integra¢do Lebedev de 590 pontos
(Lebedev, 1992) para o descritor angular do funcional, bem como empregou-se o método de
Gauss-Chebyshev®? para integracdo do descritor radial.

Apds a relaxacdo, prosseguiu-se para o calculo de hessianas, o qual permitiu confirmar
a localizagdo de um minimo global pela inexisténcia de frequéncia imaginaria. Ja as
propriedades espectrométricas foram calculadas em diferentes niveis de teoria a titulo de
comparacdo e melhor compreensao da resposta de cada teoria quando comparado aos valores
experimentais. O espectro |V foi obtido ao mesmo nivel de teoria empregado na etapa de
relaxacdo; ja para o espectro de UV-Vis, empregou-se métodos tempo-dependentes de DFT
(TDDFT)®* ao nivel B2PLYP-D3/DKH-TZVP>%, em que se fez uso de corre¢des relativisticas
empregando a aproximacdo de Douglas-Kroll-Hess.®> Empregou-se como bases auxiliares de
ajuste de forcas de Coulomb a func¢3o de base relativistica segmentada SARC®® e a funcdo de
base def2-TZVPP/C com bases auxiliares tipo def2-QZVPP/C para métodos correlacionais,®’ o
numero de estados de transicdo eletronica calculados foi determinado em 40 raizes. Por fim,
as medidas dos valores de deslocamento quimico (8ppm) de préton e carbono, obtidos no
célculo de tensores de blindagem magnética, empregou o método GIAO,®6%7° com tolerancia
de convergéncia a 10° Eh em diferentes niveis de teoria: PBE/def2-TZVPP,’*>’ PBEO/def2-
QZVPP,>%>7 M06L/def2-TZVPP’%>7 e M06/def2-TZVPP,’3>7 todos utilizando as mesmas func¢des
de bases e auxiliares empregados nos métodos TDDFT. Contudo, os valores mais préximos e
coerentes com os dados experimentais foram os valores realizado com o nivel de teoria MO6L
e sdo esses o0s valores apresentados nesse trabalho. Todas as medidas de &ppm assumiu a
estrutura do TMS como referéncia.

Todos os resultados espectrométricos que permitem elaboracao de graficos e perfis
espectrais foram plotados empregando ferramentas desenvolvidas em linguagem Python3.7
(van Rossum, 1995.) empregando a biblioteca MatPlotLib,’* sendo os valores tedricos
corrigidos mediante emprego de escalonamento relativo quando necessario (o
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escalonamento relativo empregado no presente trabalho obedeceu a seguinte fungdo: f(x) =
x*(1-x*[1-fator]/1000); em que fator corresponde ao valor que melhor ajusta o perfil do
espectro calculado ao espectro experimental) — para fins de comparacdo todos os valores
medidos foram normalizados (a normalizagdo empregada no presente trabalho obedeceu a
seguinte funcdo: f(x) = [x-min{f(x)}]/[max{f(x)}- min{f(x)}]). As espécies empregadas no
presente trabalho foram nomeadas como ligante HL, cloridrato (HL-HCI), complexo de Re(l),
[(ReBr(CO)s(HL)], e complexo de **MTc, [**™TcCl(CO)s(HL)]; as figuras geradas para representar
as estruturas estudadas foram montadas empregando o programa PyMOL’> e no programa de

edicdo de imagem Inkscape.

3.4 Métodos de sintese

3.4.1 Sintese do ligante HL

Foram realizadas varias tentativas de sintese com o intuido de obter o ligante em
apenas uma etapa, mas todos os produtos brutos eram de dificil purificacdo; portanto, a
sintese do ligante foi realizada em 3 etapas. Primeiramente foram obtidos os compostos 3 e 5,
sendo estes os produtos brutos da etapa 1 e etapa 2, respectivamente. Na etapa 3 foram
obtidos o ligante 2-hidroxi-5-metil-3-((metil(2-(metilamino)etil)Jamino) benzaldeido (7),
proposto neste trabalho, e o seu sal correspondente (6). As numeragdes das moléculas podem

ser visualizadas abaixo em métodos e acompanhadas nos mecanismos a seguir no texto,

Etapa 1: Monoprotegdo da N, N’-(dimetil)etilenodiamina com o Boc e obtengdo do

composto (3)

CHs 1 equiv. (1,310 g - 6,0 mmol) do precursor Boc
dissolvido em 8,88 mL de diclorometano (DCM) foi

Hac\N/\/N 0 CHs
H oH adicionado a uma solucdo contendo 3,3 equiv.
3
o)

CHs (1,745 g - 20,0 mmol) do precursor N,N’-

(dimetil)etilenodiamino em 21,50 mLDCM a 0° Ce
mantido sob agitacdo e atmosfera inerte (N2) por 16 h. Apds este periodo, o solvente foi
removido, e o produto sdlido redissolvido em acetato de etila e lavado com soluc¢do saturada

de NaCl na proporgao de 1:1. Em seguida, o produto foi seco em MgSO4 anidro, filtrado e
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rotoevaporado. Obteve-se, ao fim, 1,064 g (5,6 mmol) de um dleo transparente com 94,15%
de rendimento. Férmula: CsH20N202 MM g/mol: 188,2673. *H-RMN (500 MHz, CDCl3) §[ppm]:
3,33 (m, 2H); 2,87 (s, 3H); 2,72 (3J= 6,6 Hz, t, 2H); 2,44 (s, 3H) e 1,45 (s, 15,64H).

Etapa 2: Substituicdo Nucleofilica Bimolecular (Sn2) e obtengdo do composto (5)

0 OH CHg Foi preparada uma solu¢dao com 0,830 g (4,5 mmol)

\ I
NN © do precursor 2-hidroxi-3-clorometil-5-
|' TR

CH, 0 etilbenzaldeido em 10,0 mL de DCM. Essa solugao

foi adicionada gota-a-gota a 0°C em 1,064 g (5,6

CHy 5

mmol) da N,N’-(dimetil)etilenodiamina
monoprotegida (3) e 0,715 g (6,8 mmol) de Na,CO3 em 30,0 mL de acetonitrila (MeCN). A
mistura foi mantida sob agitacdo por 18 horas em atmosfera inerte. Apds esse periodo, o
produto foi extraido duas vezes em acetato de etila e lavado com solugdo saturada de NaCl
com volume equivalente com o material de sintese. Na sequéncia, o composto foi seco em
MgSO4 anidro, filtrado, e o solvente foi removido. O produto foi redissolvido em DCM e
rotoevaporado novamente com o intuito de remover todo o acetato de etila. Obteve-se 1,412
g (4,2 mmol) de éleo amarelado com rendimento de 93,3%. Férmula: C1sH2sN204 MM g/mol:
336,4259. H-RMN (500 MHz, CDCl3) §[ppm]: 10,32 (m, 1H); 7,41 (s, 1H); 7,10 (m, 1H); 3,71
(s, 2H); 3,45 (m, 2,40); 2,87 (m, 4,50H); 2,62 (s, 3H); 2,37 (s, 3H); 2,27 (s, 3H) e 1,45 (s, 12,5H).

Etapa 3 a) - Acido Cloridrico Anidro (em éter)

Em um frasco de vidro com tampa, foram adicionados 55,40 mL de éter dietilico e 400
mmol (16,20 mL) de metanol. Depois, em uma proveta, foi medido 400 mmol do cloreto de
acila (28,42 mL). Com uma seringa, adicionou-se lentamente a 0° grau o cloreto de acila ao

frasco. Apds a adicdo, o frasco foi devidamente fechado e selado com parafilme.
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Etapa 3 - b) - Desprotec¢do da N, N’-(dimetil)etilenodiamina do Ligante e Obten¢do do HL-HCI
(6)
0 OH CHay O produto da etapa 2 (5) (1,412 g — 4,2 mmol) foi

/\/NHz ¢ | dissolvido em 12 mL de DCM e, a este, foi adicionado,
N

(|3H gota-a-gota, 10 mL de HCl anidro em éter a 0° C. A
3

mistura foi mantida sob agitagao constante por 4 horas.

CHs 6

Apds esse periodo, o solvente foi removido. O sal
resultante foi dissolvido em 2 mL de DCM e precipitado com adi¢do gota-a-gota de éter em
excesso. Obteve-se 1,030 g (3,8 mmol) do cloridrato de cor bege claro com rendimento de
90,5%. Férmula: C13H21CIN202 MM g/mol: 272,7710. IV (pastilha de KBr) v [cm™]: 3375, 3209,
2962, 1651, 2679, 2430, 1650, 1449, 1270 e 1170. *H-RMN (400 MHz, CDCls) §[ppm]: 10,02
(s, 1H), 7,70 (d, %J= 1,6 Hz, 1H), 7,68 (d, )= 1,6 Hz, 1H), 4,30 (s, 2H), 3,39 (s, 4H), 2,20 (s, 3H),
2,71 (s, 3H), 2.59 (s, 3H). 13C-RMN (400 MHz, CDCl3) §[ppm]: 196,96, 157,38; 141,18; 135,26;
129,72; 121,68; 118,63; 55,21; 53,38; 44,19; 43,12; 32,97 e 20,12. ESI-MS (+): Massa exata
total (tedrica): 272,1291 m/z. Massa exata (tedrica): [M - Cl]*= 237,1603 m/z. Massa acurada
(experimental): [M - Cl]*=237,1600 m/z.

Etapa 3 c) Neutralizacdo e obtengdo do ligante HL (7)
Nesta etapa, 1,030 g (3,8 mmol) do cloridrato (6)

Ci " H foi dissolvido em metanol, neutralizado com
N/\/r'\!\CH3 NaHCOs e extraido em DCM na proporc¢ao 1:1. A

(|3H3 fase organica foi seca com MgS0O4 anidro, filtrado,

rotoevaporado e seco sob pressdo reduzida.

o 7 Obteve-se 0,803 g (3,4 mmol) um éleo marrom

viscoso com rendimento de 89,5%. Férmula: Ci3H20N20,. MM g/mol: 236,3101. IV (pastilha
de KBr) v [cm™]: 3421, 3226, 2941, 2845, 2789, 1651, 1458, 1228, 1153. *H-RMN (400 MHz,
CDCls3) §[ppm]: 10,26 (s, 1H), 7,40 (d, /= 1,7 Hz, 1H), 7,13 (d, %)= 1,7 Hz, 1H), 3,63 (s, 2H), 2,79
(t, 3J= 6,3 Hz, 2,25H), 2,63 (t, 3J= 6,3 Hz, 2,25H), 2,45 (s, 3H), 2,29 (s, 3H) e 2,27 (s, 3H). 13C-
RMN (400 MHz, CDCls) 6[ppm]: 192,49; 159,3; 136,89; 128,91; 128,08; 124,82; 122,34, 58,29;
56,37; 48,96; 42,0; 36,37; e 20,27. UV-Vis: A (nm) 339; 257; 218.
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3.4.2 Sintese complexo de rénio (l)

Obtengao do complexo precursor de [Re(OH2)3(CO)s]Br:

r 1+ Em um baldo de 50 mL foi adicionado 1g (2,50 mmol)
coO
o . do complexo neutro octaédrico, [Re(CO)sBr], obtido
I/,Il \ \\Q.Hz
e |, e comercialmente e 10 mL de H,O destilada. O baldo foi
Re

/ \ tampado e colocado em um reator de micro-ondas

co Y OH, (Monowave 300) em 100 Watts, a 180 graus por 10 minutos.

- - Apds esse tempo, o baldo foi retirado do reator e foi agitado

com a finalidade de homogeneizar a solucdo. Esse
procedimento foi repetido por mais 2 vezes por mais 10 min cada. Depois a solu¢do foi
rotoevaporada e seca sob pressdo reduzida. Foi obtido 0,9187 g (2,27 mmol) de um pd
cristalino branco com rendimento de 90,9%. Formula: CsHgBrOsRe. MM g/mol: 404,1871. IV
(pastilha de KBr) v [cm™]: 3448, 2029, 1944, 1897, 1604, 632. UV-Vis: A (nm) 327; 278; 252;
225.

Obtenc¢ao do complexo de rénio:

o Em temperatura ambiente e atmosfera inerte, foi adicionado a
3

CO

um baldo 1 equiv. (0,2020 g - 0,50 mmol) do sal

[Re(OH2)3(C0O)s]Br, 2 equiv. de base trietilamina (0,1019 g—- 1,0
\ mmol) e 2 mL de MeOH. Em seguida foi adicionado gota-a-gota

CcO

uma solucdo contendo 1 equiv. do ligante HL (0,118 g — 0,50
mmol) em 2 mL de MeOH. A solucdo resultante foi mantida sob

agitacdo constante por 24 h, periodo no qual a solu¢do passou

CHy da coloracdo amarelo forte para amarelo claro. Ao fim do

periodo, a solucdo foi rotoevaporada e redissolvida em uma quantidade minima de MeOH
onde se observou a formacdo de um precipitado branco. O filtrado foi colocado na geladeira
e, apo6s 12 h, mais precipitado branco havia se formado; esse sélido foi separado por filtracao.
Foi obtido 0,1260 g (0,215 mmol) com rendimento de 43%. Férmula: Ci6H20BrN2,OsRe. MM
g/mol: 586,4514. IV (pastilha de KBr) v [cm™]: 3441, 3240, 2971, 2924, 2854, 2021, 1905,
1882, 1647, 1462, 1041. 1H-RMN (400 MHz, CDCI3) §[ppm]: 11,37 (s, 1H); 9,87 (s, 1H); 7,42

(d, 4= 1,8 Hz, 1H); 7,39 (d, )= 1,8 Hz, 1H); 4,86 (d, %)= 13,5Hz, 1H); 4,35 (d, %)= 13,5Hz, 1H);
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3,57 (m, 1H); 3,47 (td, 3Je, s = 3,4 Hz, %Je, e = 13,0 Hz, 3/, ¢ = 13,0 Hz, 1H); 2,24 (ddd, %Je; e = 13,0
Hz, 3Je t = 1,4 Hz, 3Je; p = 3,0 Hz, 1H); 3,32 (dtd, 25 ¢ = 13,0 Hz, 3 e = 3,4 Hz, 3t & = 1,4 Hz, 3J; « =
3,4 Hz, 1H); 2,85 (qd, Y¢, s = 13,0 Hz, 3¢, e = 13,0 Hz, 3Jper = 3,0 Hz, 3Jpx = 13,0 Hz, 1H); 2,35 (s,
3H); 3,10 (s, 3H), 3,08 (s, 3H). 3C-RMN (400 MHz, CDCI3) 8[ppm]: 196,55; 159,05; 142,84;
134,87; 128,97, 120,74; 120,50; 58,76; 57,79; 53,82; 51,59, 44,90; e 20,21. Condutimetria
(2,52 mg em 5m): 40,11 uS/cm T (°C) = 21,5 em MeOH (carga neutro). ESI-MS: Massa exata
total (tedrica): (*®’Re) 586,0113 m/z. Massa exata (tedrica): [M - Br]* = 507,0930 m/z. Massa
acurada (experimental): [M - Br]* = 507,0923 m/z. UV-Vis: A (nm) 351; 256; 226; 234; 214.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ligante

4.1.1 Proposta de reagao

A principio a reacao foi idealizada utilizando 1 equiv. do N,N’-(dimetil)etilenodiamina, 1
equiv. do composto 2-hidroxi-3-clorometil-5-metilbenzaldeido e 1,5 equiv. de NayCOs
(Esquema 5). Esse procedimento de sintese foi proposto e descrito no projeto inicial desse
trabalho, mas a reacao apresentou muitos subprodutos de dificil remocgdo. Para se chegar a
sintese do ligante puro, foram feitas diversas tentativas de reacdes, tais como: reacées
modificando a quantidade de N,N’-(dimetil)etilenodiamina, reagdes com excesso de N,N’-
(dimetil)etilenodiamina e excesso de solvente, reacdes sem o NayCOs, reac¢des utilizando o
Cs2C0O3 como base, para testar o “efeito césio”,’® entre outras. Vale ressaltar que a sintese do
ligante proposto é inédita na literatura e, depois de algumas tentativas, a sintese do ligante foi

realizada em trés etapas, de acordo com os mecanismos propostos nos esquemas a segulir:

(o} OH ‘0" OH
| Na,CO, | H.
- H MeCN, DCM "N
Ll: + N CH;, ﬂ
He IINTN N
H 0°C, Ar
CHy CHs

Esquema 5 - Sintese do Ligante em uma Unica etapa.

Na primeira etapa (Esquema 6), a amina monoprotegida (3), foi obtida a partir da
reacdo de adicdo nucleofilica da base N,N’-(dimetil)etilenodiamina (1) no dicarbonato de di-
terc-butila (2), o Boc. O par de elétrons do nitrogénio da amina ataca o grupo carbonila do Boc,
levando a formacdo da amina monoprotegida e a formacao do bicarbonato de isopropila. Este
ultimo é instavel e se decompdem em CO»(g) e terc-butanol. O par de elétrons do nitrogénio
protegido se torna menos basico e menos nucleofilico por estar envolvido na ressonancia com
os pares de elétrons da dupla ligacdo do grupo carbonila do Boc. Assim, apenas um nitrogénio

da molécula 3 fica disponivel para a reacdo Sn2 subsequente.
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CHz
.‘O‘.

e /\/H\CH ) >|\<jL )1 /j< DCM Hsc\ﬂ/\/wo/k

" ’ -0 0. o) 0°C, Ar o -0’ 0
>

! 2 intermediario

H“\ / l

l Ch

oﬂ' .

L5 |
04 0 HyC N 0.
CO,(g) + )< -— \{f,«* 3 \H/\/Y W<
H_Q 0. o.
terc-butanol bicarbonato de isopropila 3
(instavel}

Esquema 6 - Sintese do ligante 12 Etapa — monoprotegdo da N,N’-(dimetil)etilenodiamina.

Na segunda etapa da sintese (Esquema 7), apds a obtencdo da amina monoprotegida
(3), foi realizada a reacdo Sn2, onde o par de elétrons do nitrogénio disponivel ataca o carbono
ligado ao cloro do 2-hidroxi-3-clorometil-5-metilbenzaldeido (4) pela face oposta do eixo de
ligagdo C-Cl. Had também a formagao de NaCls), CO2(g) e H20() resultante da reagdo com NaCOs,
utilizado com o objetivo de: a) neutralizar o HCl liberado na reacdo e b) deslocar o equilibrio
da reacdo para aformacao do produto. A substituicdao ocorreu conforme previsto e o composto

(5) pode ser sintetizado com pureza e rendimento satisfatorios (94,2%).

‘9" :OH CH,

‘o :OH l |
| CH, / N 0
(’d' [ N MeCN, DCM T g \H/ K
2 C N ..
+ B \N/\/..\H/ w< ~ 0° C, Ar cHy \ o
- Na ‘0 O: Na'
O C| CH3 \[r
CH, 0.
4 3 intermedidrio
‘o :OH CHy

| |
N/\/N 0
NaCl(s) + CO,(g) + H,O(l) + | \H/W<

CHy

CH,

5
Esquema 7 - Sintese do ligante 22 Etapa Substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2).

Na Figura 15, é ilustrado um diagrama de orbitais moleculares (OMs) qualitativo para
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a reacao do tipo Sn2. Essa reacdo ocorre por meio da doacdo de densidade eletrénica de um
orbital preenchido do nucleéfilo, no caso o par de elétrons do nitrogénio (HOMO), para um

orbital de fronteira vazio do eletrdfilo, o orbital antiligante C-Cl (LUMO).

Figura 15- Diagrama de OM qualitativo do HOMO e LUMO do Ligante.

; LUMO
K ,—| —— Electron

HOMO Acceptor

Electron —{{j}— Joreal

Donor \ /

Na terceira etapa (3a) ocorre a preparacdo do HCl anidro (em éter), conforme apresentado

no Esquema 8. Esse composto é essencial para o processo de formacgado do ligante HL.

_.O._ - '.O-.
C p Hei

+ > —_— * Anidro
HQ 0°C al CH ( ster)
. HaC "3 em eter

"\D‘H

CH,
cloreto de acila intermediario acetato de metila

Esquema 8 - Sintese do ligante — 32 Etapa a-) Preparagdo do HCl anidro (em éter).

Em sequéncia, na Etapa 3b, ocorre a desprotegao da amina, onde o composto (5), ao
reagir com o HCl anidro (em éter), forma um sal de aménio quaterndrio (6) e cloroformiato de
terc-butila. No processo de formacdo do sal, é importante considerar os hibridos de
ressonancia entre os pares de elétrons do azoto e dos atomos de oxigénio do grupo protetor,
conforme ilustrado no Esquema 9. Um dos hibridos, em particular, é ilustrado com um dos
oxigénios contendo uma carga negativa; esse oxigénio é protonado pelo acido (HCl) presente
na reac¢do. Devido aos grupos eletronegativos e ao efeito indutivo retirador de elétrons, o

carbono do grupo carbonil torna-se mais eletrofilico e suscetivel a ataques nucleofilicos;
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assim, o ion cloreto do Aacido cloridrico ataca o carbono carbonilico formando um
intermediario de reag¢do. Nota-se que o cloreto, de forma mais incomum, age como um
nucledfilo; isso se da devido ao mesmo estar em meio etéreo, meio no qual ele ndo é
solvatado eficientemente. Assim sendo, os seus pares de elétrons ficam mais disponiveis para
uma adicdo nucleofilica. A reacdo continua com o rompimento da ligacdo N-C e com o
desprendimento de uma molécula de cloroformiato de terc-butila. Simultaneamente, a amina
secundaria reage com o acido cloridrico, formando um sal orgéanico, cujo contra-ion é o

cloreto. O mecanismo dessa etapa é ilustrado abaixo:

o OH CHy
N o
N/\/ \H/ \K
lH3 .0
=R
CHa
5 HCI o
0°C, Ar
em Et,0
CHj, cHy CH,

N*

P - e O L
S A

CH; CH;, CH
R/”‘ﬂ<ﬁ< — R/’l\ﬁd% NS
) (:OH '?’.I; .o ) T OH g; ::C::‘-/ZOH

\ intermediario
(\H_q: . o /\/I ¢
- N / H

—_—
.0.

N

/\\ *

H

R CHy

CH,

Cloroformiato de terc-butila CHy 6

Esquema 9 - Sintese do ligante — 32 Etapa b-) Desprotegdo e formagdo do cloridrato.
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Ap0ds sua formacao, o cloridrato (6) é neutralizado com bicarbonato de sddio, ocorrendo,
dessa maneira, a formacgao do ligante HL (7) — 2-hidroxi-5-metil-3-((metil(2-metilamino)etil)
amino)benzaldeido. Deve-se mencionar que o ligante preparado pode atuar como ligante

tridentado, onde o oxigénio (O), e os dois nitrogénios (N e N’) sdo doadores o (Esquema 10).

‘o :0H CH,
\ ) '.O-'
N. ‘Gl
NMBH
H +
CHy _ .
o2 QH
Na' R
CHy 6 0°C, Ar
0" :OH
| n
N:/\/.-\CH3
NaCl(s) + CO,(g) + H,0(l) + lH
3
CHj 7

Esquema 10 - Sintese do ligante — 32 Etapa c-) Neutralizacdo e obtencdo do ligante HL.

4.1.2 Caracterizagao do Ligante

Para as caracterizacbes da primeira e da segunda etapa da sintese do ligante, foram
feitas apenas andlises por 'H-RMN. Para a terceira etapa, a obtencdo do cloridrato e do ligante
HL, foram feitas andlises por Infravermelho, RMN de H, 13C e HSQC, MS-ESI e absor¢3o no UV-
Vis, esta ultima com intuito de comparacdo com o complexo. Com a finalidade de corroborar
os resultados experimentais, também foram realizadas simulacbes computacionais para as
absorc¢des no infravermelho e ressonancia magnética nuclear de 'H e '3C para o HL-HCl e para

o ligante HL. Os célculos por UV-vis e estrutura eletronica foram realizados apenas para o

ligante HL.

i-) Infravermelho:

Os espectros do HL-HCI e do ligante HL apresentaram o mesmo perfil de bandas e, de
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modo semelhante, foram atribuidas as bandas ao espectro do ligante HL (Figura 17) que
apresentou absorgdes ligeiramente deslocadas para maiores numeros de onda comparado ao
cloridrato (Figura 16). No entanto, conforme indicado pela literatura, para cloridratos, no caso
o HL-HCl, hd uma banda de intensidade média entre 2700 a 2350 cm™ oriunda de estiramentos
N-H. Para o sal em estudo, essa banda é observada em 2430 cm™.”” Uma observacio
pertinente referente a analise do cloridrato é que este produto apresenta carater higroscépico
e, portanto, ndo foi possivel a andlise em pastilha de KBr. Por esta razao, a medida foi realizada
em modo de refletancia total atenuada (ATR, do inglés Attenuated total reflection), e os sinais
se apresentaram ligeiramente mais largos se comparados ao IV do ligante HL em pastilha de

KBr.

Figura 16 - Espectro de absorgdo na regido do IV do cloridrato (ATR).
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No espectro da Figura 17, observa-se bandas de forte intensidade em 1651, 2845 e
2789 cm atribuidas, respectivamente, ao estiramento C=0 do aldeido e estiramentos C-H
alifaticos. Nota-se também a banda de estiramento do grupo O-H em 3421 cm, que apresenta
um sinal largo de baixa intensidade. Semelhante ao cloridrato, um ombro muito discreto é
observado em 3226 cm™, provavelmente referente ao estiramento N-H. Por fim, vé-se duas

bandas em 1228 e 1153 cm™ que s3o atribuidas a deformacdo C-N das aminas terciaria e
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secundaria, respectivamente.”” Nota-se, também, uma banda em 1458 cm%; nessa regido de
numero de ondas, encontra-se absor¢des que podem ser decorrentes de: i) da deformacao

angular no grupo etileno (-CH;-CH,-), ii) estiramento C=C de aromaticos, iii) deformacdo N-

CHs3.””

Figura 17 - Espectro de absorgdo na regido do IV do ligante HL (pastilha de KBr).
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A simulacdo computacional do espectro de absorcdo na regido do IV do ligante HL e
seu cloridrato apresentaram uma boa correlacdo com os espectros experimentais, conforme
mostrado nas Figuras 52 e 53 no Anexo C. A simulacdo para o ligante HL indicou que a pequena
banda em 3226 cm™ é referente ao estiramento N-H, conforme indicado na literatura.”’
Também foi possivel verificar as bandas em 1458, 1228 e 1153 cm?, que foram sugeridas pela
simulacdo como sendo vibracdes de deformacdo do grupo etileno e das deformacdes C-N
(amina terciaria) e C-N (amina secunddria), respectivamente. Essas atribuicdes coincidem com
as atribuicdes encontradas na literatura para absorcdes nessas regides.”” E importante
ressaltar que, quanto mais baixa a simetria de uma molécula, maior serd o nimero de
absorcGes observadas no espectro. Em outras palavras, devido a baixa simetria, os modos
vibracionais ndo sao degenerados e, portanto, apresentam energias diferentes, resultando em
um ndmero maior de absorcdes.”® Logo, sendo essa molécula do grupo de ponto Cy, justifica
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as muitas absorcdes observadas no espectro da Figura 17 acima. Em conclusdo, os espectros

de absorgdo no IV mostraram-se coerentes com a estrutura proposta.

ii-) Ressonancia Magnética Nuclear:

A Figura 18 apresenta o espectro do produto bruto de 'H-RMN da Etapa 1 da
monoprote¢ao do diamino. Neste espectro, observa-se um sinal tripleto em 2,72 ppm
atribuido ao H® do fragmento etileno, com valor de integral 2 e 3)=6,6 Hz. No mesmo
fragmento, encontra-se o H® referente ao grupo metileno (N-CH>) com deslocamento quimico
em 3,33 ppm e valor de integral 2,33. Contudo a multiplicidade do sinal deste hidrogénio nao
esta bem definida no espectro, apesar de seu desdobramento sugerir um sinal tripleto. Uma
possivel justificativa para esse desdobramento incerto é a influéncia do momento quadrupolar
do N, que pode causar uma relaxacdo rapida com transi¢cdes amplas nos nucleos de

hidrogénios vicinais.”®

Figura 18 - Espectro *H-RMN do composto 3 - Monoprote¢do da amina (CDCl3 em 400MHz).
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Na regido de 2,44 ppm, observa-se um simpleto do nucleo do H" referente ao grupo
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metil (N-CHs) com valor de integral 3 e em 2,87 ppm observa-se a ressonancia do HY também
referente a grupo metil (N-CHs). Nota-se que o sinal desse metil, HY, apresenta um
deslocamento quimico maior que o do outro grupo metil ligado a amina desprotegida, isso
pode ser devido a esse metil estar mais préximo do grupo do Boc que apresenta alta densidade
eletrdnica. Por fim, os deslocamentos quimicos dos grupos metilas do Boc, H¢, Hf e Hg, sdo
apresentados em 1,45 ppm valor de integral 15,64. Abaixo encontra-se a Tabela 4 com os

dados de ressonancia da Etapa 1.

Tabela 4 - Dados de *H-RMN do composto 3 - Monoprotecdo da amina (CDClz, 400 MHz).

d Nucleo 'H 6 (ppm), multiplicidade, integral
i <]3H3 b 3,33, m, 2,00
a N 0 CH5 © C 2,72, (4=1.6), t, 2,00
H'}'/\c/ Y KCH f d 2,87, s, 3,46
Cﬂs o] CHsg ° efg 1,45, s, 15,64
h 2,44, s, 3,00

A Figura 19 apresenta o espectro do produto bruto de 'H-RMN da Etapa 2 -
Substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2). Esse espectro apresenta alguns desdobramentos
indefinidos devido as condices da sintese, onde um excesso de amina monoprotegida com o
Boc é adicionado a reacdo. Dessa forma, é possivel que algumas ressonancias sejam
provenientes de algum residuo desse reagente. Entretanto, de forma geral, todos os
hidrogénios foram atribuidos, e todos os valores de integral mostraram-se coerentes com o
numero de hidrogénios. Um dos sinais que evidenciam a ocorréncia da reacdo Sn2 é a
ressonancia do HY, correspondente ao grupo metileno (Ar-CHz) em 3,71 ppm com integral 2.
S3do observadas também as ressonancias provenientes do precursor aromatico, cujo espectro
de *H-RMN encontra-se na Figura 48 em Anexo A desse trabalho.

Nota-se um sinal multipleto correspondente ao H? ligado ao aldeido (H-C=0) em 10,32
ppm com valor de integral de 1. Na regido de 7,41 a 7,10 ppm, observam-se os sinais dos
nucleos de H¢ e HP do anel aromético (Ar-H) com valores de integral de 1,00 para ambos. Em
2,62 e 2,27 ppm, encontram-se os H" e H' com sinais de simpleto dos grupos metil (N-CHs) com
valor de integral 3. O grupo metileno (Ar-CH;), conforme esperado, apresenta um maior

deslocamento quimico com um sinal de simpleto em 3,71 ppm e integral de valor 2. Os sinais
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do grupo etileno entre as aminas, H® e Hf, e os sinais dos hidrogénios do Boc, Hi, Hk e H!,

apresentaram valores de integral discretamente alterados. E importante ressaltar que nesse

espectro também se observam as ressonancias de diclorometano em 5,28 ppm (s) e acetato

de etila 4,11 (q), 2,04 (t) e 2,25 (s) ppm, que sao solventes utilizados na sintese e purificacao

desse composto. A Tabela 5 abaixo apresenta os dados de ressonancia da Etapa 2.

Figura 19 - Espectro *H-RMN do composto 5 - Sn2 (CDClz em 400MHz).
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Tabela 5 - Dados de *H-RMN do composto 5 - Sn2 (CDCls, 400 MHz).

6 (ppm), multiplicidade,
integral

Nucleo H
a
b
C
CHgh )
2 r~|1 o) CIJ-I d
N/\/ 3 e
| f CH,k
CH3| O CH3i f
g
h
i
ik |

10,32, m, 1,00
7,10, m, 1,00
7,41, s, 1,00
3,71, s, 2,00
2,87, m, 4,49
3,45, m, 2,41
2,37, s, 3,00
2,62, s,3,00
2,27, s, 3,00
1,45, s, 12,49
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A Figura 20 apresenta o espectro de *H-RMN da penultima etapa da sintese do ligante,
onde é obtido o cloridrato (HL-HCI). Essa analise foi a Unica realizada com dimetilsulfoxido-D6,
pois o sal ndo foi solivel em CDCls. Observa-se o sinal simpleto correspondente ao H? ligado
ao aldeido (H-C=0) em 10,02 ppm com valor de integral de 1. Na regido de 7,70 a 7,68 ppm,
observam-se os sinais dos nucleos de H e H® do anel aromético (Ar-H) com valores de integral
de 1,00 para ambos. Em 2,29 ppm, ha um simpleto do grupo metil (Ar-CH3) com valor de
integral 3. O HY do grupo metileno (Ar-CH), conforme esperado, apresenta um maior
deslocamento quimico com um sinal de simpleto em 4,30 ppm e integral de valor 2. Os
hidrogénios do grupo etileno entre as aminas, H® e Hf (N-CH,), apresentam o mesmo
deslocamento quimico em 3,39 ppm e sinal simpleto, com valore de integral de 4. Apesar de
inesperado, esse deslocamento sera mais bem discutido na apresentacdo do espectro de

HSQC. Na Tabela 6 encontra-se os dados de RMN referente a essa analise.

Figura 20 - Espectro *H-RMN do cloridrato (dimetilsulféxido-D6 em 400MHz).
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Por fim, os sinais dos H" e H' dos grupos metil ligados ao nitrogénio das aminas (N-CHs)
aparecem em 2,71 e 2,59 ppm como simpletos de integral 3, respectivamente. Os sinais do

nucleo de hidrogénio para o grupo fenol (Ar-OH) e N-H ndo foram visiveis; uma possivel
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justificativa para isso é o carater dcido desses hidrogénios que faz com que suas vizinhancas
n3o sejam bem definidas. E importante mencionar que os sinais que aparecem em 5,68 (s),
3,71(s) e 3,16(s) ppm sdo sinais do solvente DCM, dgua e metanol, respectivamente, ainda

presentes no cloridrato.

Tabela 6 - Dados de *H-RMN do cloridrato (dimetilsulféxido-D6, 400 MHz).

6 (ppm), multiplicidade,

Nucleo 'H g
integral
a 10,02, s, 1,00
OH CHzh b 7,68 ()=1.6), d, 1,00
a d e NH, CI" c 7,70 (4J=1,6), d, 1,00
T/\r/ 2 d 4,30, s, 2,00
b ¢ CHai e, f 3,39, s, 4,00
g 2,29,s,3,00
CHsg h 2,71, s, 3,00

i 2,59, s, 3,00

No espectro de RMN 13C na Figura 21, observa-se os sinais de todos os carbonos do
cloridrado. As atribuicGes realizadas confirmam, portanto, a forma¢ao HL-HCl proposto. Logo

abaixo do espectro encontra-se a Tabela 7 com os deslocamentos quimicos desses carbonos.

Figura 21 - Espectro RMN *3C do cloridrato (DMSO-D6 em 400MHz).
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Tabela 7 — Dados de RMN *3C do Cloridrato (CDCls, 400 MHz).

Nucleo 3C 6 (ppm)

Nucleo 3C & (ppm)

a 121,68 h 20,12
OH CHs b 141,18 i 53,38
foo i NH.Cf c 129,72 j 50,93
’ 5 T/\( ’ d 135,26 k 44,19
b CHy e 118,63 | 32,97
c f 157,38 m 43,12
CHsh g 196,96

Com a finalidade de complementar os resultados das analises anteriores, foi realizada

a anadlise para o HL-HCI por RMN HSQC (do inglés, Heteronuclear single quantum coherence

spectroscopy), que correlaciona os nucleos de *H e 13C. Na Figura 22, conforme esperado,

todos os hidrogénios do sal encontram seus carbonos correspondentes. A analise também

confirmou que o sinal em 4,30 ppm no espectro de hidrogénio é de fato oriundo do grupo

etileno, de acordo com a correlagdo desse sinal com os dois sinais do espectro de RMN 3C dos

carbonos correspondentes. Uma imagem ampliada dessa regido encontra-se no Anexo G —

Figura 57.

Figura 22 - Espectro RMN HSQC do Cloridrato (DMSO-D6 em 400MHz).
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Por fim, a Figura 23 apresenta o espectro de 'H-RMN do ligante HL (Etapa 3c). Neste
espectro, ha um sinal simpleto correspondente ao H ligado ao aldeido (H-C=0) em 10,26 ppm
com valor de integral 1. Na regido de 7,40 a 7,13 ppm, observam-se os sinais dos nucleos de
H¢ e H® do anel aromatico (Ar-H), respectivamente, com valores de integral de 1,00 para
ambos. Em 2,46 ppm, ha um simpleto do grupo metil (Ar-CHs) com valor de integral para 3. O
grupo metileno (Ar-CH;) apresenta um sinal de simpleto em 3,63 ppm e integral de valor 2. Os
hidrogénios do grupo etileno (N-CH3) apresentam deslocamentos quimicos de 2,79 e 2,63 ppm
com valores de integral de 2, respectivamente, e desdobramento tripleto. Por fim, os sinais
dos dois grupos metil ligados ao nitrogénio das aminas (N-CHs) aparecem como um simpleto
cada, porém, discretamente sobrepostos em 2,29 e 2,27 ppm respectivamente com valor de
integral de 6. Igualmente no espectro de *H-RMN do HL-HCL, os sinais do ndcleo de hidrogénio
para o grupo fenol (Ar-OH) e N-H n3o foram identificados. E importante mencionar que os
sinais que aparecem em 1,26 (t); 2,05 (s) e 4,13 (g) ppm sdo sinais do solvente acetato de etila
ainda presente no ligante. Abaixo, encontra-se a Tabela 8 com os dados de deslocamento
quimicos presente na molécula do ligante HL. Com excegao dos hidrogénios do grupo etileno,

o espectro ndo apresenta diferenca significativa com o espectro do cloridrato.

Figura 23 - Espectro *H-RMN do ligante HL (CDCl3 em 400MHz).
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Tabela 8 — Dados de *H-RMN do ligante HL (CDCls, 400 MHz).

Nucleo H 6 (ppm), multiplicidade, integral
0 OH a 10,26, s, 1,00

2,63 (3=6,3), t, 2,00
2,44, s, 3,00
2,29, s, 3,00

i 2,27, s, 3,00

a S /E\/NH\ b 7' 13 (41:117)r dl 1100
) o Gk c 7,40 (4=1,7), d, 1,00
¢ CH d 3,63, s, 2,00
&H, e 2,79 (3/=6,3), t, 2,00
& f
g
h

No espectro de RMN *3C na Figura 24, observa-se todos os sinais de todos os carbonos
da molécula, confirmando a formacdo do ligante proposto. Os valores de deslocamentos

quimicos também sdo descritos na Tabela 9.

Figura 24 - Espectro 3C-RMN do ligante HL (CDCls em 400MHz).
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Tabela 9 — Dados de RMN *3C do ligante HL (CDCls, 400 MHz).

Nucleo 13C 6 (ppm) Nuicleo 3C 6 (ppm)
o a 124,82 h 20,27
" | i b 136,89 i 58,29
B NN "en, c 128,08 j 56,37
d b (|3H3 | d 128,91 k 48,96
C':Hs e 122,34 I 36,37
h f 159,30 m 42,00
g 192,49

Também foi realizada a simulacdo computacional de RMN H e 13C para o HL-HCl e para
o ligante final HL. As tabelas com a comparagdo das ressonancias experimental e tedrica
encontram-se nos Anexos D e E ao final desse trabalho. Os valores dos deslocamentos
qguimicos calculados obtidos ndo apresentaram valores idénticos aos valores experimentais;
contudo, seguiram um mesmo padrao quando comparados. Um fato importante a ser
considerado é a presenca das ressonancias dos dois hidrogénios acidos O-H e N-H presente
nas moléculas analisadas (no caso do sal, a presenca de duas ligacdes N-H, por ser um sal
guaternario). Essa ocorréncia é muito interessante, pois, experimentalmente, esses
hidrogénios apresentam dinamica de troca rapida, o que faz com que estes geralmente nao
aparegam no espectro experimental e, quando aparecem, apresentam picos alargados. No
calculo computacional, a dindmica de troca nao é considerada e, portanto, as ressonancias

desses hidrogénios sdo evidenciadas.

iii-) Espectrometria de Massas (MS-ESI):

O HL-HCI obtido também foi analisado por espectrometria de massas (ESI-MS), no
modo positivo, em MeOH. O espectro forneceu a informacado sobre a razdo massa/carga (m/z)
do composto, conforme mostrado na Figura 25. O espectro na parte superior apresenta o
modelo isotdpico tedrico e, no espectro abaixo, € mostrado o espectro experimental.

A analise de MS-ESI do sal obtido apresentou um pico base com razdo massa/carga de
237,1600 m/z e a massa exata tedrica do cloridrato apresenta m/z de 272,1291. Essa alteracdo
entre a m/z da molécula tedrica com o ion experimental pode ser atribuida a perda do ion
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Cl, [M - ClIJ*, que em metanol tende a se dissociar. Outro indicio que o ion cloreto ndo esta
presente no ion molecular é que o Cl apresenta um padrao isotépico facil de reconhecer e, na
sua presenca, seria exibido um par de linhas separadas por 2 Da e em abundancia relativa de

3:1 do pico base m/z,2° o que visualmente n3o é notado.

Figura 25 - Espectro MS-ESI do cloridrato tedrico (superior) e experimental (inferior).
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Conforme mostrado nos espectros, a massa acurada apresentou valor de 237,1600 m/z
e a massa exata tedrica é 237,1603 m/z. Com esses valores, foi realizado o calculo de grau de
exatiddo (degree of accuracy) para esta analise, conforme a férmula a seguir, e o valor
apresentado foi de 1,26 ppm, sendo este um valor bem abaixo da faixa aceitavel em
publicacdes em revista cientificas.® O erro da medida é calculado a partir massa
monoisotdpica (massa calculada a partir da massa exata do is6topo mais abundante). Na

Figura 26, encontra-se ilustrado a proposta do processo de ionizacdo para o cloridrato.

Am (erro da medida, Da) = Mycyrada — Mexata
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Am = |237,1600 — 237,1603| = 0,0003 Da

Onde:
Mexata = Massa exata (tedrica)

Macurada = Massa acurada (experimental)

Am
Grau de exatiddo = 10 x —— = 1,26 ppm

mexata

Figura 26 — Proposta de processo de ionizagdo MS-ESI para o cloridrato.

Ol OH (‘3H3 O| OH C|:H3
+
N/\/NH20| N/\/N H,

| |
CH3 [M - CIJ* = [ M - 34,9688 m/z] CHs

CHy CHj

Férmula molecular: C13H21CIN,O, Férmula molecular: C13H27N402

massa exata (tedrica): 272,1291 m/z massa exata (tedrico): 237,1603 m/z
massa acurada (experimental): 237,1600 m/z

iv-) Espectroscopia no UV-Vis:

Para nivel de comparacdo com o espectro de absorcdo no UV-Vis do complexo, que sera
mostrado mais a frente neste trabalho, foi medido o espectro de absor¢cdo no UV-Vis
experimental e a simulacao calculada do espectro do ligante. As simula¢cdes foram feitas a
partir das funcdes do tipo time-dependent density functional theory (TDDFT), as quais
permitiram observar quais transi¢cdes eletronicas ocorrem no ligante. O espectro calculado
apresenta bandas que sdo constituidas por varias transicOes eletrénicas; contudo, é
importante destacar que as transi¢des cujas contribuicdes para o espectro sdo menores que
20% nao foram consideradas. O espectro encontra-se na Figura 27, onde a linha vermelha é o
espectro experimental e a linha azul é o espectro simulado. No Anexo K, na Figura 64,
encontra-se uma imagem ampliada dos MOs envolvidos nas transicdes eletronicas.

As energias dos orbitais destacados sdo apresentadas em valores de eV. A primeira

banda de alta intensidade é observada préxima de 218 nm, o qual apresenta como transicao
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eletrénica dominante HOMO—->LUMO+1 com carater m = 1t *. A segunda banda de intensidade
média encontra-se por volta de 257 nm, correspondendo a transicdao dominante HOMO-
3->LUMO, e também apresenta carater m = 1 *. Em geral, em todas as transi¢cdes eletrénicas
observadas nesse espectro, os elétrons saem de estados mais deslocalizados e vao para
estados mais localizados. Finalmente, a ultima banda de menor intensidade é observada por
volta de 339 nm e é proveniente da transicggo HOMO—->LUMO com carater t - 1 *. Esses sdo
os orbitais de fronteira e, portanto, os orbitais reativos na molécula. A Tabela 10 encontra-se

os dados das transicOes eletronicas.

Figura 27 - Espectro de UV-Vis do ligante HL experimental e tedrico, com energias em eV.
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Tabela 10 - Dados das transi¢Ges eletronicas para o espectro de UV-Vis do ligante HL.

- Carater da transi¢ao Comprimento de onda
Estado Transicao . .
(sugerido) experimental (nm)
01 63 HOMO - 64 LUMO nomn* 339
03 60 HOMO-3 - 64 LUMO n>mn* 257
06 63 HOMO - 65 LUMO +1 m>mn* 218
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4.2 Complexo

4.2.1 Reagao de Complexac¢ao

No mecanismo de sintese do complexo de rénio, era esperado que ocorresse uma
reacao de substituicdo, onde os ligantes aqua do complexo precursor, [Re(OH2)3(CO)s]*, fossem
substituidos pelos trés dtomos o-doadores (N, N’ e O) dos sitios de ligacdo do ligante HL.
Apesar do ligante possuir trés potenciais atomos doadores, 0s nossos resultados mostraram
que o metal se coordenou de forma bidentada (somente pelas aminas), permanecendo,
portanto, o oxigénio fendlico protonado e ndo coordenado, diferente da expectativa de
coordenacgao tridentada facial.

Conforme destacado no Esquema 11, é esperado que as ligacdes Re-CO do fragmento
fac-{Re(CO)s}* ndo sejam quebradas, pois estas ligacdes sdo fortes devido ao caradter de
retrodoacao metal-ligante (ligantes CO sdo m aceptores) e ao fato de o Re* e o CO serem um
acido e uma base macios. Em contrapartida, em razdo da inércia do nucleo fac-{Re(CO)s}*, os
ligantes aqua sdo facilmente substituidos por grupos funcionais de ligantes com carater mais
bésicos; por exemplo, as aminas.*>*®

Outras informacgdes adicionais para entender melhor as propriedades estruturais dos
complexos sdo os aspectos termodinamicos e cinéticos da reacdo. De acordo com a literatura,
a formacgdo do complexo em estudo, [ReBr(CO)s3(HL)], é termodinamicamente favoravel por
apresentar grupos aminas, que sdo doadores ¢ fortes e que estabilizam o fragmento fac-
{M(CO)s}* (M = Re(l) e **™Tc(1)),**® e também por se coordenar a um ligante polidentado, o
gue atribui, ndo s6 uma maior estabilidade termodindmica, mas também cinética. O complexo
é também cineticamente inerte devido a alta Energia de Estabilizacdo do Campo Ligante
(EECL), por ser um complexo de metal d® spin-baixo.8? Os fatores eletrdnicos e estéreos
também influenciam na reatividade, considerando que o raio do metal Re é menor devido aos
efeitos de contracdo lantanidica sofridos na 32 serie de transicao e, portanto, comparavel ao

raio do Tc.83

69



Dissertacdo de mestrado

CH;
- 5 -
CHg

co

G

#, \\N--umH
4y WV
co ':,,‘. “,\\‘

\\\\-‘:)Hz ) / l\
o L™ 0 OH N MeOH
Re_ Br + \CHs 1 =
/ \ refluxo, 90 °C, 60 min - s

CHy

Esquema 11 - Sintese do complexo de rénio.

4.2.2. Caracterizacao do complexo

Para a caracterizacdo do complexo foram realizadas as anélises por IV, RMN H, UV-Vis
e difracdo de raios X. Para este ultimo, devido ma qualidade dos cristais, o valor do fator R1
(fator referente a concordancia perfeita das intensidades calculadas e observadas no cristal)®
ficou acima do aceitavel, ndo sendo possivel a obtenc¢ao das tabelas de angulos e distancias de
ligacao para a discussao; contudo, foi realizado o refinamento da estrutura cristalina e foi

obtida a tabela com os dados cristalograficos do complexo.

i-) Infravermelho:

A analise do espectro de absorcdo no IV do complexo foi de grande importancia, pois
se pode verificar a presenca das bandas do ligante HL e o aparecimento de novas absorc¢des,
sendo uma forte evidéncia para a formacao do complexo em estudo. Na Figura 28, observa-se
a permanéncia da banda de forte intensidade do aldeido em 1647 cm™ e das bandas em 2924
e 2854 cm atribuidas, respectivamente, aos estiramentos C=0 e C-H. Nota-se também uma
banda discreta em 3441 cm?, atribuida ao estiramento da liga¢gdo O-H do fenol. Dois aspectos
gue evidenciam a ocorréncia da complexacao entre o ligante HL e o metal é o aparecimento
das bandas de estiramento N-H de amina secundaria e de estiramento dos grupos carbonil. O
estiramento N-H é observado como uma banda estreita e de intensidade média em 3240

cm™ e atribuido ao N-H da amina secundéaria coordenada ao Re, onde, diferentemente do
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espectro do ligante, demonstra que o ambiente quimico desse grupamento é bem definido e
sem possibilidade de ligagdo de hidrogénio. O aparecimento das bandas de estiramento, um
simétrico e dois assimétricos, dos grupos carbonil sdo observados em 2019, 1905 e 1880
cml, respectivamente, confirmando a presenca dos trés ligantes CO faciais no complexo
recém-sintetizado.”’” Diferente do espectro do ligante HL e seu cloridrato, foi observada apenas
uma banda de intensidade média na regido de deformacdo C-N, em 1041 cm, e essa
ocorréncia pode ser devido a coordenacdo dos grupamentos aminas. Por fim, vé-se uma banda
em 1462 cm™ que, conforme discutido anteriormente, podem ser decorrentes da deformacéo
angular do grupo etileno (-CH;-CH3-), uma banda C=C de estiramento de aromaticos ou uma
banda de deformamacdo N-CHs.””

A simulagdo computacional do espectro de abor¢do no IV do complexo de rénio
apresentou uma boa correlacdo com o espectro experimental, conforme mostrado na Figura
54 - Anexo C. As bandas das carbonilas, que sao o diferencial mais importante entre o espectro
do complexo e do ligante, foram calculadas com valores de absorcdo similares ao espectro
experimental, evidenciando a formag¢ao do complexo. Um fato interessante a ser considerado
é que a estrutura do complexo hexacoordenado apresenta isomeria fac. Com o intuito de
comparacao, foi realizado uma simulagdao computacional para o complexo hexacoordenado
precursor, [Re(OH3)3(CO)s]Br, considerando as duas isomerias: facial (fac) e meridional (mer)
para as carbonilas (vide estrutura e espectro simulado nas Figuras 55 e 56 no Anexo C). Péde-
se verificar que as absorcGes para o complexo com simetria mer apresentam bandas mais
distantes uma das outras e menos intensas quando comparada com o espectro experimental
e tedrico do fac-tricarbonil (vide espectro experimental do complexo [Re(OH3)3(CO)s]Br na

Figura 49 no Anexo B), sendo esta, condizente para a forma¢ao do complexo com isomeria fac.
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Figura 28 - Espectro de Absorgdo na regido do IV do complexo de rénio (pastilha de KBr).
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ii-) Ressonancia Magnética Nuclear *H:

Na Figura 29, apresenta-se o espectro de *H-RMN do complexo de rénio sintetizado.
De forma geral, observa-se a complexacdo do ligante ao metal. Neste espectro,
diferentemente do valor de deslocamento quimico do ligante HL, observa-se o sinal em 9,87
ppm para o H? correspondente ao aldeido (H-C=0), com valor de integral de 1. Em 11,37 ppm,
observa-se o sinal do fenol no H' com integral 1. Este mesmo sinal é observado no espectro de
'H-RMN do precursor do ligante, 2-hidroxi-3-clorometil-5-metilbenzaldeido (em Anexo A —
Figura 48), sendo este um forte indicio de que o oxigénio do grupo fenol ndo se coordenou ao
rénio. Na regido de 7,42 e 7,39 ppm, observam-se os sinais dos nucleos de H® e HP do anel
aromatico (Ar-H) com valores de integral de 1 e desdobrados como dupletes com J = 1.8 Hz
para ambos. Os deslocamentos quimicos, as multiplicidades e valores de integrais dos

hidrogénios encontram-se na Tabela 11.
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Figura 29 - Espectro *H-RMN do complexo de rénio (CDCls em 400MHz).
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Tabela 11 — Dados de 'H-RMN do complexo de rénio (CDCls, 400 MHz).

Nucleo *H 6 (ppm), multiplicidade, integral

a 9,87,s,1,00

b 7,39 (4J=1,8 Hz), d, 1,00

c 7,42 ()= 1,8 Hz), d, 1,00

d 4,86 (2J= 13,5 Hz), d, 1,00

d' 4,35 (%= 13,5 Hz), d, 1,00

3,47 (3Je,s=3,4, 2e,e = 13,0, e, ¢ = 13,0 Hz), td, 1,00

e' 2,24 (Uere = 13,0, 3Je, 6= 1,4, 3Je; ¢ = 3,0 Hz), ddd, 1,00

f 3,32 (U5 =13,0,3%e=3,4, 3 e = 1,4 Hz, 3Jr = 3,4 Hz),
dtd, 1,00

£ 2,85, (Yr,s=13,0, 3Jp,e = 13,0, 3Jr,e = 3,0, 3Jp, i« = 13,0 Hz),
qd, 1,00

g 2,35, s, 3,00

i 3,10, s, 3,00

h 3,08, s, 3,00

j 11,37,s, 1,00

k 3,57, m, 1,00
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Os hidrogénios do metileno (Ar- CH;) e do grupo etileno do complexo, se comparados
com 0s mesmos grupos presente no ligante, foram os que apresentaram as diferengas mais
significativas, o que evidencia a ideia de uma complexacdo em modo bidenteado (apenas pelas
aminas). Devido ao novo ambiente quimico em decorréncia da coordenacgao, eles sdao agora
hidrogénios diastereotdpicos e, portanto, ndo s30 mais quimicamente equivalentes. O HY e H¥
do grupo metileno (Ar-CHz), conforme esperado, sdo mais deslocados e se apresentaram como
dois dupletos em 4,88 e 4,32 ppm com J = 13,5 Hz com integral total de 2.

Os hidrogénios do grupo etileno ligados as aminas quirais (N-CH2-CH2-N), apresentaram
0s sinais mais complexos. Os H¢, H®, Hf e H apresentaram sinais em 3,47, 2,24, 3,32, 2,85 ppm,
respectivamente, e desdobramentos distintos para cada um. As ressonancias apresentaram
valores de integral 1 e se correlacionam com os hidrogénios do grupo etileno. Os
acoplamentos e desdobramentos desses hidrogénios serdo mais bem discutidos mais a frente
no texto.

Os sinais dos dois grupos metila ligados ao nitrogénio da amina (N-CHs), os H" e Hi,
aparecem como um simpleto cada um, em 3,10 e 3,08 ppm. Contudo, os sinais encontram-se
levemente sobrepostos, e quando integrados juntos, apresentam integral com valor 6. Ha
também um sinal de simpleto para o H& do grupo metil (Ar-CHs) em 2,35 ppm com valor de
integral 3. Por fim, é observado o sinal do H* (N-H) em 3,49 ppm. Essa ressonancia se mostra
com um desdobramento de multipleto largo, provavelmente devido ao acoplamento com os
Hf e H" (N-CH3) e H" (grupo metil), identificado no espectro de RMN COSY. A ressonancia do
solvente H,0 aparece nesse espectro em 1,55 ppm.

Na Figura 30, é apresentada a regido ampliada que se encontram os hidrogénios
diastereotdpicos do complexo: a) HY e HY; b) referente aos hidrogénios H¥, He e Hf; ¢) referente
ao hidrogénio Hf e d) referente ao hidrogénio H¢. A atribui¢do das integrais e as correlagbes
desses hidrogénios diastereotdpicos foram realizadas através da interpretacdo dos espectros
de RMN HSQC, COSY e DEPT-135, que confirmam a presenca da estrutura do complexo
proposto; contudo, a dinamica espacial desses hidrogénios que influencia nos
desdobramentos nao estd totalmente elucidada, mas esses desdobramentos serdo melhor
discutidos a seguir no texto.

Conforme observado na molécula do complexo, os hidrogénios e, €/, f, f’ apresentam,
em teoria, desdobramento de duplo duplo dupleto (ddd), mas devido a sobreposi¢cdo de
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algumas ressonancias e acoplamentos com outros hidrogénios préximos ao grupo etileno,
alguns sinais ndo apresentam, experimentalmente, esse desdobramento. Outro fator a ser
considerado é que esses hidrogénios se encontram em uma conformacado de anel rigido de 5
membros formados devido a coordenac¢do das duas aminas ao metal; por isso, a mobilidade

desses hidrogénios é reduzida e seus ambientes quimicos bem definidos.

Figura 30 - Espectro *H-RMN do complexo de rénio (CDCls em 400MHz).
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Os hidrogénios diastereotdpicos do fragmento etileno do complexo apresentam
desdobramentos diferentes uns dos outros, conforme mostrado; contudo, as suas constantes
de acoplamento nas diferentes ressonancias se equivalem. O H® apresenta ressonancia em
3,47 ppm e apresenta um desdobramento de tripleto de dupleto, com valores de constantes
3, = 3,4 Hz e 2Je, e = 13,0 Hz e 3Je,# = 13,0 Hz. O H% apresenta sinal em 2,24 ppm e um
desdobramento de ddd com %Je; e = 13,0 Hz, 3Je, ¢ = 1,4 Hz e 3Je, ¢ = 3,0 Hz. Nota-se que para o
acoplamento entre He/He' € Her/He as constantes se equivalem. Para a identificagdo dos valores
de acoplamento do H¢ foi utilizado o programa INMR. O Hf apresenta sinal em 3,32 ppm com
um desdobramento de dupleto de tripleto de dupleto e com valores de constantes % ¢ = 13,0

Hz, 3Jt e = 3,4 Hz, 3J e = 1,4 Hz e 3Js « = 3,4 Hz. Por fim, o H", com deslocamento quimico em
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2,85 ppm, apresenta um desdobramento de quarteto de dupleto, que possui intensidade
relativa de pico 1:3:3:1. Os valores de constante para este hidrogénio s3o 2Jg,s = 13,0 Hz, 3J¢, e
=13,0 Hz, 3Jr,e = 3,0 Hz, 3J¢,« = 13,0 Hz. Novamente, nota-se que as constantes de acoplamento
entre os hidrogénios em ressonancias diferentes sdo equivalentes. Uma caracteristica desses
hidrogénios é a ocorréncia de um fendbmeno cinético em regime intermedidrio lento; ou seja,
esses hidrogénios ndo comutam entre si com facilidade.®> Para uma melhor compreensido
desse fendbmeno, seria necessario um estudo mais aprofundado, onde se mede vdrios
espectros de RMN em uma janela ampla de temperatura. Dessa forma, com o aumento de
temperatura, essa comutacado seria mais rapida, modificando os sinais de ressonancia e, talvez,
facilitando a atribuicdo das mesmas. Na Tabela 12 a seguir, encontram-se os dados para a

comparacao das ressonancias do ligante HL e do complexo sdo apresentados.

Tabela 12 — Comparativo entre os dados de *H-RMN do ligante HL e do complexo de rénio.

Ligante HL Complexo de Re
Nulilleo 6 (ppm),irr::::::llladade, Nulilleo 6 (ppm), multiplicidade, integral
a 10,26, s, 0,96 a 9,87, s,1,00
b 7,13 (4=1.8), d, 1,00 b 7,39 (4=1.8 Hz), d, 1,00
c 7,40 (4/=1,8), d, 1,00 c 7,42 (4=1,8 Hz), d, 1,00
d 3,643, s, 2,00 d 4,86 (%=13,5 Hz), s, 1,00
d' 4,35 (4=13,5 Hz), s, 1,00
e 2,79 (3J=6,3), t, 2,00 e 3,47 (3Je,5=3,4, %e,e = 13,0, 3Je,# = 13,0 Hz), td, 1,00
e' 2,24 (Yeye = 13,0, 3et = 1,4, 3e, ¢ = 3,0 Hz), ddd, 1,00
3,32 (U =13,0,3e=3,4, 3 e =1,4Hz, 3 =3,4
f 2,63 (3/=6,3), t, 2, 00 f Ha), dtd, 3,00
£ 2,85, (Ur,1=13,0, *Jr,e = 13,0, 3, = 3,0, *Jp,k = 13,0
Hz), qd, 1,00
g 2,45, s, 3,00 g 2,35, s, 3,00
h 2,29, s, 3,00 h 3,10, s, 3,00
i 2,29, s, 3,00 i 3,08, s, 3,00
N3o é visualizado no espectro j 11,37, s, 1,00
N3o é visualizado no espectro k 3,57, m, 1,00

Uma das principais evidéncias de complexacdo é o aparecimento dos hidrogénios com
desdobramentos diferentes; por exemplo, no ligante HL, o fragmento metileno (CH;-Ar) é
apresentado como um simpleto em 3,63 ppm e, no complexo, esse sinal é apresentado como

dois dupletos em 4,86 e 435 ppm. Outro fator é o aparecimento de hidrogénios
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diastereotdpicos, que devido a complexacdo, apresentam ambientes quimicos diferentes.
Foram realizados diversos tipos andlises de RMN com o objetivo de entender melhor os
acoplamentos presentes no espectro de *H e certificar a formag¢do do complexo em estudo. As
atribuicdes das ressonancias sé foram possiveis devido a esse amplo estudo realizado. Os
resultados dessas andlises serdo mostrados a seguir. Na Figura 31, é apresentado o espectro
de ressonancia magnética nuclear de 3C referente ao complexo de rénio, onde todos os
carbonos foram atribuidos. De acordo com a literatura, os carbonos referente ao nucleo fac-
{Re(CO)s}* aparecem geralmente entre 188 e 200 ppm no espectro de 3C-RMN,*> 8 mas
devido ao rénio possuir momento de quadrupolo alto, os ndcleos de *3C relaxam muito répido,
0 que causa o alargamento do sinal.®” Para uma melhor visualizacdo desses sinais, seria
necessario uma amostra mais concentrada e um maior tempo de aquisicdo. Na tabela 13, é

apresentado os deslocamentos quimicos do carbono no RMN 3C.

Figura 31 — Espectro de RMN 3C do complexo de rénio (CDCls em 400MHz).
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Tabela 13 — Dados de RMN 3C do complexo de rénio (CDCls, 400 MHz).
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Nucleo 3C & (ppm) Nucleo 3C 6 (ppm)

a 120,74 h 20,21
b 142,84 i 57,79
c 128,97 j 58,76
d 134,87 k 53,82
e 120,50 | 44.90
f 159,05 m 51.59
g 196,55

Na Tabela 14, os dados dos deslocamentos quimicos de RMN *3C do ligante HL e do
complexo sao mostrados de forma comparativa. Observa-se que, de modo geral, os sinais do
complexo sdo levemente deslocados quando comparados com as ressonancias do ligante, e

isso também é observado nos espectros de *H-RMN.

Tabela 14 — Comparativo entre os dados de RMN 3C do ligante HL e do complexo de rénio.

Ligante HL complexo de Re
Nucleo 3C & (ppm) | Nucleo 3C 5 (ppm)
A 124,82 a 120,74
B 136,89 b 142,84
C 128,08 c 128,97
D 128,91 d 134,87
E 122,34 e 120,50
F 159,30 f 159,05
G 192,49 g 196,55
H 20,27 h 20,21
| 58,29 i 57,79
J 56,37 i 58,76
K 48,96 k 53,82
L 36,27 | 44.90
M 42,00 m 51.59

Na Figura 32, encontra-se o espectro de correlacdo de RMN HSQC que foi de extrema
importancia para a atribuicdes de todos hidrogénios do *H-RMN aos seus respectivos carbonos
do RMN 13C, principalmente os hidrogénios diastereotdpicos. No espectro de *H-RMN os Hée
He n3o apresentam sinais vizinhos (H®=3,46 ppm e H®=2,25 ppm), e essa atribui¢io foi

realizada apds a correlacdo apresentada no RMN de HSQC. De forma similar, as atribuices das
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ressonancias H' e H s foram possiveis apds essa correlagdo. Os hidrogénios diastereotdpicos
estdo ilustrados com uma faixa colorida no espectro abaixo: azul para os H4 e HY; vermelhos
para os H® e H¥, e verde para os Hf e H". No Anexo G — Figura 56, encontra-se a ampliacdo da

regido colorida do espectro abaixo para maior clareza.

Figura 32- Espectro RMN HSQC complexo de rénio (CDCls em 400MHz).
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No espectro de RMN COSY (do inglés, Correlated Spectroscopy) na Figura 33, p6de-se
correlacionar os espectros *H versus 'H e, dessa maneira, verificar quais hidrogénios interagem
um com o(s) outro(s) na presente molécula. Na Tabela 15, encontra-se a rela¢cdo dos
acoplamentos mais relevantes: os hidrogénios do grupo etileno (em azul) e da amina
secunddria (em verde) que, desde o inicio, foram motivo de muitas duvidas nas suas
atribuicées e no modo com o qual estdo desdobrados. As imagens ampliadas da regido onde
se encontram os hidrogénios diastereotdpicos se encontra ao final desse texto, no Anexo H —

Figuras 57 e 58.
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Figura 33 - Espectro RMN COSY complexo de rénio (CDCls em 400MHz).
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Tabela 15 - Acoplamentos dos hidrogénios diastereotdpicos (azul), da amina secundaria (verde).

CH3h

Hidrogénios| H® H® Hf Hf H"

Hk
He
He
Hf
Hf

Na Figura 34 é mostrado o espectro de RMN DEPT-135 que péde nos confirmar, como
esperado, a presenca dos metilenos e dos grupos metil presente no complexo. E importante
lembrar que carbonos quaternarios ndo aparecem no espectro de DEPT-135; portanto, os
carbonos C?, C¢, C¢ e Cf ndo se encontram no espectro abaixo. Com os estudos de RMN foi
possivel a identificacdo, atribuicdo das integrais, e a identificacdo dos desdobramentos e

acoplamentos presente na estrutura do complexo, evidenciando a formagao do mesmo.
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Figura 34 - Espectro RMN DEPT-135 do complexo de rénio (CDCI3 em 400MHz).
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Por fim, foi realizado a simulacdo computacional de RMN H e 3C para o complexo de
Re e as tabelas com a comparacdo das ressonancias experimentais e teéricas encontram-se no
Anexo F. Igualmente como ocorrido com a simulagdo para o ligante HL e para o seu cloridrato,
os valores dos deslocamentos quimicos tedricos obtidos ndo sao idénticos aos valores
apresentados experimentalmente. No entanto, o calculo apresenta as mesmas quantidades
de ressonancias e seguem o mesmo padrao dos valores de ressonancias apresentadas
experimentalmente. Um fato importante a ser considerado é a presenca das ressonancias para
os trés grupos carbonila (CO) no 3C-RMN nos dados da simulac3o tedrica. Experimentalmente,
essas ressonancias apresentam os maiores valores de deslocamentos quimicos e, quando
observados, apresentam intensidade bem baixa. As simula¢cdes computacionais de RMN foram
coerentes com os valores deslocamentos quimicos esperados para as ressonancias

experimentais, o que atribui confiabilidade a simulacao.

iii-) Espectrometria de Massas (MS-ESI):

O complexo em estudo foi analisado por ESI-MS no modo positivo, em MeOH. O
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espectro forneceu informacdes sobre a massa do composto, conforme Figura 35, onde o
espectro superior na imagem é o experimental, enquanto o espectro inferior se refere ao
modelo isotdépico calculado. E de relevancia ressaltar que na natureza ha dois isétopos do
rénio: o ®’Re (62,6%) e o 8°Re (37,4%); portanto, o pico mais alto no espectro deve
corresponder ao '8’Re, cuja atribuicdo serd discutida, e o pico que antecede este corresponde

ao isotopo #Re que, devido a menor abundancia, possui intensidade menor também.

Figura 35 - Espectro de Massas (ESI-MS) do complexo de rénio experimental (superior) e tedrico (inferior).

RCZS_190612_RF_C 31 (0.544) TOF MS ES+
100- 507.0923 3.60e4
505.0886
B
508,1039 529.0814
527.0854
‘ 545.0563
G T T T T T T T T T T T T T T L TTT T T L T T
460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
RCZS_190612 RF_C (0.034) TOF MS ES+
507.0930 5.24e12]
100
505.0002
™~
L
508.0961
G T T T T T ‘ (I T T T T T T T T T T T T T m
460 470 480 450 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

O espectro do produto obtido apresenta um pico principal relacionado ao *®’Re com
razdo massa/carga (m/z) de 507,0923 e ao seu lado esquerdo, encontra-se o pico do '8°Re em
505,0886 m/z. A alteracdo da massa monoisotopica tedrica de 586,0113 m/z com a
experimental de 507,0923 (m/z) pode ser atribuida a perda de um ion Br’, [M - Br]*, durante a
ionizacdo da molécula,*! resultando no ion molecular apresentado. Nota-se que ao perder
um Br a espécie complexa fica positivamente carregada e é entdo detectada em modo

positivo. Assim, os sinais experimentais em m/z 505,0902 e em 507,0923 estdo em boa
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concordancia com os valores esperados para a espécie [Ci6H20N20sRe]* - ou seja, quando o
complexo perde um ion Br-.

De acordo com a figura 36, a massa acurada é 507,0923 m/z e a massa exata tedrica é
507,0930 m/z. Dessa maneira, foi realizado o calculo de grau de exatiddo, com a mesma
formula do item 4.1.2 desse trabalho, e esse apresentou valor de 1,38 ppm. O erro da medida
¢ calculado a partir massa monoisotdpica. Na Figura 36, encontra-se a proposta do processo

de ionizacdo para o complexo de rénio.

Figura 36 — Proposta de processo de ionizagdo MS-ESI para o complexo de rénio.

L

\
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Férmula molecular: C,;H,,BrN,O-Re
massa exata (teérica): 586,0113 m/z massa exata (teérica): 507,0930 m/z
massa acurada(experimental): 507,0923 m/z

iv-) Difracdo de raios X

Foram realizadas diversas tentativas de recristalizacdo logo apds a sintese do complexo,
utilizando varias combinacdes de solventes, assim como utilizando solventes puros. Os
monocristais foram obtidos em metanol por evaporacdo lenta. Foram realizadas varias
medi¢oes de DRX dos monocristais obtidos; entretanto, na maioria das vezes, ndo foi possivel
o refinamento do modelo devido a baixa qualidade dos mesmos. Por fim, foi realizado o
refinamento isotrépico onde se obteve a estrutura do complexo sintetizado. Entretanto, o
refinamento anisotrépico nao foi estavel, resultando em um alto valor do parametro R1, nao
sendo possivel obter valores precisos das distancias e angulos entre os 4tomos na estrutura
cristalina. A imagem da estrutura cristalina referente ao refinamento isotrépico do complexo

de rénio encontra-se na Figura 37. Outras imagens de diferentes perspectivas da estrutura

83



Dissertacdo de mestrado

cristalina e da célula unitaria encontram-se no Anexo J.

Figura 37 - Representacdo ORTEP 50% de probabilidade do complexo de rénio.

A estrutura cristalina do complexo apresenta grupo espacial P2/n e duas moléculas do
complexo na unidade assimétrica, as quais sdo apresentadas na Figura 38 gerada pelo software
Mercury. Como se pode observar, a unidade assimétrica contém o metal Re () coordenado as
aminas do ligante HL e ao ion brometo, resultando em um complexo com carga neutra,
conforme predito pela andlise de condutimetria (item 3.2). Mesmo sem os dados precisos de
angulos e distancias de ligacdo, é possivel obter algumas informacdes da estrutura
cristalografica. Conforme mostrado na Figura 37, é evidenciado que os atomos de oxigénio
formam ligacdo de hidrogénio (por exemplo, O do aldeido e O-H do fenol). E observada
também a posicao dos hidrogénios diastereotdpicos presentes na molécula, confirmando a
interacdo desses com os hidrogénios vicinais e geminais, o que corrobora os resultados de
RMN. Conforme observado, cada um desses hidrogénios possui uma vizinhanga diferente
devido a configuracdo espacial do complexo; isso justifica os acoplamentos visto nos espectros
de RMN apresentados. Conforme mencionado, a estrutura apresentada encontra-se apenas
com refinamento isotrépico, contudo é irrefutdvel a geometria de coordenacdo e formacado do
complexo em estudo. Os dados cristalograficos do monocristal encontram-se na Tabela 29 do
Anexo |, ao final desse texto.
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Figura 38- Representagdo Mercury do complexo de rénio.

v-) Estrutura eletrénica e Espectroscopia eletronica de UV-Vis:

Com intuito de corroborar as analises dos espectros experimentais no UV-Vis, foram
realizadas simula¢des computacionais, onde se calculou as energias dos orbitais moleculares
e se atribuiu quantitativamente as transices eletronicas do complexo de rénio e a energia em
que elas ocorrem em eV (eletronvolts). Para melhor compreensdo dos resultados e das
simulacdes realizadas, € mostrado, na Figura 39, a sobreposicdo dos espectros experimentais
de UV-Vis do ligante HL, do complexo de rénio e do complexo precursor [Re(OH3)3(CO)s3]Br.
Vale notar que os espectros foram medidos com solucdes em MeCN com as mesmas
concentragdes para que as intensidades das absor¢des sejam comparaveis.

Na figura 39, para o espectro do complexo precursor (curva preta), observa-se bandas
de baixa intensidade na regido do UV. O fato de as transicGes estarem localizadas na regido do
UV sugere uma alta EECL, tipica de complexos de metal d®. Na curva azul, encontra-se o
espectro do complexo de rénio. A complexacdo causa deslocamentos discretos das absorcées
do ligante para regides de menor energia e o surgimento de uma quarta absorcdo (préxima a

218 nm).
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Figura 39 - Espectro de absorgao na regido do UV-Vis para o complexo de rénio, ligante puro HL e o sal
fac[Re(H20)3(CO)s]Br.

[Re(OH,),(CO),IBr  —

Complexo 1
Ligante

Intensidade (u.a.)

l L | | I | l I L I
200 250 300 350 400 450 500 550 600

Comprimento de Onda (nm)

Apds a obtengao dos dados da estrutura cristalina do DRX, foram realizados os calculos
computacionais. Dessa maneira, foi possivel otimizar a estrutura para a obtencdo das
informacdes de estrutura eletrGnica do complexo e ligante proposto. Os dados dos métodos,
otimizagdes e funcionais utilizados para os calculos estao descritos no item 3.3. Na Figura 40,
pode-se visualizar a sobreposicdo do espectro experimental e calculado no UV-Vis, e na
imagem seguinte (Figura 41), é possivel verificar em tamanho ampliado dos orbitais
moleculares envolvidos nas transicOes eletronicas.

Conforme observado nas imagens abaixo, 5 transi¢cGes eletronicas foram encontradas
com contribuicdo maior que 20% (conforme descrito em métodos, item 3.3, foram
consideradas apenas transicdes eletrénicas que apresentaram contribuicdo maior de 20% para
a absorcdo). Na tabela 16, encontram-se resumidos os dados dessas transi¢cdes. As transicdes
eletronicas foram atribuidas com base nos MOs calculados e se p6de notar que as transicées
136 = 140 (351 nm) e 133 = 140 (256 nm) ocorrem nos orbitais moleculares do ligante,
demostrando um carater t = m*. Essas transi¢des sao similares as transi¢cdes do espectro de

UV-Vis do ligante na Figura 24 e envolve MOs semelhantes. As transi¢cdes seguintes, de maior
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energia, comecam a apresentar participacdo dos orbitais do metal, conforme observado nas

transicdes 139 - 141 (234 nm) e 136 - 14 (226 nm). Para essas transi¢des, sugere-se um

carater de transferéncia de carga dos tipos MLCT (do inglés, metal-to-ligand charge transfer)

e LMCT (do inglés, ligand-to-metal charge transfer),

respectivamente. Por fim, observa-se a

transicdo de maior energia, 139 - 144 (em 214 nm), onde se observa no MO uma transicdo

com possivel carater MLCT.

Tabela 16 - Dados das transi¢Oes eletronicas para o espectro de UV-Vis do complexo de rénio.

Carater da transicdao

Comprimento de onda

Estado Transicao (sugerido) (nm)
01 136 HOMO-3 - 140 LUMO > n* 351.13
11 133 HOMO-6 - 140 LUMO > n* 256.35
19 136 HOMO-3 - 141 LUMO+1 LMCT 226.51
25 139 HOMO - 141 LUMO+1 MLCT 234.35
30 139 HOMO - 144 LUMO+4 MLCT 214.31

Figura 40 - Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis para o complexo de rénio experimental e tedrico.
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Figura 41 — Ampliacdo dos estados e orbitais moleculares (MOs) envolvidos nas transi¢des eletrénicas do
complexo de rénio.
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Alguns fatos podem ser considerados para a discussao do espectro de absor¢dao no UV-
vis calculado em relacdo ao experimental. No espectro calculado, na regido de 300 nm, hd uma
banda de menor intensidade que ndo é visivel no espectro experimental. No espectro
experimental, entre 310 e 290 nm, aproximadamente, ha um vale, e este se encontra acima
da linha de base, sugerindo que possa haver uma banda coalescida, em concordancia com o
espectro calculado. Por este motivo, foi realizada a deconvolugao do espectro experimental
(Figura 62 em Anexo K) a fim de verificar a presenca de alguma banda nessa regido. No
espectro deconvoluido do complexo, p6de-se notar o aparecimento de uma banda difusa
(linha tracejada amarela) entre 350 a 210 nm. O maximo dessa banda se aproxima do maximo
da transicdo calculada em 234 nm, o que sugere que essa banda deconvoluida possa ter
participacdo nessa transicao eletrénica e, portanto, ainda ndo esclarecendo a banda em 300
nm do espectro calculado.

O aparecimento da banda no espectro de UV-Vis calculado na regido de 300 nm pode

ser explicado pelo fato de que, para a simulacdo dos espectros, foram utilizadas 40 raizes para
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a determinacdo do numero de estados de transicdo eletronica, e essa quantidade excessiva de
raizes pode gerar artefatos no espectro (por exemplo, maiores intensidades ou transi¢cdes
inexistentes). Mesmo assim, tendo considerado os aspectos supramencionados, os calculos
realizados foram importantes para a determinagdo e atribuicdo das bandas no espectro.
Duvidas referente ao carater de transicdo poderiam ter sido esclarecidas com maior precisao;
para tal, seriam necessarios calculos mais aprofundados que demandariam um maior tempo
e processamento computacional. No entanto, é evidente a boa correlacdo entre os espectros

tedrico e experimental.
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5 CONSIDERAGOES

O ligante HL e o seu cloridrato foram obtidos com sucesso e com rendimento de 90%.
A principio era esperado que a rea¢do ocorresse em uma Unica etapa, contudo, devido a baixa
pureza do material obtido, a sintese foi realizada em trés etapas que envolveram: a
monoprotecdo do precursor diamino com o Boc, uma Sn2 e uma etapa de desprotecdo, onde
obteve-se o HL-HCI e o ligante HL. As caracterizagbes realizadas confirmam a formagao do
produto proposto, que pode ser utilizado na complexagdao com outros metais em diversas
aplicacdes na quimica.

O complexo de rénio também foi obtido satisfatoriamente, com rendimento de 43%.
Inicialmente, esperava-se obter o complexo de rénio coordenado aos trés sitios de ligacdo do
ligante HL tridentado, (O, N e N’); entretanto, formou-se o complexo coordenado apenas pelas
aminas, permanecendo o oxigénio fenélico ndo coordenado. As caracteriza¢des realizadas, em
especial o estudo de RMN, demostraram de maneira muito esclarecedora a sua formacgdo. Nao
foi possivel uma discussdo aprofundada sobre os angulos e distancias de ligacdo pela analise
de DRX realizada devido aos defeitos do cristal; entretanto, a obtencdo daimagem da estrutura
cristalina do complexo, juntamente com a tabela com os dados cristalograficos, confirma de
forma ainda mais contundente a formacdo do complexo e a sua geometria de coordenacao.
Os cdlculos dos espectros de absor¢do no UV-Vis e a obtencdo dos orbitais moleculares
envolvidos auxiliaram na discussdo das transicGes eletronicas presentes no espectro
experimental, com os quais se pdde sugerir o carater de transferéncia eletrénica para as
transicGes. Por fim, a analise de MS-ESI de alta resolucao confirmou, com precisdo, a massa
dos compostos. Dessa forma, foi finalizada a primeira parte desse trabalho com énfase nas

sinteses do ligante e complexo inéditos na literatura, conforme proposto para esse projeto.
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SECAO I
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Materiais

Na tabela 17, sdo apresentados os produtos quimicos utilizados nas marcacdes e

analises pds marcagao presente nesse trabalho.

Tabela 17 - Produtos quimicos utilizados na marcagdo com o *™MTc.

Reagente Teor Procedéncia
Acido cloridrico 1 M - Synth
Acido Trifluoroacético (TFA) Merck
Borano carbonato de sédio - Concedido pelo Dr. Anténio M. R. Paulo
Boro-hidreto de sddio - Sigma Aldrich
Carbonato de sédio 99,50% Vetec
Frasco a vacuo - Hypofarma
Pertecnetato de sédio - Gerador **Mo/**™Tc
Solugdo salina - Hypofarma
Solugdo tampao carbonato pH 8,5 Preparada no Lab
Solugdo tampdo PBS pH 7 Preparada no Lab
Tartarato de sddio e potassio - Synth
Tetraborato de sédio. 10H,0 - Sigma Aldrich

6.2 Instrumentacao e Caracterizacao dos materiais

As etapas deste trabalho que envolveram o uso de materiais radioativos foram
realizadas sob a supervisdo do Dr. Fabio L. N. Marques, no Instituto de Radiologia da Faculdade

de Medicina-USP no Hospital das Clinicas — SP (HC-FMUSP).

Analise por HPLC

As radiomarcacdes foram analisadas em dois equipamentos de HPLC (High
performance liquid chromatography). Para anadlise dos produtos das marcacdes, da avaliacdo
de estabilidade do [*°™Tc(OH.)s3(CO)s]* e dos produtos das reacdes em micro-ondas, foi

utilizado um cromatografo da Shimadzu, controlado pelo software Class P, equipado com um
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analisador de cintilacdo em fluxo da Perkin Elmer - Radiomatic 610TR, controlado pelo
software ProFSA. Para as analises de avaliagdo e comparagao de tempo de retengao (TR) entre
a amostra “fria” de rénio e “quente” de tecnécio-99m, foi utilizado o Sistema HPLC 1260
Infinity 1l LC System (Agilent, Holanda).

As condi¢cdes gerais utilizadas nas andlises para ambos os HPLCs para as
radiomarcacgdes foram:

Coluna: Synergi-Hydro-RP 80 A (250 mm x 4.6 mm x 4um) © Phenomenex
Deteccdo na regido do UV: 254 nm para os ligantes e complexos de Re.

Fase movel: Foram utilizadas as fases méveis: (A) Solucdo aquosa de TFA 0,1 % e (B)
solugdo em acetonitrila de TFA 0,1%. As proporg¢des utilizadas nas corridas cromatograficas
foram: 80% da fase (A) de 0 a 1 minuto, seguido de aumento gradual da proporgdo da fase (B),
de 1 a 10 minutos, até atingir a proporcao 20:80% (A:B); em seguida, seguiu-se em modo
isocratico de 10 a 25 minutos com a mesma proporgao e, de 25 a 30 minutos, retornou-se a

condicdo inicial. Na Figura 42 é ilustrado o perfil de gradiente da eluicdo realizada.

Figura 42 - Curva de gradiente da elui¢ao utilizada no HPLC.

Curva do gradiente de eluigao
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Contador Gama Automatico
Amostras sodlidas (tiras de papel impregnada com material radioativo) ou liquidas
(coeficiente de particdo) tiveram a radioatividade mensurada em um detector de radiacdo, do

tipo poco com cristais de Nal(Tl), Hidex, Finlandia.
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Radiomarcagdes

Todos os procedimentos que envolveram a manipulagdo de fontes radioativas
ndo-seladas foram realizados de acordo com as regras de protecdio com minima
exposicdo a radiacdo e cuidados apropriados. As manipulacdes das solucdes de *°™Tc foram
feitas usando barreira de protecdao de chumbo. Os frascos contendo as solugdes radioativas
foram mantidos em contentores de chumbo com a espessura adequada e manipulados com

pincas longas. A atividade maxima das solucdes foi de 7,4 GBq (200 mCi).
6.3 Métodos de sintese

Preparacdo do complexo [**™Tc] Tecnécio-triaqua-tricarbonil — [**™Tc (OH2)3(CO)s]*

- 1+ Em um frasco de vidro, do tipo penicilina, foram
cO

adicionados 5,5 mg de boroidreto de sédio, 4 mg de carbonato

co OH,

/,
"”'m, de sddio e 20 mg de tartarato de sédio e potassio. O frasco foi

/ \ fechado com rolha de borracha e lacrado com cinta de

co aluminio. Através de um sistema de agulhas, o frasco foi

saturado com mondxido de carbono (CO), com o fluxo de gas

10 sendo mantido por 30 minutos. Em seguida foram adicionados
1 mL de solugdo de pertecnetato de sédio, com atividade entre 30 e 35 mCi, e a solugdo foi
aquecida durante 30 minutos a temperatura de 100 °C. Apds esse periodo, deixou-se a solucao
esfriar a temperatura ambiente. A solugao final apresentou pH =11, e o valor foi ajustado para
pH 8,5 ou 7. Para pH 8,5, adicionou-se 200 pL de uma solucdo tampao carbonato e 100 ulL de
HCl 1 M; para pH = 7, adicionou-se 120 pL de HCI 1 M. No Esquema 13 é apresentado um
esquema geral de preparacdo do complexo de tecnécio, [*°™TcCI(CO)3(HL)], com as diferentes

adicoes de solucdo tampao: carbonato (pH 8,5) ou PBS (pH 7).

Estudo da estabilidade do complexo [*°™Tc] Tecnécio-99m-triaqua-tricarbonil -
[*°™Tc(OH2)3(CO)s]*

Para o estudo de estabilidade foi utilizada a solugdo com pH = 7 resultante da etapa
anterior de preparacdo do [*°™Tc(OH)3(CO)s]*. A solucdo foi dividida em 2 frascos do tipo

penicilina (A e B). A amostra A ficou reservada em temperatura ambiente e a amostra B foi
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aquecida por 30 minutos. Ambas as amostras foram armazenadas em condi¢cdes ambientes

por 6 horas e, apds esse periodo, injetadas no HPLC.

Preparagdo do complexo [**™TcCl(CO)s(HL)] pH 8,5

Em dois frascos de vidro, do tipo penicilina, um com 1 mg e o outro com 5 mg do ligante
HL, foram adicionados 150 pL de solu¢do de [**™Tc(OH2)3(CO)s]* pH 8,5 e 200 uL de solugdo
tampao carbonato pH 8,5. Os vidros foram tampados com tampa de borracha e lacrados com
uma cinta de aluminio. As solugbes foram aquecidas durante 30 minutos a temperatura de
70°C e, depois, foram deixados para esfriar a temperatura ambiente e, em seguida, injetada

no HPLC.

Preparacdo do complexo [**™TcCI(CO)s(HL)] pH 7

Em dois frascos de vidro do tipo penicilina, um com 1 mg e o outro com 5 mg do ligante
HL, foram adicionados 150 pL de solu¢do de [**™Tc(OH,)3(CO)s]* pH 7 e 200 pL de solucdo
tampao PBS pH 7. Os vidros foram tampados com tampa de borracha e lacrados com uma cinta
de aluminio. As solu¢des foram aquecidas durante 30 minutos a temperatura de 70 °C e,
posteriormente, foram deixadas para esfriar a temperatura ambiente e, em seguida, injetada

no HPLC.

Preparacdo do complexo [**™TcCl(CO)s(HL)] pH 7 com aquecimento em micro-ondas

Em um frasco de vidro, do tipo penicilina, foi adicionado 150 pL de solucdo de
[®°™Tc(OH2)3(CO)3]* pH 7, 1 mg do ligante HL, e 200 pL de solu¢do tamp3o PBS pH 7. O vidro foi
tampado com tampa de borracha. A solucdo foi irradiada no reator de micro-ondas (100 W) e
em seguida foi injetada no HPLC. Esse procedimento foi realizado quatro vezes, variando as

condicOes de tempo e temperatura: 1 minutos e 5 minutos, nas temperaturas de 37 °C e 70°C.

Eletroforese em papel do complexo [**™TcCI(CO)s3(HL)] (pH 7 e 1 mg)

A eletroforese foi realizada em uma cuba para eletroforese horizontal previamente
lavada com agua Mili-Q e preenchida com solucdo eletrolitica de PBS (1 M, pH 7,4). Fitas de
papel Whatman n° 1 com 1,5x28 cm foram umedecidas na prépria mistura de solugdes e
fixadas na cuba; uma gota do radiocomplexo foi depositada no meio da fita e a uma tensao de
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280 V foi mantida por 1,5 horas. As fitas foram secas, cortadas em segmento de 1,0 cm, e a
radioatividade foi medida em um contador de radiagdo gama tipo pogo. Os resultados sdo

apresentados como porcentagem (%) de radioatividade total por distancia (cm) da fita.

Determinagdo do log P (pH 7 e 1 mg)

A lipofilicidade do composto [*°™TcCI(CO)3(HL)] foi avaliada pela determinagdo do
coeficiente de particdo (log Po/w) no sistema bifasico n-octanol/PBS 0,1 M (pH 7,4), usando o
método de multiplas extragdes. Uma mistura de 1 mL de PBS 1 M (pH = 7,4) e 1 mL de n-
octanol foram mantidos sob agitacdo em vortex por 1 min. 100 plL do produto radiomarcado
foram adicionados, e a mistura foi agitada novamente em vortex por 1 min. A mistura
resultante foi centrifugada por 2 minutos. Trés aliquotas de 100 uL de cada fase (triplicata),
aquosa e organica, foram coletadas e tiveram a radioatividade medida em contador tipo pogo
de radiacao y. O coeficiente de particdo ( Pow) foi calculado da seguinte forma:

Pojw = C1/C2
Onde:
C1 = radioatividade na fase organica (n-octanol)

C2 = radioatividade na fase aquosa (PBS 1M)

O resultado do logaritmo do quociente com log Posw € representa a lipofilicidade do composto,
onde:

Log de P < 0, a substancia apresenta um carater hidrofilico.

Log de P =0, a substancia apresenta um carater hidrofilico e lipofilico.

Log de P > 0, a substancia apresenta um carater lipofilico.%8

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para uma melhor compreensao dos resultados, é interessante abordar previamente
algumas caracteristicas estruturais do radiocomplexo. Para a preparacdio do complexo
precursor é utilizada uma soluc3o salina e sais redutores, que promovem a reducdo do *™TcO4
para [*™Tc(OH2)3(CO)s]*, conforme ilustrado no Esquema 12. Nota-se que, diferente da

preparacido do complexo precursor de rénio, na preparacdo do >°™Tc-tricarbonil ndo hd ions Br-
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presentes nos reagentes precursores, e sim ions ClI" provenientes da solucdo salina. Dessa

maneira, o complexo precursor de [*°™Tc(OH;)3(CO)s3]* terd o cloreto como contra-ion.

OH, |
osmreo, . COBHe | HO- ||:' OH, |
30' 95°C o™ [ ~co
co |
> 98%

Esquema 12 - Preparacio do complexo precursor [**™Tc(OH.)3(CO)s]".

A preparagao do complexo [TcCI(CO)s3(HL)]* ocorre pela substituicdo de duas moléculas
de H,0 do complexo [Tc(OH3)3(CO)s]* pelos grupos amina do ligante, conforme demonstrado
no Esquema 13.
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Esquema 13 - Esquema de preparagdo geral dos complexos *™Tc.

Conforme descrito na literatura, a reacao do precursor [Tc(OH2)3(CO)3]* com um ligante
bidentado neutro resulta em um complexo, também neutro, de composicio geral
[®°™TcCl(CO)3(L)];418%°0 sendo assim, o complexo sintetizado nesse trabalho possui a formula
[TcCI(CO)3(HL)]. O cloreto coordenado ao ®°™Tc pode ser substituido por outros ligantes
permitindo a coordenacdo com moléculas de solvente como H,O, MeOH e MeCN, por
exemplo. Em meio bioldgico, o ligante Cl" tende a ser lentamente trocado, e isso pode levar,

em certos casos, a reatividade cruzada em outros locais de coordenac¢do no meio fisiolégico.*!
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Isso pode resultar em um tempo de permanéncia desfavordvel do radiocomplexo no
organismo, o que pode ser uma desvantagem para a farmacocinética de radiocomplexos
bidentados.3® Contudo, diversos trabalhos se mostraram promissores com ligantes
bidentados.”> > Uma outra alternativa utilizada é a substituicio prévia do Cl por uma
biomolécula, o que confere uma maior especificidade do radiocomplexo.8%°2

Por fim, uma outra caracteristica importante deste radiocomplexo em estudo é que,
além da sua aplicacdo como possivel radiofdrmaco, ele também possui um sitio para
bioconjugacdo; ou seja, ele também pode funcionar como um quelato bifuncional (BFC, do
inglés, bifunctional chelate), que se liga ou é propositalmente direcionado para um alvo
bioldgico especifico, conforme ja discutido no item 1.3 desse trabalho. Contudo, a sintese e a
bioconjugacdo em biomoléculas ndo foram realizadas nesse trabalho, sendo essa uma etapa

futura desse projeto.

7.1 Avaliacao da marcag¢ao do radiocomplexo e pureza radioquimica

7.1.1 Avaliagdo da Sintese do [**™Tc(OH.)3(CO)s]Cl

O complexo precursor, [**™Tc(OH,)s3(CO)s]Cl, utilizado na marcacdo, foi preparado
seguindo protocolo previamente descrito na literatura,3**! e ilustrado no Esquema 13. A
eficiéncia da marcacdo foi avaliada por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Na Figura 43,
pode-se observar o perfil cromatdgrafico para o precursor [*°™Tc(OH,)s3(CO)s3]Cl que
apresentou pureza radioquimica de 98,78 %.

0 *°™Tc-tricarbonil foi obtido com 98,78% de rendimento e com tempo de retencdo de
10,40 min. O pertecnetato (*°™TcO4’) saiu com tempo de retenc¢do de 3,80 min. O controle da
pureza radioquimica do precursor é importante pois, durante o processo da reacao de reducdo
do *°™TcO4 para [*°™Tc(OH2)3(CO)s]*, pode ser formado subprodutos de reacdo ocasionado por
efeito de pH, temperatura, luz, produtos de reacdes incompletas, agentes redutores e/ou
oxidante presentes, entre outros. Esses subprodutos podem interferir na marca¢ao com o
ligante.3° Durante esse processo de sintese duas impurezas radioquimicas podem ser
formadas: o pertecnetato-99m, proveniente da ndo reducdo do metal, e o éxido de tecnécio

[®°™TcO;], resultante da reducdo do radiometal que ndo se coordenou.®3
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Figura 43 - Radiocromatograma do complexo precursor [**™Tc(OH2)3(CO)s]Cl.
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Foi realizado também um estudo de estabilidade da reacdo de reducdo do *°™TcO4 para
[®°™Tc(OH2)3(CO)s]*, avaliando o efeito da temperatura no complexo precursor. Na Tabela 18,
pode-se observar os valores da concentracdo dos produtos envolvidos na reacdo. Nota-se que,
apos 6 horas de reacdo, houve uma diminui¢do da concentracdo de [**™Tc(OH2)3(CO)s]*, sendo
este convertido novamente a ®™TcO4". N3o se sabe ao certo o motivo pelo qual ocorre essa
reacao inversa, mas este comportamento foi observado em todos os estudos de estabilidades
realizados com **™Tc-tricarbonil. Também é observado que, com o aumento da temperatura,
a concentracdo de [*°™Tc(OH,)3(CO)s]* diminui; é possivel que o oxigénio presente no eluente
cause a oxidacdo do radiocomplexo, convertendo-o em *°™TcO4 hovamente. Na Figura 44,
encontram-se ilustrados os radiocromatogramas desses estudos de estabilidade. O
cromatograma em vermelho se refere ao momento logo apds a reacdo de reducdo de *°™TcOy4
para [®™Tc(OH2)3(CO)s]*, o verde se refere a injecdo apds 06 horas de marcacdo e sem

aquecimento, e o azul se refere a injecao apds 06 horas e vinte minutos com aquecimento de

80° C.
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Tabela 18 - Estabilidade da marcacdo do [**™Tc(OH2)3(CO)s3]Cl.

B Proporgao Relativa %
tempo apés

PH eluigio (h) temPeratura [*™TcO4] [*™Tc(OH2)s(CO)s]C
(TR =5,2 min) (TR=9,1 min)

11 0 25°C 13,2 86,8

7 06:00 25°C 20,76 79,24

7 06:20 80° C 50,41 49,59

Figura 44 - Avaliacdo da estabilidade da marcacdo do [**™Tc(OH.)3(CO)s]Cl.
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7.1.2 Avaliagdo da Sintese do [**™TcCI(CO)s(HL)]

Apds o controle da pureza do precursor, foi realizada a marcac¢do do [**™Tc(OH3)3(CO)s]*
com o ligante HL a 25 °C. Os parametros avaliados na marcacdo foram a variacdo de massa e
pH. Os resultados podem ser vistos na Tabela 19, e os radiocromatogramas encontram-se nos
Anexos L.

Ao se sintetizar um possivel radiofarmaco, é desejavel que a quantidade do ligante a
ser utilizado seja pequena, diminuindo a possibilidade de efeitos tdxicos do ligante. Embora os
complexos que foram preparados com maior massa de ligante (5 mg) tenham fornecido o
maior rendimento de marcacdo, a reacdo realizada com 1 mg em pH = 7 também apresentou
um bom resultado, atingindo quase 80% de pureza radioquimica. Essa massa e valor de pH

foram considerados para as marcagdes seguintes.
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Tabela 19 - Parametros de avaliacio para as marcac¢des do complexo [**™TcCI(CO)s(HL)].

Proporgao Relativa %

PH  massa [*™TcO,] [*™Tc(OH_)(CO)s]Cl [*™TcCI(CO)s(HL)]
(TR entre 3,5 a2 4,30) (TR entre 10,0 e 10,50) (TR entre 13,1 2 13,7)
7 1mg 6,44 14,3 79,26
7 5mg 8,37 11,62 80,0
85 1mg 9,13 20,06 70,81
85 5mg 9,60 7,23 83,17

Devido a impossibilidade da caracterizacao fisico-quimica convencional (IV, RMN, EM,
PF, etc) para os complexos de *°MTc, tendo em vista de serem obtidos na concentracdo de
10° M, e que todos os isétopos do tecnécio sdo radioativos, a caracterizacdo estrutural do
complexo foi realizada por andlise de eletroforese, para determinacao de carga, e co-injecao
no HPLC dos complexos [*°™TcCl(CO)3(HL)] e [ReBr(CO)s(HL)], este ultimo tendo sido
previamente caracterizado pelos métodos classicos de analise. A comunidade cientifica aceita
gue, com a concordancia nos tempos de retencdo observados em detector de radiacdo e UV-
Vis, respectivamente, pode-se afirmar pela similaridade das estruturas.?® Na Figura 45, sdo
apresentados os cromatogramas dos complexos. Na parte superior, estd mostrado o
cromatograma do complexo frio de Re, com registro no comprimento de onda de 254 nm e,
na parte inferior, o complexo quente de **™Tc, registrado no detector de radiac3o.

Na Figura 46, encontra-se a sobreposi¢cdo dos cromatogramas obtidos em diferentes
detectores acoplados ao HPLC: UV-Vis em 254 nm para o complexo de rénio e de radiagao y
para o complexo de ?°™Tc, ambos nas mesmas condi¢des cromatogréficas (descritas no Item
8.2). A diferenca no valor dos tempos de retencdo observada, sendo 19,54 min para o
complexo “frio” e 18,79 min para o “quente’, pode ser justificado por efeito de massa, tendo
em vista que a concentracio da espécie radioativa é da ordem de 1x10°> menor que o complexo
de Re. Além disso o detector de radiacdo tem uma sensibilidade e resposta muito maior que
o do UV, e pode iniciar a deteccdo antecipadamente. Dessa maneira, pode-se dizer que os
complexos se equivalem. O pico em 4,25 min é referente ao tempo de retencdo do **™TcOy’,
sugerindo portanto, que o precursor pertecnetato ndo tenha sido totalmente reduzido a

[*°MTc(OH,)3(CO)s]*.

101



Dissertacdo de mestrado

Figura 45- Cromatogramas dos complexos [ReBr(CO)3(HL)], analisado por UV-Vis a 254 nm (superior) e
[**™TcCI(CO)s(HL)] (inferior).
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Figura 46 - Sobreposicdo dos radiocromatogramas dos complexos de **™Tc e Re.
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Também foi realizada a marcacdo mantendo a massa de 1 mg e pH = 7 com irradiacdo
em micro-ondas, variando a temperatura e tempo de irradiacdo, com o intuito de verificar se
hd um aumento da pureza radioquimica e para avaliar se essas marcagbes ocorrem a
temperatura do corpo humano. Na Tabela 20 se encontram os dados da marcacdo. Os

radiocromatogramas encontram-se no Anexo M desse trabalho. Conforme esperado, tanto a
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variacdo de temperatura quanto a variacdo no tempo de irradiacdo por micro-ondas
influenciam na concentracdo final do complexo de *™Tc em estudo; com o aumento da
temperatura e do tempo de irradiacdo, ocorreu também um aumento da eficiéncia de

marcagao.

Tabela 20 - Avaliacio para as marcac¢des do complexo [**™TcCI(CO)s(HL)] em microondas.

Proporgao Relativa %

tempo de
Irradiaco T (°C) [®*™TcO4] [%*™T¢(OH,)s(CO)s]Cl [®*™TcCI(HL)(CO)s]
(TRentre 3,6 a3,7) (TR entre 9,6 a 10,3) (TR entre 13,1 2 13,2)
1min 37°C 2,37 76,51 21,12
1 mim 70°C 3,79 23,48 72,74
5min  37°C 4,56 51,86 43,58
5min 70°C 5,94 15,18 78,88

Nao foi possivel a avaliar a estabilidade do complexo marcado para este trabalho;
contudo, poOde-se realizar a avaliacdo de alguns fatores fisico-quimicos como o pH, a
lipofilicidade e carga da molécula, que sdo de extrema importancia para a sintese de farmacos.
Essas caracteristicas interferem diretamente no comportamento das moléculas no organismo.
O pH pode interferir de forma significativa na eficiéncia da marca¢do e pode ocasionar a
formacdo de complexos com estruturas quimicas e comportamentos diferentes do esperado
na sua biodistribuic30.%® Entretanto, para que ocorra a absorc¢do, o radiofdrmaco precisa
atravessar a membrana bioldgica, sendo a lipofilicidade do farmaco um dos principais
parametros para avaliacdo dessa propriedade. Os farmacos que apresentam caracteristicas
lipossoluveis tendem a sofrer melhor absorcdo que os farmacos hidrossolluveis, pois a
penetrabilidade de moléculas lipossoltiveis na membrana celular é maior.’>* Com a finalidade
de conhecer o meio ao qual o complexo em estudo possui melhor afinidade, foram realizados
testes de coeficiente de particdo (log P), e pode-se observar um carater lipofilico da
radiomolécula [*°™TcCl(CO)3(HL)]. A lipofilicidade do radiocomplexo foi determinada e o
resultado é apresentado na Tabela 21. Determinou-se para este complexo log P igual a 0,32,

confirmando uma tendéncia ao carater lipofilico desse potencial radiofarmaco.
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n-Octanol Atividade (cpm)
Fragdo 1 1478234
Fragao 2 1487268
Fracao 3 1504738
Média Ao = 1490080
Agua (PBS pH 7,4)
Fragao 1 708340
Fragao 2 690673
Fracao 3 722975
Média Aa=707329,3
logP = ﬁ
Aa
log P =0,32

A carga de um radiofdrmaco também é uma caracteristica importante a ser
considerada, isso porque moléculas com carga sdo mais polares que as neutras, interferindo,
portanto, na afinidade de ligagdo nos sitios biolégicos. Conforme caracterizagao realizada com
o complexo congénere de rénio, que apresenta condutividade zero, é bastante provavel que o
radiocomplexo com o tecnécio também nado apresente carga.

Com o intuito de avaliar a presenca de carga na radiomolécula, foi realizada analise de
eletroforese. A eletroforese é uma técnica utilizada no controle de qualidade de
radiofarmacos®® e auxilia na separacdo de moléculas inorganica de acordo com a sua carga,
enquanto é aplicado um potencial de aproximadamente 280 V.°> Para fins de avaliacdo e
comparac3o, foi realizada a anélise para as moléculas: *™TcO4’, usado como referéncia e
possui perfil eletroforético conhecido; complexo precursor [**™Tc(OH,)3(C0O)s]* e o complexo
em estudo [**™TcCl(CO)s(HL)]. No texto encontram-se as Figuras 47, 48 e 49 mostrando o perfil
de carga das radiomoléculas.

Na eletroforese, a taxa de migracao é diretamente proporcional a carga, e a migracao
da espécie catiOnica estd voltada para o catodo, enquanto que a da espécie anibnica estd
voltada para o 4nodo.% Considerando essas informacdes, os complexos seguiram um perfil
eletroforético esperado. O pertecnetato, na Figura 47, que possui carga -1, seguiu em direcao

104



Disserta¢do de mestrado

ao anodo. J& na Figura 48, o complexo precursor [?°™Tc(OH,)3(C0)s]* se deslocou para o cétodo.
Nesta figura aparece também o perfil eletroforético do *MTcOs; isso significa que este
composto esta presente na solugdo. Por fim, na Figura 49, temos o perfil de eletroforese do
complexo em estudo [**™TcCl(CO)s3(HL)], que possui o pico com um maximo na distancia zero,
confirmando a sua neutralidade, conforme esperado, ja que o complexo de rénio também nao

apresenta carga. Nesta figura também é observado o pico de impureza do *°™TcOy4".

Figura 47 - Perfil de eletroforese do ®°™TcO4 (em solucdo de PBS).
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Figura 48- Perfil de eletroforese do [**™Tc(OH2)3(CO)3]* (em solugdo de PBS).
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Figura 49- Perfil de eletroforese do [*°™TcCI(HL)2(CO)s] (em solucdo de PBS).
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Por fim, as analises para o radiocomplexo realizadas foram condizentes com as
caracterizacOes realizadas com o complexo analogo de rénio apresentadas no item 4.2.2 deste
trabalho. Os resultados das analises estdo de acordo com as caracteristicas que influenciam
na concepcdo de novos radiofarmacos,®® sendo este, portanto, um candidato a radiofarmaco,

conforme proposto nesse trabalho.
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8 CONCLUSOES

A marcacdo do radiocomplexo de tecnécio-99m, [**™TcCl(CO)s(HL)], foi realizada com
sucesso. A pureza radioquimica analisada por HPLC apresentou rendimento préximo aos 80%,
considerando as condi¢des de pH =7 e massa de 1 mg do ligante HL. A utilizacdo de uma massa
maior de ligante (5 mg) ndao melhorou significativamente o rendimento de formac¢do do
complexo e esta condicdo ndo foi levada adiante. Os resultados das marcacées com irradiacdes
em micro-ondas apresentaram rendimentos similares as marca¢des realizadas com
aquecimento convencional, e indicaram que a sintese realizada em uma maior temperatura
favorece o aumento do rendimento. A avaliagdo da estabilidade do complexo precursor,
[®°™Tc(OH2)(CO)s]*, indicou que este sofre degradacdo com o aumento da temperatura. N3o
foi possivel a realizacdo de ensaios biolégicos in vivo e in vitro; contudo, foram realizadas
anadlises de parametros fisico-quimicos de lipofilicidade e carga dos compostos, e os resultados
sdo adequados para um bom radiofarmaco utilizado em diagndstico de doencas e disfuncgdes.
Os resultados obtidos foram coerentes com as anadlises realizada para o congénere nao

radioativo de rénio, demostrando a equivaléncia das estruturas.
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9 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos até o momento, do ponto de vista da radiomarcagao, permitem a

continuacdo do trabalho buscando alcangar os seguintes objetivos:

1- Completar os estudos comparando o sistema de aquecimento por micro-ondas e
aquecimento convencional, buscando melhorar o rendimento de marcagao;

2- Desenvolver um sistema de purificacdo, pés-marcacdo, baseado em mini-colunas (SEP-
PAK) para rapida e eficiente purificacdao do produto para disponibilizacdo para ensaios
em sistemas bioldgicos;

3- Realizar estudos de conjugacao do ligante bifuncional HL a biomoléculas (peptideos e
anticorpos), tanto na forma pré-complexada com *°™Tc, quanto na forma livre para
posterior marcagao;

4- Realizar ensaios em linhagens celulares de tumores para avaliar potencial utilizacdao em
diagndstico, tanto da forma do composto [*°™TcCI(CO)3(HL)], quanto na forma
conjugada com biomoléculas especificas;

5- Sejustificado pelos ensaios em células, desenvolver modelos para estudos em animais.
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ANEXOS

Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear *H: 2-hidroxi-3-clorometil-5-metilbenzaldeido

(Anexo —A)

Figura 50 — 'H-RMN do precursor 2-hidroxi-3-clorometil-5-metilbenzaldeido.
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o) OH a Tabela 22 - Dados do *H-RMN do precursor 2-hidroxi-3-clorometil-5-
b ‘ e metilbenzaldeido (CDCls, 400 MHz).
Cl
Nucleo *H 6 (ppm), multiplicidade, integral
c d
a 11,24, s, 1,00
b 9,86, S, 1,00
CH, f
c 7,46 (J=1,8), d, 1,00
d 7,34 (J=1,8), d, 1,00
4,67, S, 2,00
f 2,35, s, 3,00
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Espectroscopia no Infravermelho — Espectro experimental para o complexo precursor

fac-[Re(OH)3(CO)s]Br (Anexo — B)

Figura 51 - Espectro de absorgdo na regido do IV do complexo precursor [Re(OH,)s(CO)s]Br (pastilha de KBr).
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Espectroscopia de absor¢ao no Infravermelho - Sobreposi¢cao dos espectros experimental e

tedrico do cloridrato (Anexo — C)

Figura 52 - Sobreposi¢do dos espectros de absorcdo na regido do IV do cloridrato: tedrico e experimental.
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Figura 53 - Sobreposi¢do dos espectros de absorgdo na regido do IV do ligante HL: tedrico e experimental.
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Figura 54 - Sobreposi¢do dos espectros de absorcdo na regido do IV do complexo de Re: tedrico e experimental.
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Figura 55 - Sobreposi¢do dos espectros de absorgdo na regido do IV do complexo de Re: tedrico e experimental
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Figura 56 - Estruturas dos isobmeros tricarbonil fac e mer.
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Comparacao entre os dados de ressonancia magnética nuclear experimental e tedrico para

cloridrato (Anexo — D)

Tabela 23 - 'H-RMN Comparagdo entre valor das ressonancias experimental e simulagdo tedrica do cloridrato.

Ntcleo *H Shiftexp)  Shift(teo)
a 10,02 9,77
b 7,68 7,01
o frsh c 7,70 9,49
a : N/e\f/NH2 cl d 4,30 5,08
b c éHai e 3,39 2,86
f 3,39 3,09
CHgg g 2,29 2,58
h 2,71 2,56
[ 2,59 2,57
O-H Nao aparece 7,21
N-H N&o aparece 3,5
N-H N&o aparece 18,73

Tabela 24 - 13*C-RMN Comparac3o entre valor das ressonancias experimental e simulag¢do tedrica do cloridrato.

Nucleo 13C  Shift(exp) Shift(teo)

a

-oQ -~ 0O QO 60 T

3

121,68 168,46
141,18 171,042
129,72 164,92
135,26 155,81
118,63 155,79
157,38 191,62
196,96 200,57
20,12 38,95
53,38 71,25
50,93 76,05
44,19 65,83
32,97 54,26
43,12 66,16
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Comparacao entre os dados de ressonancia magnética nuclear experimental e tedrico para

ligante HL (Anexo — E)

Tabela 25 - 'H-RMN Comparacao entre valor das ressonancias experimental e simulacio tedrica do ligante HL.

Nucleo *H 8 (PPM)(exp) 8 (ppmM)teo)
a 10,26 9,55
b 7,13 6,34
c 7,40 7,72
d 3,63 3,69
e 2,79 2,56
f 2,63 2,81
g 2,44 2,21
h 2,29 2,57
i 2,27 2,12

N-H ndo aparece 1,78
O-H nao aparece 13,80

Tabela 26 - *C-RMN Comparacio entre valor das ressonancias experimental e simulac3o tedrica do ligante HL.

OH
f ' ] NH
g a IT/\k/ \(I:HB
d b CH,
m
C
CH
h 3

Ndcleo 3¢ & (PPM)(exp) & (ppm)(reo)
a 124,82 130,991
b 136,89 136,825
c 128,08 132,948
d 128,91 135
e 122,34 124,629
f 159,30 167,95
g 192,49 186,747
h 20,27 28,976
i 58,29 60,603
j 56,37 67,122
k 48,96 59,285
I 36,27 41,104
m 42 46,626
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Comparacao entre os dados de ressonancia magnética nuclear experimental e tedrico para

complexo (Anexo — F)

Tabela 27 - 'H-RMN Comparag3o entre valor das ressonancias experimental e simula¢do teérica do complexo de

Re.
?H“d“ & (pPM)exp) & (PPM)iteo)

a 9,87 9,366
b 7,39 6,181
c 7,42 7.27
d 4,86 5,442
q 4.35 4,316
o 3,47 3,894
e’ 2,24 1,726
f 3,32 2,765
f 2,85 2,73
g 2,35 213
h 3,10 2.8

i 3,08 2,81
j 11,37 14,166
k 3,57 4,246

Tabela 28 - 1*C-RMN Comparac3o entre valor das ressonancias experimental e simulagdo tedrica do complexo

de Re.
Nucleo . . Nucleo . .
13¢ Shlft(exp) Shlft(teo) 13¢ Shlft(exp) Shlft(teo)
a 120,74 123,287 i 57,79 68,281
b 142,84 145,24 j 58,76 64,916
C 128,97 133,72 k 53,82 62,208
d 134,87 139,139 [ 44,90 45,076
e 120,50 125,527 m 51,59 52,266
nao
f 159,05 168,809 CcoO aparece 192,433
nao
196,55 187,067 CcoO aparece 199,946
nao
h 20,21 28,484 CO aparece 200,525
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Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear HSQC - Complexo rénio

Figura 57 - Ampliacdo do espectro RMN HSQC do cloridrato (CDClz em 400MHz).

Dissertacdo de mestrado

(Anexo — G)
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Figura 58 - Ampliacdo do espectro RMN HSQC complexo de rénio (CDCI3 em 400MHz).
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Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear COSY - Complexo rénio

(Anexo — H)

Figura 59 — Ampliacdo do espectro RMN COSY complexo de rénio (CDCl3 em 400MHz).
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Figura 60- Ampliacdo do espectro RMN COSY complexo de rénio (CDCls em 400MHz).
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Difracdo de raios X - Dados Cristalograficos (Anexo — |)

Tabela 29 - Dados Cristalograficos para o complexo de rénio.

Férmula empirica
Massa molar (g/mol)

Temperatura (K)

Comprimento de onda (Mo Ka) (A)

Sistema Cristalino
Grupo espacial

Dimensao da célula unitaria

C32H40Br2N4O1o0Re:
1172.90
296(2) K
0.71073

Monoclinic

P2/n

a=20.6855(16) A
b=11.2321(8) A
c=20.7677(16) A

a=90°
B=98.438(2)°
y =90°

Volume (A3)
z
Densidade (calculada) (Mg m™)
Coeficiente de absir¢do (mm™)
F(000)

Tamanho do cristal
Intervalo de Teta
Intervalo de hkl

Reflexdes coletadas

Reflexdes independentes
Completeness to theta = 25.242°
Método de refinamento
Dados / restrigdes / pardmetros
S (Goodness-of-fit)

R1 (1> 20(l))
wR2 (1> 20(l))

Coeficiente de exting¢ado

Densidade eletronica residual maxima e

minima (e A3)

4773.0(6)
4
1.632 Mg/m3
6.788
2240
0.080 x 0.030 x 0.030 mm3
1.504 to 26.407°.
-25<=h<=25, -14<=k<=14, -25<=I<=25
164151
9772 [R(int) = 0.1574]
100.0 %
Full-matrix least-squares on F2
9772 /24 /194
2.575
0.2305
0.2745

n/a

12.485e-12.059 e
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Difragdo de raios X — Imagens célula unitaria (Anexo —J)

Figura 61- Representacdo ORTEP do complexo do complexo de rénio.
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Espectroscopia de absor¢do no UV-Vis. — Espectros de deconvolugdo (Anexo — K)

Figura 63 — Deconvolugdo do Espectro de do UV-Vis ligante HL.
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Figura 64 - Deconvolugdo do Espectro de absorgao no UV-Vis do complexo.
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Figura 65 - Deconvolugdo do Espectro de absor¢do no UV-Vis do complexo precursor fac-[Re(OH2)3(CO)s]Br.
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Figura 66 - Ampliacdo dos estados e MOs envolvidos nas transi¢cdes eletronicas do ligante HL
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Radiocromatogramas Marcag¢des com varia¢do de massa e pH (Anexo — L)

Figura 67 - Radiocromatograma do complexo [**™TcCI(HL)(CO)3] com 1 mg em pH 7.
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Figura 68 - Radiocromatograma do complexo [**™TcCI(HL)(CO)3] com 5 mg em pH 7.
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Figura 69 - Radiocromatograma do complexo [**™TcCI(HL)(CO)3] com 1 mg em pH 8,5.
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Figura 70 - Radiocromatograma do complexo [**™TcCI(HL)(CO)3] com 5 mg em pH 8,5.
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Radiocromatogramas das marca¢6es com irradiagdo microondas com variagao de
temperatura e tempo (Anexo — M)

Figura 71 - Radiocromatograma do complexo [*™TcCI(HL)(CO)s] com 1 mg em pH 7 a 37°C com irradiacdo em

microondas de 1 min.
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Figura 72 - Radiocromatograma do complexo [**™TcCI(HL)(CO)s] com 1 mg em pH 7 a 70°C com irradiacdo em

microondas de 1 min.
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Figura 73 - Radiocromatograma do complexo [*™TcCI(HL)(CO)s] com 1 mg em pH 7 a 37°C com irradiacdo em

microondas de 5 min.
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Figura 74 - Radiocromatograma do complexo [**™TcCI(HL)(CO)s] com 1 mg em pH 7 a 70°C com irradiacdo em

microondas de 5 min.
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