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RESUMO

Os compostos de coordenacdo de paladio(ll) possuem extensas aplicagcbes nas
mais diferentes areas da quimica. Nos ultimos anos, eles estdo sendo cada vez mais
estudados para catalise homogénea, quimica supramolecular, materiais liquido-
cristalinos e Medicina.

Dentre esses compostos de paladio(ll) destacam-se os ciclopaladados, por
apresentarem em alguns casos atividade antitumoral comparavel ou superior a da
cisplatina e recentemente atividade antileishmanicida.

Este trabalho teve como propésito sintetizar cinco novos complexos ciclopaladados
mononucleares do tipo [PdCI(C? N-bzox)L], onde bzox = benzaldeidooxima e L =
tiouréia (1), N,N’-dimetiltiouréia (2),N-metiltiouréia (3), N-feniltiouréia (4) e
tioacetamida (5) através de reagdes entre o precursor dimérico [Pd(u-Cl)(C?N-
bzox)]. e os ligantes.

Posteriormente os compostos foram caracterizados por Andlise Elementar,
Espectroscopia no IV (Infra-Vermelho), RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) e
Espectrometria de Massas.

Os complexos e a cisplatina tiveram sua citotoxicidade investigada, in vitro, pelo
método do MTT frente a linhagem celular LM3 (adenocarcinoma mamario), onde os
compostos 1, 2 e 4 apresentaram valores citotdxicos comparaveis a cisplatina.

Os compostos também foram testados frente ao protozoario do género Leishmania
e a concentragdo inibitéria, ICsy foi determinada. O composto 4 com o ligante
feniltiouréia mostrou-se o mais ativo com um ICso de 1,56 pug mL™, inclusive quando
comparado a droga de referéncia Anfotericina B (ICso = 6,95 pg mL™).

Palavras-chave: ciclopaladados, cancer, leishmaniose.



ABSTRACT

Palladium (ll) compounds been the subject of intense studies in various areas of
chemistry, such as homogeneous catalysis, supramolecular chemistry, liquid
crystalline materials and Bioinorganic chemistry.

Among them, special attention has been devoted to palladacycles, because of their
promising cytotoxic activity towards tumor cells as well their some cases they have
antitumor activity comparable or superior to cisplatin and antileishmanicidal activity.
This research aimed to synthesize five new mononuclear palladacycles complexes of
the type [PdCI(C?N-bzox)L], where bzox = benzaldeidooxima and L = thiourea (1),
N,N’-dimethylthiourea (2), N-methylthiourea (3) N-phenylthiourea (4) and
thioacetamide (5) through bridge splitting reaction between the dimeric precursor
[Pd(u-Cl)(C? N-bzox)]. and the ligands.

Subsequently the compounds were characterized by Elemental Analysis, IR
spectroscopy (Infra-Red), NMR (Nuclear Magnetic Resonance) and Mass
Spectrometry.

All the complexes and cisplatin have been tested in vitro by MTT assay for their
cytotoxicity against the cell line LM3 (mammary adenocarcinoma), where the
compounds 1, 2 and 4 showed to be as cytotoxic as cisplatin. The compounds were
also tested against the Leishmania protozoa and the inhibitory concentration, 1Cs
was determined. Compound 4 with the ligand phenylthiourea proved to be the most
active with an IC50 of 1.56 mg mL-1, even when compared to reference drug
Amphotericin B (ICs = 6.95 mg mL™).

Keywords: palladacycles, cancer, leishmaniasis.
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1. INTRODUGAO

1.1 Cancer

O céncer, um conjunto de mais de 100 doencas causadas pela multiplicacao
descontrolada de células anormais é a segunda causa de ébito no Brasil, atras
apenas das doencas cardiovasculares [1].

A formacdo do céancer € um processo de multiplos passos denominado
carcinogénese, que geralmente ocorre por anos para que uma ceélula cancerosa se
torne um tumor. O processo de carcinogénese é dividido em trés fases: iniciacao;
promogao e progressdo [2]. O primeiro estagio da carcinogénese é o de iniciagao,
onde as células sofrem alteragbes em seu DNA provocadas por agentes
cancerigenos. O estagio seguinte deste processo é a promog¢ao em que as células
geneticamente modificadas sdo transformadas em células malignas sob o efeito de
agentes que nao sao mutagénicos, mas que promovem a multiplicacdo celular que
contém a mutacao inicial. Para que a promocao ocorra é necessario um longo e
continuado contato com o agente cancerigeno. A progressao do tumor se
manifestard em funcdo do acumulo destas mutagdes, ou seja, pela multiplicagdo
descontrolada das células alteradas [3]. A figura abaixo apresenta os estagios do

processo de carcinogénese.
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Figura 1. Estagios do processo de carcinogénese.



O cancer é uma das principais causas de morte no mundo, principalmente nos
paises desenvolvidos e em desenvolvimento [5]. Em 2008, cerca de 7,6 milhdes de
pessoas morreram devido a doenca, representando 13% do total de Obitos no
mundo. Os tipos mais letais de canceres sao os de pulmao, figado, célon e mama
[6]. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que mais
de 11 milhdes de pessoas morrerdo em 2030 devido ao cancer [7]. No Brasil, as
estimativas para o ano de 2012 apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510
casos novos de céancer, sendo os tipos mais incidentes os canceres de pele nao
melanoma, prostata, pulméao, célon e reto e estbmago para homens e para as
mulheres serdo os canceres pele ndo melanoma, mama, célon do utero, célon e reto
e glandula tireoide para as mulheres. Um total de 257.870 casos novos para 0 sexo
masculino e 260.640 para o sexo feminino. O cancer da pele do tipo ndo melanoma
€ 0 mais incidente na populagéo brasileira com 134 mil novos casos, seguido pelos
tumores de prostata com 60 mil e mama feminina com 53 mil [8]. A Tabela 1
apresenta as estimativas de novos casos para os anos de 2012 e 2013.

Tabela 1. Estimativas de novos casos para diferentes tipos de cancer no Brasil [8].

Localizacao Primaria Homens Mulheres
Neoplasia Maligna Casos

Préstata 60.180 -
Mama Feminina - 52.680
Colo do Utero - 17.540
Traqueia, Brénquio e Pulméo 17.210 10.110
Colon e Reto 14.180 15.960
Estémago 12.670 7.420
Cavidade Oral 9.990 4.180
Laringe 6.110 -
Bexiga 6.210 2.690
Eséfago 7.770 2.650
Ovdério - 6.190
Linfoma n&ao Hodgkin 5.190 4.450
Glandula Tireoide - 10.590
Sistema Nervoso Central 4.820 4.450
Leucemias 4.570 3.940
Corpo do Utero - 4.520
Pele Melanoma 3.170 3.060
Outras Localizagdes 43.120 38.720
Pele nao Melanoma 62.680 71.490
Todas as Neoplasias 257.870 260.640

*Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10



A explicagdo para o crescimento da doenca esta relacionada, em geral, na maior
exposicdo dos individuos a fatores de risco cancerigenos. O processo global de
industrializacdo desencadeou a padronizacdo das condicdes de trabalho, maus
habitos alimentares e consumismo exagerado, redefinindo assim os padrdes de vida
populacional e refletindo no perfil epidemiolégico das populacdes. Alteracdes
demograficas como reducdo das taxas de mortalidade e natalidade indicam o
prolongamento da expectativa de vida e o envelhecimento populacional. Isso leva ao
aumento da incidéncia de doencas cronico-degenerativas, especialmente as
cardiovasculares e o cancer [9].

As principais formas de tratamento para o céncer sao cirurgia, radioterapia,
quimioterapia e transplante de medula 6ssea. A cirurgia consiste na remocao do
tumor, porém nos casos em que o tumor ja estiver espalhado ou se encontra em
orgaos vitais, tal procedimento € inviavel. A radioterapia é o tratamento no qual se
utilizam radiagées com objetivo de destruir o tumor ou para impedir que as células
aumentem e se espalhem, muitas vezes ela esta combinada a quimioterapia. Para a
quimioterapia sao utilizados medicamentos, na sua maioria injetaveis que atuam no
DNA das células provocando sua morte [10].

A maior dificuldade do tratamento é a distincdo das células normais das cancerosas,
pois ambas sdo muito semelhantes e para a maioria dos casos, € preciso combinar

mais de uma modalidade de tratamento.

1.1.1 Compostos de coordenacao como agentes citotéoxicos a células tumorais
Os compostos de coordenagéo tém desempenhado distintos e importantes papéis
na Medicina. Contudo a aplicacao terapéutica desses complexos metdlicos na
Medicina moderna foi iniciada pela descoberta das propriedades antitumorais da cis-

diaminodicloroplatina(ll), cisplatina (Figura 2) por Barnet Rosenberg [11].

Figura 2. Férmula estrutural da cisplatina, cis[Pt(NHz)2Cl>].



A cisplatina pode reagir com muitas estruturas celulares e moléculas, tais como
membranas, proteinas e RNA, mas o alvo principal é o DNA. E bem estabelecido
que a cisplatina atua como um inibidor da replicagcdo do DNA sugerindo que esse
complexo causa a morte das células cancerosas ao nao permitir sua replicagao.
Nesse complexo a platina liga-se ao DNA preferencialmente pelo atomo de
nitrogénio da base guanina ou adenina, sendo que a primeira forma ligagcbes mais
estaveis devido as interagdes de hidrogénio entre o grupo aménia da cisplatina e o
oxigénio da guanina, como representado abaixo [12].
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Figura 3. Interacgdes da platina a guanina [12].

A cisplatina pode formar varios tipos de aduto com o DNA, podendo se ligar intrafita,
quando as liga¢des ocorrem na mesma fita ou interfita onde a ligagéo ocorre em fitas
diferentes, fazendo com que a estrutura do DNA seja distorcida interferindo no seu
funcionamento normal [13]. A cisplatina foi aprovada para o tratamento do cancer de
prostata em 1978, onde é altamente eficaz no tratamento desse tipo de céancer,
podendo atingir 90% de cura nos casos diagnosticados na fase inicial [12]. Ela
também pode atuar em outros tipos de canceres, como de ovario, es6fago, célon e
reto, pulmao, linfoma, melanoma, entre outros. Entretanto o uso da cisplatina para o
tratamento de cancer apresenta algumas limitagdes como o aparecimento de
resisténcia adquirida celular e sua baixa solubilidade em agua. Alguns fatores tém
sido atribuidos a resisténcia a cisplatina, entre eles destacam-se a desativacao do
farmaco por proteinas e peptideos contendo enxofre, ocorréncia de reparo no DNA e
diminuicdo do seu acumulo na célula [12]. Além disso, o farmaco em questao
apresenta varios efeitos colaterais, tais como neurotoxicidade, nefrotoxicidade,
nauseas, vémitos, dificuldade na audi¢do (ototoxicidade) e hipomagnesémia [14].



O uso da cisplatina no tratamento de cancer impulsionou as pesquisas de novos
compostos que apresentem ndo somente efeitos colaterais mais brandos que a
cisplatina, mas também um bom indice de citotoxicidade frente as células tumorais
[15]. A carboplatina [cis-diamino-1,1-ciclobutanodicarboxilato-platina(ll)] € um
analogo de platina estruturalmente relacionado com a cisplatina. O composto foi
desenvolvido para aprimorar a atividade terapéutica e reduzir os efeitos limitantes da
cisplatina. A carboplatina, como a cisplatina, interage com o DNA formando adutos
intrafitas e interfitas. A citotoxicidade da carboplatina € aumentada por hipotermia, o
farmaco potencializa os efeitos da radiacdo sobre o crescimento do tumor e sua
citotoxicidade € comparavel a da cisplatina. A carboplatina apresenta diferentes
propriedades farmacocinéticas em relagdo a cisplatina, como alta eliminacao pelos
rins, apresentando uma taxa de 50-75% do total de platina excretado na urina em 24
horas e menor interagdo com proteinas. A carboplatina foi o segundo farmaco de
platina aprovado para uso clinico, a partir de 1985 [16].
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Figura 4. Férmula estrutural da carboplatina.

Outros metais de transigdo também tém sido estudados e entre eles o emprego do
ion paléadio(ll) no planejamento de compostos com potencial terapéutico € cada vez
maior, uma vez que sua quimica de coordenagéo é semelhante a da platina(ll), além
de apresentarem raios i6nicos muito préoximos. O ion paladio(ll) tém configuracao
[Krl4d® e apesar de ser paramagnético, a maioria dos seus compostos s&o
diamagnéticos devido ao emparelhamento de elétrons e a geometria desses
compostos € quadrado planar. Os primeiros ensaios de citotoxicidade envolvendo os
compostos de paladio(ll) indicaram que os mesmos sao menos ativos que 0s
compostos de platina(ll), isto provavelmente ocorre em fungcdo de parametros
cinéticos e a maior polarizacdo do paladio, uma vez que complexos de paladio(ll)
reagem aproximadamente 10° vezes mais rapidos que seus analogos de platina(ll)
[17]. Assim, a baixa atividade antitumoral de parte dos complexos de paladio(ll) foi

atribuida aos rapidos processos de hidrélise que conduzem a dissociacdo dos



grupos abandonadores em solugcao e, consequentemente, a formacao de espécies
muito reativas incapazes de atingir seus alvos farmacolégicos [18, 19].

Uma das estratégias empregadas no planejamento de compostos de paladio(ll)
termodinamicamente mais estaveis e menos labeis envolve a sintese de quelatos.
Das e Livingstone [20] investigaram a atividade antitumoral de um grande numero de
quelatos metdlicos e observaram que dentre os compostos testados, os de
palddio(ll) demonstraram ser agentes citotdéxicos mais efetivos que os quelatos de
outros metais. Segundo os autores, os quelatos de platina(ll) demonstraram ser
cineticamente mais inertes em meio biolégico que os de paladio(ll), o que tornariam
0s quelatos de paléadio(ll) mais adequados para estabelecer interagées covalentes
frente ao DNA e, consequentemente, conduzir a destruicao das células cancerosas.

1.1.2 Compostos ciclopaladados como agentes citotoxicos a células tumorais
Os compostos ciclopaladados constituem uma classe de quelatos de paladio(ll) que
se destacam por apresentarem atividade citotdéxica promissora frente as células
tumorais. Os ciclopaladados sédo caracterizados por possuirem em sua estrutura um
anel contendo uma ligagdo coordenada entre o paladio e um atomo doador Y,
pertencente aos grupos 15 e 16 da tabela periddica e uma ligacdo metal-carbono
[21]. Nesse processo a ligagdo metal-carbono é formada pelo rompimento de uma
ligacéo carbono-hidrogénio, como representado na Figura 5 [22].
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Figura 5. Representacao esquematica do processo de ciclometalagao.

Os anéis metalados podem variar de 3 a 11 membros, dependendo da posicao da
ligacéo carbono-hidrogénio com respeito ao atomo doador Y, porém os mais comuns
e estaveis sao os ciclopaladados de cinco e seis membros no anel. Ciclopaladados
com trés ou quatro membros sdo menos estaveis, consequentemente a obtengéo

dessas estruturas sdo mais raras [23]. As estruturas de alguns ciclopaladados



contendo anéis de trés (a), quatro (b), cinco (c), seis (d), sete (e), oito (f), nove (g) e
dez (h) membros estdo apresentadas na Figura 6.
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Figura 6. Estruturas de ciclopaladados com anéis de trés (a), quatro (b), cinco (c),
seis (d), sete (e), oito (f), nove (g) e dez (h) membros [23].



Os ciclopaladados constituem uma importante area na Quimica Inorgénica
Medicinal. Newkome et al. [24] foram pioneiros nesta area e investigaram a
capacidade dos complexos a e b (Figura 7) em introduzir quebras ao DNA
superenovelado, utilizando um sistema de ensaio com base na filtragdo, em que o
DNA desnaturado ou DNA de fita simples sao seletivamente retidos. Estudos
preliminares mostraram que o composto a era capaz de causar tais lesdes ao DNA,
enquanto o composto b era inativo, evidenciando que a geometria cis teria um papel
fundamental nesta acdo. Posteriormente foi que o composto a ndo causaria quebras
na fita, mais que ele era capaz de se ligar ao DNA. Os autores sugerem que 0

mecanismo de intercalacdo seja o mais provavel.
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Figura 7. Férmula Estrutural para os compostos cis (a) e trans (b) [24].

Ruiz et al. [15] investigaram a atividade citotoxica de uma série de complexos orto-
paladados contendo o ligante N,N-dimetilbenzilamina (dmba). Dentre os diversos
compostos estudados, o complexo [Pd(dmba)(PPh3),]CIOs (PPhs = trifenilfosfina)
apresentou um nivel de citotoxicidade trés vezes maior (ICso = 3,01 uM) do que
quando comparado a da cisplatina (ICsp = 15,61 uM) frente a linhagem de células
HL-60 (leucemia humana).

Rodrigues et al. [25] sintetizaram alguns ciclopaladados com ligantes bifosfinicos e
investigaram a atividade antitumoral in vivo e in vitro desses compostos frente a
linhagem celular B16F10 de melanoma murino. Os testes in vitro mostraram que 0s
complexos [Pd(S(,C? N-dmpa)(dppe)]Cl e [Pda(S(,C? N-dmpa)(u-dppe)Clz] (dmpa =
N, N-dimetil-1-fenetilamina e dppe = 1, 2- etanobis(difenilfosfina)) causaram a morte

de 100% das células tumorais a uma concentragdao menor que 1,25 uM e que ainda



o complexo binuclear provocou um colapso na atividade respiratéria com uma
diminuicdo abrupta da acidificagdo extracelular, seguido pela degradacao do DNA
ap6s 24 horas. O complexo [Pdx(S(,C? N-dmpa),(u-dppe)Cl] foi também o mais
ativo in vivo, retardando o crescimento tumoral e prolongando a sobrevivéncia dos
animais.

A investigacdo da atividade citotéxica de ciclometalados de paladio(ll) e sua
interacdo com o sistema imune € uma das principais frentes de pesquisa do grupo
de Quimica de Coordenacédo e Organometalicos (IQAr-UNESP) em parceria com o
Departamento de Analises Clinicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas.
Resultados promissores foram obtidos na investigacdo da atividade citotoxica,
realizados com ciclopaladados mononucleares e binucleares contendo fosfinas
frente as linhagens de células tumorais humanas C6 (glioma cerebral), Hep-2
(orofaringe) e Hela (célon de utero) [26].

Os complexos 2, 4 e 5 apresentaram os melhores indices citotoxicos frente as
linhagens tumorais testadas, sendo que [Pd(dmba)(Ns)(dppp)] (4, Figura 8)
demonstrou ser o mais eficiente, especialmente no combate as células da linhagem

C6, apresentando uma concentracéo inibitéria (ICsq) correspondente a 0,3 ug.mL™.
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A=240pM A=100pM A>30,0uM A=1,0pM A=1,75uM
B=250puM B=7,5uM B>300pM B=1,8puM B = 2,20 pM
C=155uM C=7,0pM C>30,0yM C <05 pM C = 0,85 uM

Figura 8. Férmulas dos organopaladados e suas as concentracdes inibitérias (IC50)
frente as linhagens Hela (A), Hep-2 (B) e C6 (C) [26].
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A natureza mononuclear ou binuclear dos complexos parecem ter um importante
papel no mecanismo de acdo desses compostos, uma vez que 0s compostos
binucleares tiveram acao citotéxica menos eficaz, mostrando que os ligantes devem
ter exercidos pouca influéncia na atividade citotéxica, sendo a acéo bioldgica dos
complexos ligados a fatores estruturais. Nesse trabalho ficou demonstrada a grande
potencialidade de aplicacao medicinal dos compostos ciclopaladados.

Testes de citotoxicidade de compostos ciclopaladados formados a partir oximas
também foram realizados pelo nosso grupo, onde foi possivel observar a atividade
desses compostos frente a linhagem tumoral LM3. Os trés compostos sintetizados
(Figura 9) apresentaram valores de concentragdo inibitéria menores que a cisplatina,

logo sdo mais ativos que a droga padréo [75].
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Figura 9. Representacao estrutural de [Pd(C? N-bzox)Cl(Im)], X = CI, Br e | [75].

1.1.3 Atividade citotoxica de ciclopaladados contendo ligantes sulfurados
frente a células tumorais.

A utilizacdo de moléculas sulfuradas no design de compostos potencialmente ativos
de Pd(Il) é também um alvo recente de investigagédo cientifica. O fato do enxofre
estabelecer ligagdes bastante estaveis com esses metais oferece a oportunidade de
ligar no esqueleto molecular de complexos grupos capazes de estabelecer
interacdes nao-covalentes adicionais com a biomolécula do DNA (ligacées de
hidrogénio, etc.) e/ou com o sitio ativo de enzimas. Dessa forma, a associacao
complexo-alvo farmacoldgico seria mais favoravel, podendo afetar seu
funcionamento nas células tumorais.

As tiouréias sao ligantes sulfurados potencialmente muito versateis, capazes de se
coordenar em varios centros metalicos. A tiouréia e seus derivados tem atraido
atengcdo principalmente por sua atividade bioldgica frente a células tumorais e
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microorganismos patoégenos [27]. A presenca do nitrogénio “duro” e o enxofre
“mole” (Principio de Pearson) como atomos doadores nesses ligantes, fornece uma
ampla possibilidade de ligagdes para essas moléculas. Com relacdo ao paléadio(ll),
sua coordenacao geralmente ocorre via atomo de enxofre, sendo ambos atomos
moles, conforme o principio de Pearson. A Figura 10 apresenta a estrutura do
composto trans-[PdCIlx(HL-S);], onde HL = N,N-di-n-butil-N’-benzoiltiouréia
determinada por cristalografia de raio-X, no qual pode ser observado a geometria
quadrado planar do atomo de palddio central e a coordenagdo da tiouréia pelo
atomo de enxofre [28].
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Figura 10. Férmula estrutural do composto trans-[PdCI2(HL-S)2] [28].

Os complexos de Pd(ll) coordenados as tiouréias sao particularmente importantes
porque alguns deles exibem atividade citotdxica. Nadeem et al. [29] sintetizaram
varios complexos de Pd(ll) coordenados a tiosemicarbazonas, onde foram testados
em diferentes tipos de células. Esses compostos inibiram a sintese de DNA em
células de leucemia P388 e induziram a apoptose em células tumorais nos quais sao
resistentes a cisplatina.

Nesse contexto, Moro et al. [30] investigaram a atividade citotéxica dos
ciclometalados [PdCl(dmba)(tu)] e [PdBr(dmba)(tu)], (dmba = NN -
dimetilbenzilama, tu = tiouréia) frente as linhagens de células tumorais murino LM3
e LP07. O complexo sintetizado [PdBr(dmba)(tu)] apresentou um potencial citotoxico
(ICso) frente a linhagem LM3 comparavel ao da cisplatina, cuja as concentracoes
inibitérias sdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Concentragoes inibitérias (ICsp) frente a linhagens LM3 e LP07.

ICs50 (WM) £ SD

Compostos
LM3 LPO7
[PACI(C? N-dmba)(tu)] 72,4 +3,92 76,6 +1,99
[PdBr(C? N-dmba)(tu)] 29,6 + 0,18 22,6 +1,93
Cisplatina 30,3 £ 3,72 4,34 £0,45

1.1.4 Atividade inibitéria da enzima catepsina B induzida por ciclopaladados
em células tumorais

As enzimas possuem papel fundamental no metabolismo dos seres vivos, sendo
responsaveis por um grande numero de reacdes quimicas, porém adquirindo uma
atividade anormal, elas podem contribuir com o aparecimento de varias doencas.
Logo, a construcdo de moléculas com a capacidade de inibir a atividade de
determinadas enzimas € essencial [31].

Uma classe de enzimas de grande importdncia € o das cisteino proteases
encontradas na maioria dos organismos, desde bactérias, fungos, protozoarios,
plantas e animais. A atividade das cisteino proteases envolve residuos dos
aminoacidos cisteina e histidina e, dependendo da ordem desses residuos as
cisteino proteases séo classificadas em diversos clas. O principal cla das cisteino
proteases € o CA (Cis-His) encontrado na maioria das cisteino proteases descritas e
apresenta como residuos cataliticos cisteina, histidina e asparigina e, em alguns
casos, acido aspartico. Esse cla agrupa as catepsinas B, C, K, L e S dos mamiferos
e outros organismos, inclusive protozoarios [32]. A papaina pertencente ao cla CA
foi a primeira cisteino proteases determinada através de técnicas cristalogréaficas de
raio-X e diversas proteases com sequencias, estruturas e atividades similares a
papaina sdo denominadas “papain-liike” e pertencem a familia C1 [33]. Essas
proteases apresentam estrutura bilobada com o sitio catalitico, localizado na
reentrancia dos dominios L (C-terminal) e R (N-terminal), conforme apresentado na

Figura 11.
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Dominio L Sitio Catalitico Dominio R

Figura 11. Estrutura da papaina com os dominios L e R [33].

O mecanismo catalitico geral das cisteino protease (Figura 12) inicia-se com a
ligacdo do substrato peptidico a enzima quando o grupo tiol do residuo de cisteina
da enzima reage com o grupo carbonilico do substrato. A alta nucleofilicidade do
grupo tiol das cisteino proteases tem papel fundamental em sua atividade catalitica.
Na forma ativa da enzima ambos os residuos sdo carregados formando o par tiol-
imidazol. A préxima etapa envolve a acilacdo do intermediario formado que perde a
porcdo C-terminal (R-NH.). Esta acil-enzima reage com &gua para formar um
segundo produto (RCOOH) através da deacilagdo, regenerando a estrutura
enzimatica que inicia o ciclo novamente.

As funcdes biolégicas dessas enzimas podem ser bem variadas. Por exemplo, Yuan
et al. [34] propuseram que as cisteino proteases participavam da iniciagao da morte
celular programada. Outro processo celular que envolve estas proteases € a
capacidade destas na degradacao de proteinas em sementes [35].
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Figura 12. Mecanismo catalitico das cisteino proteases [33].

Outros trabalhos avaliaram a seletividade da acéo inibitéria com base nas diferencas
estruturais dos propeptideos das cisteino proteases da familia C1, mostrando que
estes sdo elementos reguladores da atividade destas enzimas.

As proteases também podem ser subdivididas de acordo com o tipo de reagdo que
catalisam podendo ser exopeptidases, que clivam as ligagdes peptidicas proximas
das porcdes amino ou carboxi-terminal e endopeptidases, que clivam ligagdes
peptidicas na regiao interna da cadeia polipeptidica, neste grupo se enquadram as
cisteino proteases da familia C1.

As catepsinas B, C, H, K, L, M, N, S, T,V e W sdo componentes importantes da
familia C1 que podem ser encontradas no interior dos lisossomos. As catepsinas L,

B, D e H representam a maior parte das proteases lisossomais e determinam
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primariamente a capacidade proteolitica dos lisossomos [32]. A maioria das cisteino
proteases lisossdmicas possui apenas atividade de endopeptidase, entretanto a
catepsina B possui ambas as atividades. As funcdes biolégicas dessas catepsinas
estao descritas na figura abaixo.

Cisteino proteases do tipo papaina

Mamiferos
Catepsinas lisossomais

Degradacéo de proteinas

: Processo antigeno
(catepsinas B, L e H)

(catepsinasV,LeF)

Reabsorcéo 0ssea Fﬁ J k \?‘ Homeostase epidermal

(catepsina K) (catepsina L)

Ativacéo da proenzima Maturacédo hormonal
(catepsinasBe C) (catepsinasBel)

Biologia do parasita Interagéo parasita-hospedeiro

Parasitas

Crescimento <«— | CatepsinasLeB |—® | Penetracdo tecido/pele
Desenvolvimento Invasdo no hospedeiro
Replicacédo

Figura 13. Principais fungdes bioldgicas das catepsinas [33].

As catepsinas B sdo as cisteino proteases lisossomais de mamiferos mais bem
estudadas e encontram-se na maioria das células e tecidos. Por ser uma enzima
lisossomal, essa catepsina atua principalmente na degradacao intracelular das
proteinas. Porém, podem agir extracelularmente quando liberadas em determinadas
circunstancias, degradando componentes da matriz extracelular [33]. A catepsina B
¢ significativamente maior do que a papaina (245 residuos contra 212) por causa de
insercées que sao distribuidos ao longo da proteina. A expansao de loop mais
evidente é de 18 residuos entre os residuos 90 e 91 de papaina (Figura 14). Esse

trecho é referido como 104 a 126 para a catepsina B, que tem o seu préprio sistema
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de numeragdo, devido ao seu menor parentesco com a papaina. Dentro desta
regido, dois residuos de histidina (His110 e Hist111) foram apontados como sendo
importantes para a atividade de exopeptidases da enzima [35].

loop de
oclusdo

catepsina B

Figura 14. Estrutura da catepsina B [33].

Ao contrério das outras enzimas lisossomais, a catepsina B pode ser encontrada na
forma de uma cadeia leve (47 residuos) e uma cadeia pesada (205 residuos) ligada
por uma ponte dissulfeto. No entanto, o mais interessante € a disposicao dos
residuos 104 a 126, denominado como /loop de oclusdo [35]. As cisteinas 108 e 119
formam uma ponte dissulfeto que gera sua estrutura circular, fechada e rigida. Essa
inflexibilidade exerce um papel importante na diminuicdo da atividade da
endopeptidase. A interacdo do loop de oclusdo na catepsina B com o restante da
molécula se da por ligacoes deste nos subsitios S e S' da enzima. Essa interacéao
bloqueia o acesso de determinados inibidores reversiveis, fazendo com que a
inibicdo desta enzima se torne mais dificil.

A catepsina B também esta relacionada diretamente com doengas que envolvem
estados de remodelacao de tecidos, tais como as metastases tumorais. A catepsina
B contribui com o desenvolvimento da metastase através da degradacao de varios
componentes da matriz extracelular. Sugere-se que a maior producao e a liberacao
desta catepsina em células tumorais € resultado do desequilibrio entre a expressao
e/ou atividade da catepsina e seus respectivos inibidores enddégenos, cuja atividade
e concentragdo encontram-se significativamente reduzidas nas células cancerosas.
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Assim, um inibidor para a catepsina B é desejavel para o bloqueio de sua atividade.
O grupo tiol presente no sitio ativo é considerado como um alvo interessante no
design de novos inibidores dessas enzimas. Com este intuito, Cunha et al. [36]
sintetizaram novos compostos de organotelurios (IV) inibidores das cisteino
proteases. Todos os compostos testados (Figura 15) apresentaram altos valores de
constantes de velocidade para a inativagcao da catepsina B, sendo que o composto E
foi o melhor inibidor da série, mostrando uma constante na ordem de 36x10°M's™". A
inativagao da catepsina B por esses compostos pode ser devido ao elevado caracter
nucleofilico do tiol residual no sitio ativo da catepsina B combinado com o caracter
eletrofilico do atomo de telurio.

a
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RN l | 0 OcH
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Figura 15. Compostos de telurio (V) testados como inibidores da catepsina B [36].
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Gunatilleke et al. [37] reportaram a interagdo de complexos de ouro (I) com ligantes
fosfinicos e tiolatos com a catepsina B. A capacidade de Au (l) em sofrer troca de
ligantes facilmente indica que o ouro pode inibir a atividade das catepsinas, além
disso o ouro tem grande afinidade com atomos de enxofre, com uma elevada
afinidade para tiolatos com baixos valores de pKa, tais como os residuos de cisteina
ativados encontrados nos sitios ativos das catepsinas. Os complexos investigados
apresentaram-se como inibidores competitivos e reversiveis com valores de [Cs
variando de 0,3 a 250 uM.

Considerando que o paladio(ll) também tem grande afinidade por atomos de
enxofre, é esperado que os seus compostos também interajam com o grupo tiol
existente no sitio ativo da catepsina B. Nesse sentindo estudos estdo sendo
realizados e alguns trabalhos tem mostrado que os ciclopaladados também podem
induzir a inibigdo dessa enzima.

Bincoletto et al. [38] investigaram a interagdo dos ciclopadados com ligantes
bifosfinicos (Figura 16) como inibidores da catepsina B. Os ensaios mostraram que
os complexos foram capazes de inibir a atividade enzimatica de maneira reversivel,

apresentando uma concentracgao inibitéria igual a 4 uM.

Cl Mez

Figura 16. Representagao estrutural dos compostos ciclopaladados [Pd,(C?,N-
R(.)dmpa)z(u-dppf)Cla] e [Pd2(C? N-S( dmpa)a(u-dppf)Cl] [38].
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Spencer et al. [39] investigaram a atividade de inibicdo da catepsina B de uma série
de compostos ciclopaladados, onde o composto binuclear [{PdCI(C? N-L)}2(u-dppe)]
contendo os ligantes 1-metil-5-fenil-1H-1,4-benzodiazepina-2(3H)-ona (L) e 1,2-
etanobis(difenilfosfina) (dppe) apresentou uma atividade de inibicdo para a catepsina
B e registrou uma concentracao de ICsp = 2,98 uM.

1.2 A Leishmaniose

A leishmaniose é um conjunto de doengas causadas por cerca de 20 espécies de
parasitas do género Leishmania patogénicas para o homem [40] que sé&o
encontradas especialmente em paises tropicais e regides de clima temperado. A
leishmaniose é considerada a segunda protozoose mais importante do mundo,
depois da malaria segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), pois a
cada dia o numero de pessoas infectadas com a doenca é maior [41]. Esse aumento
nos casos de Leishmaniose se deve a alguns fatores relacionados ao homem, como
condigcbes de moradia inadequadas e a imunodeficiéncia causada pela AIDS e
quimioterapia. De fato o risco de incidéncia da coinfeccdo AIDS-Leshimaniose tem
aumentado, mudando a expressdao da doenca, proporcionando assim a
disseminacdo do parasita [42]. A leishmania é um protozoario com duas formas
principais, a flagelada ou promastigota e a aflagelada ou amastigota [43]. A forma
flagelada (a, Figura 17) € encontrada no trato digestivo de hospedeiros
invertebrados pertencentes a familia Psychodidae de insetos hematéfagos e a forma
aflagelada (b, Figura 17) € observada nos tecidos dos hospedeiros vertebrados,

como roedores, canideos e primatas.

(a) (b)

Figura 17. Formas flageladas (a) e aflageladas (b) da Leishmania [43].
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O ciclo de vida da Leishmania envolve primeiramente a transmissdo do parasita na
forma promastigota para o0 hospedeiro vertebrado, quando o hospedeiro
invertebrado alimenta-se do sangue do mamifero, inoculando junto com sua saliva
as formas infectantes promastigotas metaciclicas presentes na probdscide.

Os parasitos que sao entdo fagocitado perdem o flagelo passando para a forma
amastigota [44], logo depois sao fagocitados por macréfagos, onde sao
internalizados no fagossoma que em seguida sofre fusdo com os lisossomos,
formando o vacuolo fagolisossomal [45]. Dentro das células a Leishmania é capaz
de inibir varios mecanismos de defesa, mesmo em ambientes hostis e multiplicar-se
até a lise da célula infectada e liberar formas amastigotas que sao fagocitadas por
outros macréfagos [46].

A Figura 18 apresenta o ciclo biologico da Leishmania nos seus hospedeiros

vertebrados e invertebrados [47].
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Figura 18. Ciclo biol6gico da Leishmania [47].
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Como é de conhecimento, os ciclos de transmissdo da Leishmaniose variam de
acordo com a regido geografica, envolvendo uma diversidade de espécies de
parasito, vetores, reservatérios e hospedeiros.

A Leishmaniose pode apresentar dois tipos distintos de infeccao, tegumentar e
visceral [48]. A Leishmaniose tegumentar (LT) é uma doenga infecciosa que
acometem lesbes cutaneas e mucocutaneas. Ela € transmitida por véarios parasitos,
sendo que no Brasil os trés principais sédo a L. (V.) brasiliensis, L. (V.) guyanensis e
L. (L.) amazonenses, duas pertencentes ao subgénero Viannia e uma ao subgénero
Leishmania, respectivamente [43].

A LT é conhecida por seu amplo espectro clinico variando de infec¢des
assintomaticas com cura espontanea até graves doencas. As lesdes causadas pela
LT na pele sdo denominadas de Leishmaniose cutanea (LC). A LC é a forma mais
frequente da doencga, caracterizada pela formacao de ulceras indolores em areas
expostas da pele que podem melhorar espontaneamente. As lesdes encontradas
nas regides mucocutaneas sao denominadas de Leishmaniose mucosa (LM).
Clinicamente, a LM é caracterizada por lesdes destrutivas nas mucosas de vias
aéreas e estima-se que 3 a 5% dos casos de LC evoluam para LM [49].

A leishmaniose visceral (LV) € a mais grave forma de leishmaniose e quando nao
tratada leva a 6bito em mais de 90% dos casos. A LV é uma zoonose caracterizada
pela evolugcédo cronica e comprometimento sistémico. Nesta forma da doenga, os
parasitos apresentam tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear de érgaos como
baco, figado, medula 6ssea e tecidos linfoides [50]. Os principais sintomas da LV
séo febre, esplenomegalia e hepatomegalia, perda de peso, fadiga, sangramento,
anemia e infeccdes bacterianas. A LV que primeiramente foi conhecida como
doenca rural agora vem se expandido para areas urbanas de médio e grande porte.
No Brasil, duas espécies, até 0 momento, estdo relacionadas com a transmissao da
LV, Lutzomyia longipalpis e Lutzomyia cruzi, onde a primeira é considerada a

principal espécie transmissora da L. (L) chagasi [51].

1.2.1 Apresentacao epidemiolégica mundial e no Brasil da Leishmaniose

As Leishmanioses podem ser encontradas em paises da Europa, Américas, Africa e
Asia. A doenca representa um problema de salde publica em vérios paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Baseados em dados da OMS coletados
entre 2007 a 2011, as taxas de incidéncia da doenca estao entre 0,2 a 0,4 € 0,7 a
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1,2 milhées de casos para LV e LT, respectivamente [52]. Entretanto, este valor é
provavelmente inferior devido a ndo notificagcdo da doenca pelas pessoas.
Aproximadamente 90% dos casos de LV ocorrem em 6 paises: india, Bangladesh,
Sudao, Sudao do Sul, Etiopia e Brasil. A distribuicdo da LT é maior quando
comparada a LV e os 10 paises com as mais elevadas contagens de casos
estimados sdo Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Brasil, Ira, Siria, Etidpia, 0 Sudédo do
Norte, Costa Rica e Peru que juntos representam 70 a 75% de incidéncia global.

O Brasil é o pais com mais casos de Leishmaniose da América do Sul e também um
dos paises com maior numero de casos da doenga. No entanto, a incidéncia caiu de
20,3 em 2000 para 10,5 por 10.000 habitantes em 2008 [53].

A LT é a forma mais comum da Leishmaniose no Brasil com uma média anual de
27.723 casos e uma incidéncia média de 17,3 casos por 100.000 habitantes. A LT é
mais comum na regido norte do pais, sendo os estados do Amazonas e Pard os
mais afetados. A VL representa um grave problema de saude publica devido a sua
escala e alcance geografico com uma incidéncia de 1,85 casos por 100.000
habitantes. A doenca € mais prevalente na parte nordeste do pais, onde os estados
do Maranh&o e Ceara possuem o maior numero de casos (Figura 19).

A notificacao da leishmaniose é obrigatéria no Brasil. Um programa nacional de
controle da leishmaniose estd em vigor desde 1985 e sua incidéncia vem diminuindo

nos ultimos anos.
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Figura 19. Casos de LC e LV no Brasil no ano de 2007 [53].

1.2.2 O tratamento da Leishmaniose

O composto antimonial trivalente (Sb"), tartaro emético foi usado pela primeira vez
no tratamento da leishmaniose pelo meédico brasileiro Gaspar Vianna em 1913.
Porém esses compostos apresentavam varios efeitos colaterais e logo foram
substituidos pelos complexos pentavalentes de antiménio (SbY), pois estes s&o
menos téxicos quando comparados & Sb". Primeiramente foi proposto que o SbY
seria reduzido a Sb" por tidis no organismo, sendo esta a forma ativa e téxica do
antimonio. Posteriormente foi demonstrado que o SbY interage com
ribonocleosideios formando complexos (Figura 20) que poderiam ter implicacbes
com o mecanismo de acao dos medicamentos antimoniais [54]. O mecanismo de
acdo dos compostos antimoniais pentavalentes ainda ndo foi completamente

elucidado.
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Figura 20. Complexo de Sb(V) com o ribonucleosideo adenosina [54].

No Brasil emprega-se como segunda escolha no tratamento da Leishmaniose, a
anfotericina B, um antibidtico antifungico, utilizado apenas no tratamento de
pacientes em estado grave, gestantes, reincidentes e nos casos de falha
terapéutica. Ainda podem ser empregados outros farmacos como pentamidina e
paramomicina [55]. Atualmente os medicamentos antimoniais continuam sendo
empregados para a leishmaniose, entretanto, a resisténcia do parasita a esta classe
de drogas € crescente, o que indica que em pouco tempo esse tratamento podera
ser obsoleto. Ha relatos de resisténcia também para as drogas de segunda linha,
como no caso da pentamidina [56]. O que evidéncia a urgéncia e a importancia das
pesquisas de novos farmacos e alvos de atuagcdo para o tratamento da

Leishmaniose.

1.2.3 Ciclopaladados como novos agentes quimioterapicos as cisteina
proteases de parasitas

Além de desempenharem um importante papel no desenvolvimento de tumores, as
cisteina proteases participam do ciclo de vida de varios parasitas, tais como
Schistosoma, Plasmodium, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi € Leishmania
[57]. Muitas das funcdes vitais desses parasitas sdo desempenhadas por elas,
abrindo assim novas oportunidades de intervencdo terapéutica as doencas
causadas por esses microorganismos. No caso dos ciclopaladados, alguns trabalhos

demonstraram que estes compostos foram eficientes na inibicdo da cisteino
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proteases catepsina B em células tumorais [38,39], logo em associacdo a estes
trabalhos, muitos grupos de pesquisa tém investigado a capacidade desses
compostos de perturbar ou interromper o funcionamento das proteases nesses
parasitas.

Existe uma grande necessidade de novos tratamentos mais seguros, baratos e
efetivos contra a leishmaniose. Na busca de novos agente terapéuticos
antileishmanicida Franco et al. [55] avaliaram a capacidade de inibicdo do
crescimento de complexos ciclopaladados contra promastigotas L. amazonensis.
Nesse trabalho o composto [Pd4(HLB)>(LB)CL4], onde HBL e LB séo as formas
mono e bianidnicas da imina N,N’-bis[(1E)-(4-metoxifenil)metileno]benzeno-1,2-
diamino-H.LB (Figura 21) apresentou um ICs, igual a 5,91 ug mL". Este valor pode
ser comparado com a droga antileishmanicida anfotericina B com um valor igual a
6,95 pg mL™".

Figura 21. Estrutura para os ligantes iminicos HLB e LB

Paladi et al. [58] investigaram a atividade antileishmanicida de um ciclopaladado
contendo como  ligantes  N,N-dimetil-1-fenetilamina  (dmpa) e 1,2-
bis(difenilfosfina)etano (dppe), [Pd(C?N-dmpa)(dppe)]Cl. Esse composto foi capaz
de destruir promastigotas L. amazonensis em concentracées de ICso de 2,13 nM
enquanto que a dose de 128, 35 nM foi suficiente para matar o parasita intracelular.

A limitagdo do tratamento convencional da Leishmaniose e a capacidade dos
compostos ciclopaladados em interagir com as cisteino proteases também foram

pontos importantes no planejamento dessa pesquisa.
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A deducdo de que associacdo entre ciclopaladados e ligantes tiocarbonilados
poderiam conduzir a formacao de compostos inéditos mais ativos frente a linhagens
celulares tumorais foi um ponto importante no planejamento desta pesquisa, visto as
potencialidades terapéuticas dos compostos de paladio(ll).
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:

Sintetizar compostos ciclopaladados mononucleares através de reagdes entre
o orto-paladado precursor dimérico do tipo [Pd(u-Cl)(benzaldeidooxima)], com

ligantes tiocarbonilados;

Caracterizar os compostos sintetizados através de técnicas de Andlise
Elementar, Espectroscopia no IV (Infra-Vermelho), RMN (Ressonancia

Magnética Nuclear) de 'H e de "*C e Espectrometria de Massas.

Investigar a atividade citotoxica dos complexos de paladio(ll) sintetizados
frente a linhagens de células tumorais e formas promastigotas do parasita do
género Leishmania.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solventes
Os reagentes (p.a) foram utilizados sem purificacdo prévia na realizagdo das
reacoes. Os solventes (p.a), empregados nas sinteses, foram tratados com peneiras
moleculares para remogao de excesso de agua e armazenados em frascos escuros
de vidro. A Tabela 3 apresenta a procedéncia dos solventes e reagentes usados
neste trabalho.

Tabela 3. Reagentes e solventes utilizados.

Nome do Reagente Férmula Molecular Procedéncia
Benzaldeidooxima CsH;NO Signa-Aldrich
Cloreto de litio LiCl J. T. Baker
Cloreto de paladio(ll) PdCl, Synth
Feniltiouréia C,HgN2S Carlo Erba
Metiltiouréia CoHgNoS Aldrich
Dimetilbenzilamina CoH1sN Fluka AG
Dimetiltioureia C3HgNLS Aldrich
Tiouréia CH4N.S Merck
Trietilamina CsHisN Carlo Erba
Metanol CH;OH Merck
Cloroformio CHsCl3 Merck
Acetona CsHesO Merck
Eter dietilico C4H100 Qhemis
Acido acético C2H.0» Synth
Pentano CsHi2 Tedia
Tioacetamida CoHsNS Merck

3.2 Sinteses

3.2.1 Sintese do precursor [Pd(u—CI)(Cz,N-dmba)]z a partir da ativacao da
ligacao C-H [59]

Uma massa de 2,00g (11,3 mmols) de cloreto de paléadio(ll) foi parcialmente
solubilizada, sob aquecimento, em 200mL de metanol. Nesta solugédo adicionou-se
0,96g (22,6 mmols) de cloreto de litio. A mistura permaneceu sob agitacdo e
aquecimento até que a solucao ficasse marrom avermelhada e limpida. A solucéo foi
entdo filtrada e apds resfriamento houve a adicao, sob agitagdo, de 1,7mL (11,3
mmols) de N,N-dimetilbenzilamina. Posteriormente adicionou-se, lentamente e sob

agitacao, 2,0 mL (14,4 mmols) de trietilamina em 10mL de metanol. A solucao foi
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mantida sob agitacdo por 8h, havendo a formagdo de um soélido amarelo, que foi
filtrado, lavado com metanol e éter dietilico e seco sob vacuo.

3.2.2 Sintese do precursor [Pd(u-Cl) (C?N-bzox)].
O composto [Pd(u-Cl)(C?N-bzox)]. foi sintetizado a partir da reacdo de
transciclometalacao entre o dimero [Pd(u-Cl)(dmba)]. e a bzox [60].

[Pd(u-Cl)(C? N-dmba)], + 2bzox %:» [Pd(u-Cl)(C? N-bzox)]» + 2dmba
Nesta reagdo uma massa de 500mg (0,9mmol) de [Pd(u-Cl)(dmba)]. foi adicionado a
um sistema de refluxo junto a uma solugdo 1:1 de cloroférmio e acido acético
(20mL) até a sua solubilizagcdo. O sistema de refluxo foi mantido em temperatura
igual a 50°C e sobre agitacdo magnética constante. Apos a solubilizagdo do
precursor, foi adicionado ao sistema 472mg (0,9mmol) de bzox, solubilizada em
cloroférmio e acido acético 1:1 (10mL) . O sistema foi mantido em refluxo por 24
horas até o aparecimento de um precipitado verde. Essa suspensao entao foi filtrada
e o0 sdblido lavado com a solugdo 1:1 de cloroférmio-acido acético, éter etilico e
secado para uso posterior. Rendimento: 75%.

3.2.3 Sintese dos complexos do tipo [PdCI(C?N-bzox)(L)], L = tu (1), dmtu (2),
mtu (3), ftu (4) e taa (5)

Inicialmente, adicionou-se 100mg (0,191mmol) do complexo [Pd(u-Cl) (C?N-bzox)]2
em 10mL de metanol. Em seguida, adicionou-se 0,382mmol do ligante que foi
solubilizado previamente em 5 mL de metanol. As solu¢gbes permaneceram em
agitacao constante por 1h. Apés este periodo, deixou-se evaporando até completa
secagem. Os sdlidos obtidos foram lavados e secados com agua e etanol. A figura
22 apresenta a reagdo de clivagem entre o dimero precursor e o ligante.
Rendimentos para os complexos 1, 2, 3 e 4 respectivamente: 72, 68, 83, 63 e 65%.
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Figura 22. Clivagem do dimero de paladio.

3.3 Caracterizacao dos compostos

Medidas de temperatura de fusao ou decomposicao

Os intervalos de temperatura de fusdo foram medidos utilizando-se um aparelho
METTLER modelo MQAPF — 302.

Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regidao do infravermelho foram registrados no
espectrofotometro PERKIN ELMER modelo SPECTRUM 2000, na regido de 4000 —
400 cm™', utilizando pastilha de KBr.

Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)
Os espectros de ressonancia magnética nuclear foram registrados no Espectrometro
multinuclear VARIAN, modelo INOVA 500, operando a 500 MHz para hidrogénio.

Analise elementar de C, H,N

As analises elementares foram realizadas pela Central Analitica do 1Q-USP-SP
usando um ELEMENTAR ANALYZER CHN modelo 2400 da Perkin-Elmer, que
permite a determinacdo de porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio com
precisao de 0,01%.

Espectrometria de Massas
Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro de massas LCQ Fleet
LC/MS - Thermo Analitica, operando no modo positivo ou negativo.



31

3.4 Ensaios Bioldgicos

3.4.1 Antitumorais

Ensaios antitumorais in vitro, envolvendo a linhagem LM3 — adenocarcinoma
mamario murino —, foram conduzidos na UNESP, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara, no Laboratério de Imunologia Clinica, pelo
doutorando Rodrigo Alves de Souza e supervisdo da Profa. Dra. Iracilda Zeppone
Carlos.

Preparo das solucoes

As amostras [PdCI(C?N-bzox)(tu)] (1), [PdCI(C?N-bzox)(dmtu)] (2), [PdCI(C?N-
bzox)(mtu)] (3), [PdCI(C?N-bzox)(ftu)] (4) e [PdCI(C*N-bzox)(taa)] (5) foram
solubilizadas em DMSO, de tal modo que a diluicdo mais concentrada de cada
amostra apresentasse, no maximo, 1 % deste solvente, numa relagao
volume/volume para o meio de cultura. Com essas concentragdes limites de DMSO,
nao houve morte estatisticamente consideraveis das células. As concentracdes dos
compostos nos testes foram preparadas de forma seriada, de 100 até 1,562 pg mL™".

Como padrdao comparativo, utilizou-se a cisplatina [61].

Células LM3

O cultivo celular deu-se em meio MEM (Modified Eagle Medium), mantido em
frascos plasticos estéreis. Ap6s o repique, determinou-se 0 numero de células em
camara hemocitométrica de Neubauer, utilizando-se corante azul de Tripan e
ajustou-se, por fim, a uma concentracdo de 5x10* células/mL de MEM. Transferiu-se
entdo um volume celular, que mantivesse tal concentracdo, para tubos cdnicos
estéreis, contendo meio MEM previamente suplementado com garamicina (80
mg/mL) e soro fetal bovino (10%). Assim, o meio de cultura passou a ser
denominado MEM-completo (MEM-C). Em seguida, 100 yL da suspensao celular
foram adicionados em cada poco, de uma placa estéril de poliestireno contendo 96
cavidades. O passo seguinte foi incubar a placa em estufa (37 °C, 5 % de CO.), por
24 h. Transcorrido esse tempo, descartou-se a solucdo sobrenadante da placa e
adicionaram-se aliquotas das diluigdes dos compostos que foram testados (200 pL
em cada pog¢o), exceto nas cavidades estabelecidas para o controle, preenchidas
com 200 pL de MEM-C. Manteve-se entédo a placa contendo as células aderidas + as
diluicbes dos compostos, incubada a 37 °C e 5 % de CO, [61].
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Determinacao da viabilidade celular pela técnica do MTT

Ap6s 24 h de incubagdo da placa (composto + célula), a citotoxicidade foi
determinada pelo ensaio de MTT [62]. Uma solucéao de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-
difeniltetrazélio (MTT), diluida em meio MEM-C (5 mg/mL), foi adicionada em cada
poco. A placa foi incubada por mais 3 h nas mesmas condicdes apontadas
anteriormente. Depois desse periodo, o sobrenadante foi descartado e, em seguida,
foram adicionados 100 uL de isopropanol, a fim de se solubilizar os cristais de
formazana formados [63]. Por fim, a leitura da placa foi realizada em
espectrofotometro UV-Visivel (Multiskan Ascent, Labsystems), a 540 nm de filtro e
620 nm de referéncia. A intensidade da coloracao, a partir da absorbancia medida,
era proporcional ao percentual de células vivas.

Todo o procedimento, desde o preparo das diluicbes até as determinacdes das
viabilidades celulares, foi repetido mais duas vezes, para outros dois repiques
celulares distintos.

3.4.2 Antileishmanicida

Ensaios antileishmanicidas, foram conduzidos na UNIFAL, Universidade Federal de
Alfenas, Laboratério de Parasitologia/Biologia Molecular de Microrganismos, pela
mestranda Leticia de Almeida e supervisdo do Prof. Dr. Marcos José Marques.

Cultura da Leishmania e ensaio in vitro

Formas Promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269)
foram cultivadas em uma placa com 24 cavidades em meio Drosophila de Schneider
(Sigma, USA) suplementado com 10% (v/v) soro fetal bovino, previamente inativado
por calor e 1% de penicilina (10000 Ul/ mL)/ estreptomicina (10 mg/mL) (Sigma,
USA). As células foram coletadas na fase exponencial de crescimento, re-
suspendidas em meio fresco, contadas na camara de Neubauer e a ajustadas a uma
concentracao de 1x10° células/mL. Os compostos 1, 2, 3, 4 e 5 foram adicionados
as culturas promastigotas, 1x10° células/mL, solubilizados em dimetilsulféxido
(DMSO) (a concentragao usada foi 0.6%, v/v em todos os pocos) e incubados a
25°C. Depois de 72 horas de incubacao, a sobrevivéncia dos parasitas foi contada
na camara de Neubauer e comparada com os controles e DMSO em uma
concentracao de 0.6% v/v, para a determinacao de 50.0% concentragdo inibitoria de
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crescimento (ICsp). Todos os testes foram realizados em triplicata e Anfotericina B
(Eurofarma) foi usada como o farmaco de referéncia [64].

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese dos ciclopaladados: ativacao da ligacado C-H em grupos arila e
transciclometalacao

Complexos ciclopaladados sao obtidos através da reacao entre um precursor de
paladio(ll), geralmente M,PdCl, com M = Li ou K, sendo o litio o mais utilizado
devido a alta estabilidade deste ion ou Pd(OAc), mais um substrato organico que
contenha um &tomo de nitrogénio planar sp? a trés ligagdes quimicas de distancia de
um fragmento aromatico. O produto resultante € uma espécie bimetdlica na qual
duas metades se encontram unidas por dois anions.

O método mais comumente utilizado é a ativacao da ligacdo C-H assistida por um
heteroatomo. A maioria dos ligantes utilizados sdo doadores bidentados,
monoanibnicos Y, tais como aminas, iminas, fosfinas e tioéteres. Sendo assim, Y
pode ser de natureza variada, onde nitrogénio, fosforo e enxofre sdo os mais
comuns. Para que a reacao se processe € necessario que se forme a ligagao entre o
heteroatomo Y e o atomo de paladio. Esta ligagdo promove o arranjo do centro
metdlico e da ligagdo C-H em posi¢des propicias para a ciclometalagédo ocorrendo a
pré-organizacdo dos componentes reativos. O carbono também participa como
atomo doador nestes ligantes, onde é necesséria a ativacado da ligacao C-H para a
retirada do préton deixando o atomo de carbono com carga negativa, podendo assim
se ligar ao centro metdlico. A trietilamina é comumente usada para a ativagao da
ligacdo C-H nos ciclopaladados. A ciclometalacdo é fortemente preferida para a
formacdo de anéis de cinco membros, esta geometria permite a acomodacao do
angulo de ligacao de 90° do paladio(ll) quadrado planar e os angulos de 109-120°
para os atomos ligantes hibridizados sp® e sp?, isto permite dizer que em um dado
ligante a ligacdo C-H € a mais provavel de ser estabilizada.

Complexos ciclopaladados também podem ser obtidos através da reacdo de
transciclometalacdo (Figura 23). Esta reacdo envolve a troca do ligante
ciclometalado do metal por outro ligante. Em todos os casos de trocas de ligantes
nos ciclopaladados as reagdes sdo “comecadas” pela adicao do acido acético para

solubilizar o complexo e o ligante. Para entender esse mecanismo deve-se envolver
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a clivagem proteolitica Pd-C e a ativacdo metal assistida das ligacées C-H. Quando
dois ligantes sédo reagidos com paladio(ll) em &cido acético, o centro metélico tem
preferéncia pelo ligante com um forte grupo doador de elétrons atuando como um
eletrofilo.

Em um meio ndo prético como o cloroférmio, nucleos ricos em elétrons também
ativam a eletroficilidade do paladio(ll), além de participarem da ativacao da ligacao
C-H. Resultados cinéticos e termodinamicos mostraram que a troca de ligante ocorre
devido a aciddlise do ciclopaladado inicial. A primeira etapa é lenta e provavelmente
ocorre a clivagem da ligacdo Pd-N seguido pela protélise da ligacdo Pd-C e a
entrada do novo ligante.

CH3

OH N—Y13
v
SN / + 2

JUT Y

Figura 23. Processo de transciclometalagéo para [Pd(u-Cl) (C? N-bzox)]..

4.2 Analise Elementar e Ponto de Fusao
Os valores obtidos pela analise elementar e os pontos de fusdo medidos para os
compostos 1, 2, 3, 4 e 5 estao descritos na tabela abaixo.

Tabela 4. Analise elementar e pontos de fusdo para os complexos 1, 2, 3, 4 e 5.

Obtido (Calculado)
Compostos P.F.(°C) %C %H %N
[PACI(C? N-bzox)(tu)] 142 28,42 (28,42) 2,83 (2,98) 12, 34 (12,43)
[PdCI(CzN -bzox)(dmtu)] 135 32,84 (32,80) 3,87 (3,85 11,32(11,48)
[PACI(C? N-bzox)(mtu)] >250 30,47 (30,70) 3,43 (3,43) 11,61 (11,93)
[PdCI(C ,N-bzox)(ftu)] 138 40,57 (40,59) 3,30 (3,41) 10,10 (10,14)
[PCI(C? N-bzox)(taa)] 140 31,95(32,06) 3,16 (3,29) 7,92 (8,31)

Os dados obtidos na analise elementar concordam com a estequiometria proposta
para CgH{oCINsOPdS (1), CioH14CINsOPdS (2), CgHi2CINsOPdS (3),
C14H14CIN3OPdS (4) e CgH11CIN,OPdS (5).
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4.3 Espectroscopia vibracional na regiao do Infravermelho

Nos espectros no IV do precursor [Pd(u-Cl)(C? N-bzox)]> e da bzox livre, Figura 24,
observam-se para ambos bandas caracteristicas de vVOH e vC=N. O deslocamento
de vOH do dimero (3416 cm™) aparece em um numero de onda maior quando
comparado & oxima livre (3197 cm™'), enquanto para vC=N foi observado apenas um
ligeiro deslocamento, isto ocorre devido a doacdo do par de elétrons isolado do
nitrogénio ao metal [65].

[ [PA(n-C1H (G2 N-bzox)], |

bzox livre

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 24. Espectro no |V para o precursor e a bzox livre

A Tabela 5 apresenta as principais frequéncias e atribuicdes do dimero precursor
[Pd(u-Cl)(C? N-bzox)]» e bzox livre.

Tabela 5. Freqliéncias vibracionais referentes a bzox e [Pd(u-Cl)(C? N-bzox)]a.

bzox [Pd(u-Cl)(C%N-bzox)]; Atribuicéo
3197F 3416F vOH

3062mF 3054f vCH(sp?)
1633m 1623m vC=N
15780m, 1497mF  1576m, 1555mf vC=C
1309F 1297F BOH
1074f 1037F vN-O
980F 913f 5(C-H)
756, 688F 746F 5(-CH)

v = estiramento, § = deformacdo no plano, 6 = deformagéao fora do plano.

Intensidades: F = forte, mF = média-forte, m = média, mf = média-fraca, f = fraca, om = ombro.
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Espectros vibracionais na regido do IV também foram obtidos para os ligantes livres
(Figura 25) e os complexos mononucleares de férmula geral [PdCI(C? N-bzox)(L)], L
= tu, dmtu, mtu e ftu (Figura 26).

T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'1)

Figura 25. Espectro no |V para os ligantes tu, dmtu, mtu, ftu e taa.

No espectro das tiouréias, as bandas caracteristicas sdo esperadas em trés regioes,
o vC=S ocorre por volta de 600 - 700 cm™, as bandas de vC-N aparecem por volta
de 1500 cm™ e vN-H é observado préximo a 3200 cm™ [66], este padrdo também foi
observado nos espectros obtidos. A deformagéo vibracional da ligagdo N-H aparece
por volta de 1600 cm™ para todos os ligantes. No espectro da mtu é observado uma
banda alargada entre 3600 a 1900 cm™'. Duas das principais frequéncias observadas
no espectro da taa sdo as bandas atribuidas aos estiramentos NH,, ocorrendo em
3294 e 3082 cm™, respectivamente. Outras bandas importantes sdo vVCH; em 2941

cm™ e estiramento C=S em 710 cm™.
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Figura 26. Espectro no |V para os compostos 1, 2, 3,4 e 5.

Nota-se claramente uma mudanga em relagdo ao espectro do precursor dimérico
[Pd(u-Cl)(C? N-bzox)]. quando comparado aos espectros dos compostos 1, 2, 3, 4 e
5 indicando a coordenacgao dos ligantes ao metal.

Observou-se na regido entre 3500 — 3100 cm™ nos espectros dos complexos as
bandas atribuidas aos estiramentos OH e NH da oxima e dos ligantes,
respectivamente. O estiramento C=S para todos os complexos, com excecado do
complexo 3, aparece em frequéncias vibracionais menores quando comparado ao

ligante livre, sugerindo a coordenacao do metal pelo atomo de enxofre [67]. Este
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modo vibracional tem um decréscimo em sua energia devido a interacdo Pd-S, que
enfraquece a ligagdo C=S, deslocando as bandas referentes a este estiramento para
regido de mais baixa energia. Em contra partida ha um acréscimo na interagédo C-N
deslocando a banda relacionada a esta vibragdo nos compostos para uma regiao
mais energética.

Porém, deve-se lembrar que as vibragdes relacionadas aos atomos de S e N que
estao coordenados ao metal aparecem geralmente acopladas fortemente com outras
vibragées, principalmente devido a formagao do ciclopaladado e sendo assim, nao
possuem um valor que permita diagnostica-la precisamente [68].

A Tabela 6 apresenta as principais frequéncias vibracionais no IV e suas respectivas
atribuicbes dos ligantes livres tiouréia (tu), N,N’-dimetiltiouréia (dmtu), metiltiouréia
(mtu), feniltiouréia (ftu) e tioacetamida (taa) dos complexos 1-5.

Tabela 6. Principais frequéncias para os ligantes livres e complexos 1-5.

Compostos y(OH)  v(C=N) v(C=S) v(NH2, NH) v(c-N)  Referéncias

tu - ; 730f 3156F, 3365F 1473F 29

1 3409F  1614F 709mf 3183F, 3299F 1499f Autor
dmtu - - 754m 3026F, 3245F 1521F 69

2 3341F  1634m 641mf 3143F, 3266F 1518F Autor
mtu - - 776F * 1490mF 70

3 3416F  1620F 642m 3163F, 3245F 1556m Autor
ftu - - 811mF  3177m,3272mF  1511F 71

4 3402F  1621F 763m 3167mF, 3259m 1518F Autor
taa - - 721F 3082F, 3294F 1391F 69

5 3303F  1623F 630mf 3160F, 3236F 1423F Autor

v=estiramento, (*)=banda encoberta.

Intensidades: F = forte, mF = média-forte, m = média, mf = média-fraca, f = fraca.

4.4 Espectrometria de Massas (ESI/MS)

Os compostos de paladio 1, 2, 3 e 4 também foram estudados pela técnica de
espectrometria de massas, usando-se metanol como solvente.

fons moleculares contendo paladio ddo origem a um niimero caracteristico de picos
que mostra o percentual da distribuicao isotdpica natural de espécies contendo 1 ou
mais atomos do metal. Os atomos de paladio sdo encontrados na natureza na forma
de seis isétopos estaveis de abundancia significativa. Os is6topos mais estaveis séo
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aqueles que possuem massa exata de 101,9 Da (abundancia natural = 1%), 103,9
Da (11%), 104,9 Da (22,3%), 105,9 Da (27,3%), 107,9 Da (26,5%), 109,9 Da (11,7%)
[72]. As massas dos compostos apresentados nesse trabalho sdo as massas que
contém os is6topos estaveis e mais abundantes de cada elemento.

O espectro de massa ESI/MS modo negativo do composto 1 esté ilustrado na Figura
27. Analisando o espectro de massa do composto 1, pode ser observado a presenca
do ion molecular solvatado [M+MeOH] pelo aparecimento do pico em m/z 373,79 e
a posterior perda de solvente atribuido ao ion do pico molecular em m/z 337,99.
Nota-se também a presenca dos picos em m/z 300,14 atribuido a perda de cloreto
[M-CI] e em m/z 262,21 associado a eliminacao da tiouréia [M-tu] .

100- 30014 43799 @ M

] 373.79

E 262.21

Relative Abundance

0 T T T ‘\ T T T T T T T T T ! T ‘ T T T ‘\ T T T T T T 1
100 150 200 250 300 350 400 450 500
m/z

Figura 27. Espectro de massas ESI/MS modo negativo do complexo 1 em MeOH.

A Figura 28 apresenta o esquema das possiveis fragmentac¢des para o composto 1 e
as estruturas propostas de acordo com a relagdo carga/massa na espectrometria de

massas.
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Figura 28. Estruturas propostas da relacdo a carga/massa para o composto 1.

A Figura 29 apresenta o espectro de massas do composto 2, neste espectro o ion
do pico molecular [M] foi evidenciado pelo aparecimento do pico em m/z 365,79. Os
sinais detectados em m/z 330,08 e m/z 262,24 estdo associados a perda do ion
cloro [M-CI]" e do ligante [M-dmtu], respectivamente. O pico observado em m/z
298,07 foi atribuido as perdas dos grupos metila junto com o cloreto [M-CI-2CHg]".

100 330.08

70—
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Figura 29. Espectro de massas ESI/MS modo negativo do complexo 2 em MeOH.
O esquema das possiveis fragmentagbes para o composto 2 e as estruturas

propostas de acordo com a relagcdo carga/massa obtidas na espectrometria de

massas estao descrito na Figura 30.
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Figura 30. Estruturas propostas da relagdao a carga/massa para 0 composto 2.

Observando-se o0 espectro de massas do composto 3 (Figura 31), nota-se o

aparecimento do pico em m/z 385,81 atribuido ao o ion molecular solvatado

[M+MeOH] e a posterior perda de solvente em m/z 351,89 atribuido ao ion do pico

molecular [M]. De modo analogo ao comportamento observado em 2, nota-se

também uma primeira perda de cloreto em m/z 316,20 e uma subsequente perda do

grupo metila em m/z 297,97, atribuido a formacao da espécie [M-CI-CH3]. O sinal

detectado em m/z 262,13 esta associado a perda do ligante [M-mtu].

100
. 262.13
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60
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297.97
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Figura 31. Espectro de massas ESI/MS modo negativo do complexo 3 em MeOH.

A Figura 32 apresenta o0 esquema das possiveis fragmentacdes para o composto 3 e

as estruturas propostas de acordo com a relacdo carga/massa na espectrometria de

massas.
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Figura 32. Estruturas propostas da relacdo carga/massa para o composto 3.

O espectro ESI/MS do composto 4 (Figura 33) mostra a presenga do pico base em

m/z 376,13 associado a formacao da espécie [M-CI], enquanto que o pico em m/z

413,95 é atribuido ao ion molecular [M]. Vale destacar que o aparecimento do sinal

em m/z 299,90 que foi associado a perda do anel aromatico do ligante. Foi

detectado ainda em m/z 262,12 a perda do ligante, formando a espécie [M-ftu].
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Figura 33. Espectro de massas ESI/MS modo negativo do complexo 4 em MeOH.

O esquema das possiveis fragmentagdes para o composto 4 e as estruturas

propostas de acordo com a relacdo carga/massa obtidas na espectrometria de

massas estao descrito na Figura 34.
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Figura 34. Estruturas propostas para relacdo a carga/massa obtidas nos espectros
de massas para 0 composto 4.

Analisando o espectro de massa do composto 5, Figura 35, foi evidenciada a
formula molecular do composto pelo aparecimento do pico em m/z 336,95. Os sinais
detectados em m/z 300,97 e m/z 262,07 correspondem a formacdo das espécies
resultantes da perda de cloreto [M-CI] e do ligante [M-L]’, respectivamente.
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Figura 35. Espectro de massas ESI/MS modo negativo do complexo 5 em MeOH.

A Figura 36 apresenta o esquema das possiveis fragmentacdes para o0 composto 5 e
as estruturas propostas de acordo com a relacdo carga/massa na espectrometria de

massas.



44

o cy O
Pd/ Pd /PG|

o Ng Ng o]
—ChHs \>\CH3 [M-L]
HoN HoN m/z 262
[M-CIJ
IM] m/z 301

m/z 337

Figura 36. Estruturas propostas para relacdo a carga/massa obtidas nos espectros
de massas para o composto 5.

Em todos os espectros pode ser detectado primeiramente a perda de cloro com a
formagdo da espécie [M-CI]. Também foi observado nos espectros ESI/MS dos
compostos o0 pico em aproximadamente m/z 262,00 associado a formacdo da
espécie [M-L], ou seja, ocorre a perda do ligante. Isto reforca a ideia que todos os

complexos apresentam uma composicdo semelhante.

4.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para os compostos 1, 2, 3 e 4 foram obtidos espectros de RMN de 'H, *C, HMQC
(Heteronuclear Multiple Quantum Correlation), HMBC (Heteronuclear Multiple Bond
Coherence), HOMODEC, NOESY (Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy) e
COSY, medidos em acetona ((CD3)>CO), cloroférmio (CDCI3) e dimetilsulféxido
(DMSO-d6) como solventes. Os principais deslocamentos quimicos de 'H e *C para
os ligantes tu [29], dmtu [29], mtu [29], ftu [73] e taa [74] j& sdo conhecidos e estdo

descritos na Tabela 7.

Tabela 7. Deslocamentos quimicos (ppm) de 'H e '3C das tiouréias.

5(1H) 5(13C)

Espécie Referéncias
N-H CH3 c=S CH3
tu 6,98 - 7.25 ; 183,81 ; 29
dmtu 7.38 279 182,71 30,75 29
mu  6,95-7.65 262:281 181,10;184,10 29.93:31.10 29
ftu 6,95 -0,66 - 181,04 - 73
74

taa 8,90 - 9,20 3,34 206,10 31,0
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Os sinais de RMN de 'H e '*C foram atribuidos de acordo com a numeragdo do
esquema representado pela Figura 37.

Figura 37. Esquema de numeragéo adotado.

Os atomos de hidrogénio H3, H4, H5 e H6 constituem um sistema de spin, sendo
esperado um conjunto de 4 sinais no espectro de RMN-'H na regido de aromaticos
entre 6-8 ppm. Observando-se 0 esquema de numeragao, espera-se que 0s atomos
H3 e H6 aparecam como dupletos enquanto que os nucleos H4 e H5 apresentem
seus sinais na forma de duplo duplo dupletos .

Para o composto 1 todos os espectros foram obtidos em dmso-d6. No espectro de
RMN-'H para 1 (Figura 38) foi possivel verificar os sinais em aproximadamente
07,04 dos atomos H4 e H5 que consistem em duplo duplo dupletos. A sobreposicao
dos sinais H3 e H6 também foi verificada em &§7,28. O aparecimento de um sinal
alargado NH em 67,89 condiz com a presenca da tiouréia. Dois singletos em 610,23
e 08,36 foram atribuidos a hidroxila do ciclopaladado e ao grupo N=CH,
respectivamente. Esses sinais localizam-se em campo mais baixo dentre todos os
outros sinais devido a proximidade com o atomo de nitrogénio. Observou-se ainda

um pico de agua dissolvida em DMSO-d6 em 63,34.
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Figura 38. Espectro de RMN de 'H para 1.

O espectro de *C (Figura 39) apresentou sinal em §177,17 atribuido a C=S. Para o
grupo N=CH observou-se um pico em 6157,85. Os picos entre 6151-123 foram
atribuidos ao anel aromatico do composto. Com base no deslocamento quimico de
C=S para campos mais altos no composto quando comparado ao do ligante livre
(Tabela 7), propde-se a coordenagao da tiouréia pelo atomo de enxofre.

Com o intuito de distinguir os carbonos e hidrogénios do anel aromatico para o
composto 1, foram realizados espectros HMQC, HMBC e NOESY. No espectro
HMQC (Anexo 7) verifica-se uma correlagdo direta entre o singleto em 68,36 e o
sinal de '*C em §157,85. O duplo dupleto em 87,29 correlaciona-se com os sinais
em 8131,39 e §127,13 no '*C. O ddd em 57,07 esta correlacionado ao sinal de '*C
em 6124,86, ja o outro ddd em §7,03 correlaciona-se com o carbono em 6128,13 .
Pode-se ainda predizer que os carbonos em 6150,66 e 6141,66 sdo quaternarios,

pois nao apresentam nenhuma correlacao direta com os hidrogénios.
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220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50
f1 (ppm)

Figura 39. Espectro de RMN de '°C para 1.

Com as analises dos mapas de contorno dos experimentos de HMBC (Anexo 8) foi

possivel observar a correlagéo entre o sinal em 57,30 no 'H e §157,85 no '°C, porém

nao foi possivel a atribuicdo dos H3 e H6 por essa técnica. A Figura 40 apresenta as

principais correlagbes encontradas no composto 1 pelo experimento de HMBC.

Figura 40. Principais correlacdes observadas em HMBC para o composto 1.

Anteriormente no espectro de RMN-'H foi observado a sobreposicdo desses

hidrogénios, sendo ainda necessarias outras técnicas para sua determinacdo. Com o
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intuito de distinguir H3 e H6, foi realizado o espectro NOESY e NOESY1D que estao
representados nas figuras 41 e 42, respectivamente. O experimento NOESY
correlaciona hidrogénios préximos uns dos outros através do espago, com eles foi
possivel observar que os nucleos H4 e H5 correlacionam-se com H3 e H6, porém
estes apareceram na mesma regido espectral, com deslocamentos quimicos muito

préximos nao sendo possivel sua diferenciagao.

7.30
7.29

.

836

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.40 8.30 8.20 8.10 8.00 7.90 7.80 7.70 7.60 7.50 7.40 7.30 7.20 7.10
1 (ppm)

Figura 41. Espectro NOESY para o composto 1.

1
-6.96
6.97
-6.98
6.99
~7.00
F7.01
{7.28,7.0
F7.02
F7.03
F7.04 §
&
F7.05 &
{7.30,7.06
F7.06
F7.07
F7.08
F7.09
F7.10
F7.11
F7.12
F7.13
T T T T T T T T T T T T7.14
7.40 7.38 7.36 7.34 7.32 7.30 7.28 7.26 7.24 7.22 7.20

12 (ppm)

Figura 42. Espectro expandido NOESY1D para o composto 1
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A atribuicdo dos carbonos e hidrogénios do composto 1 foi realizada em analogia
aos do composto 2, que sera apresentado posteriormente. A tabela abaixo
apresenta os valores dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H e '*C, HMQC e
HMQC.

Tabela 8. Dados de RMN para o composto 1.

13
s ('H) 3 (°C) gHMBC
(gHMQC)
i 141,66 i
2 i 150,66 i
3 7,30 dd: [1H] 12713 12486128,13;

157,85
7,03 ddd; [1H]; J45=7,75
Hz ,J43=7,25 Hz , J46=2 Hz
7,07 ddd; [1H]; J54=7Hz,
Jse=7,5Hz , Js3=1Hz

128,13 127,13; 150,66

124,86  131,39; 141,66

6 7,30 dd; [1H] 131,39 124, 86
7 8,36 s; [1H] 157,85  141,66; 150,66
8 10,23 s; [1H] ; ]

C=S (tu) - 177,17 -

multiplicidade: s=simpleto, d=dupleto, dd=duplo dupleto, t=tripleto, ddd=duplo duplo

Os espectros de RMN do composto 2 foram realizados em CDCls. Em seu espectro
de 'H (Figura 43), observou-se que os sinais dos nucleos H4 e H5, aparecem na
mesma regiao espectral, originando um multipleto em 6,99 ppm. Foi observado
ainda dois singletos, um em 610,03 correspondente a hidroxila ligada ao nitrogénio e
o outro em 67,85 pertencente ao H7. Em relag&o aos sinais correspondentes a dmtu
observou-se um sinal alargado de N-H e um singleto em 83,47 atribuido ao grupo

metila (CH3). Um pico de agua dissolvida em CDClj3, foi observado em 61,50.
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Figura 43. Espectro de RMN de 'H para 2.

O espectro de '*C representado (Figura 44) apresentou sinais tipicos do ligante em
0176,39 e 639,31 para C=S e CHs, respectivamente. Foi observado também no
espectro de RMN de "*C um pico em §156,15 atribuido do grupo N=CH.

Com base no deslocamento quimico de C=S para campos mais altos no espectro de
RMN de "™*C do composto quando comparado ao do ligante livre (tabela 7), propde-
se a coordenacao da dmtu pelo atomo de enxofre.

No HMQC (Anexo 12) pode ser observado as correlacdes diretas entre o 'H e '*C de
alguns nucleos. Verifica-se que existe uma correlacao entre o singleto em 67,85 e o
sinal de ®C em §156,16. Outra correlagdo que foi observada estd em 83,47 e
839,31. J& o dupleto em 87,41 correlaciona-se com o sinal em §132,14 no '*C. O
duplo dupleto em 87,11 esta associado ao sinal em 8126,57, ja o multipleto em 66,99
esta correlacionado aos sinais de '°C em §128,48 e §125,22. Pode-se ainda predizer
que os carbonos em 06149,94 e 8141,45 sao quaternarios, pois ndo apresentam

nenhuma correlacao.
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Figura 44. Espectro de RMN de '°C para 2.

Foi observado pelo espectro HMBC (Anexo 13) a correlacédo entre o sinal em 67,11
no 'H e §156,15 no '°C, logo se pode predizer que o hidrogénio em 87,11 ocupa a
posicdo H3 no composto, consequentemente H6 estd em 067,41. Observou-se
também a correlacédo entre o carbono em 6176,39 (C=S) e o hidrogénio do grupo
metila em 63,47 ambos do ligante. A Figura 45 apresenta as principais correlagbes

encontradas no composto 2 pelo experimento de HMBC.

NH I}IH
CH,

Figura 45. Principais correlacdes encontradas em HMBC para o composto 2.

O experimento HOMODEC (Figura 46) permitiu confirmar que o multipleto em 6,99
ppm esta associado aos nucleos H4 e H5, pois irradiando-se os sinais dos dupletos

H3 (a) e H6 (b), observa-se a alteracado no padrao do sinal de H4 e H5.

T
o}
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@ M uw
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T T T T T T T T T T T T
7.46 7.42 7.38 7.34 7.30 7.26

7.22 7.18 7.14 7.10 7.06 7.02 6.98
1 (ppm)

Figura 46. Espectro HOMODEC para o composto 2. (a) Espectro de 'H do complexo
2; (b) irradiando o sinal de H6 em 67,41; (c) irradiando o sinal de H3 em 67,11.

Com os espectros de RMN foi possivel a atribuicdo dos carbonos e hidrogénios
presentes em 2. A tabela 9 apresenta os valores dos deslocamentos quimicos de
RMN de 'H, '*C, HMQC e HMQC com suas atribuicdes, segundo o esquema de
numeragao ilustrado na figura 37.
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Tabela 9. Dados de RMN para o composto 2.

13
5 (H) : SH‘Mgé) gHMBC
- 141,45 ]
2 - 149,94 .
5 7,11dd; [1H]; Ja4 = 7Hz; 12657 128,48;149,94;
Jas = 2Hz 156,15
4 6,99 m; [1H] 128,48 126,57;149,94
5 6,99 m; [1H] 12522  132,14;141,45
6 741 d;[1H]; Jes=7Hz 132,14  12522; 14145
7 7,85 s;[1H] 156,15  141,45;149,94
8 10,03 s; [1H] - -
C=S (dmtu) - 176,39 i
CHjz (dmtu) 3,47 s; [3H] 39,31 176,39

multiplicidade: s=simpleto, d=dupleto, dd=duplo dupleto, t=tripleto, ddd=duplo duplo, m=multipleto.

No espectro de RMN-'H para o composto 3 (Anexo 14A) foi possivel verificar o
aparecimento de dois sistemas, um com picos mais intensos e alargados e outro
com picos mais definidos e menos intensos. Observou-se dois singletos em 811,22 e
610,23 que foram atribuidos ao grupo OH. Também foram observadas outras
duplicagbes em 88,34 e 08,12 pertencentes a N=CH e na regido de aromaticos entre
07,72-6,90. Esta duplicagdo esta associada a processos que ocorrem em solucao,
pois pelos dados da analise elementar esse composto esta puro. Acredita-se que em
contato com dmso ocorre a quebra de uma parte do composto liberando a bzox livre,
formando assim duas espécies em solucao (bzox e 3). Todos os picos duplicados
estdo condizentes com os valores encontrados no RMN de 'H para a bzox livre
(Tabela 10 e Anexo 1).

Tabela 10. Dados de RMN de "H para o bzox livre.

Bzox 5 ('H)
OH 11,2
N=CH 8,14

Anéis aromaticos 6,9-7,7
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Acredita-se que os demais picos nao atribuidos sejam de grupos NH e NH,, que
possui uma faixa muito ampla de deslocamento (3-12ppm). Neste sentido realizou-
se um experimento no qual foi adicionado ao composto 3 solubilizado em dmso-d6
algumas gotas de D,O (Anexo 14B). Este experimento faz com que os hidrogénios
ligados a OH ou NH sejam trocados pelo deutério. A Figura 47 apresenta o0s
espectros de 'H sem e com a adicéo de D.0.

L L

11.0 105 10.0 o.5 .0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5
1 (ppm)

DO

11.0 10.5 10.0 9.5 s.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

6.0 5.5
1 (ppm)

Figura 47. Espectros de 'H sem e com a adigdo de D,O para 3.

Ja na regido de alto campo observou-se dois sinais sobrepostos préximos a 62,70
atribuidos ao grupo metila do ligante, este efeito é causado pela rotagdo lenta da
ligacdo C-N, devido a deslocalizacdo eletrbnica. Existem duas configuracdes
possiveis para a mtu devido a rotacao restrita da ligacdo C-N (Figura 48). Os sinais
dos grupos metilicos dos isémeros cis e trans apresentam deslocamentos quimicos
diferentes devido aos efeitos diamagnéticos anisotropicos da dupla ligacdo do grupo
tionila. Logo, o sinal do grupo metila cis ao grupo tionila deve estar deslocado para
campo mais alto em relagdo ao trans-relacionado [73].

S
H % H =— H_ X CH; «—> H_ .25 _H
~ @/ ~N Nk N N~
|
H

|
CHs H H H CHs

cis trans

Figura 48. Isbmeros conformacionais cis e trans da mtu.
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O espectro de '°C (Figura 49) também apresentou sinais finos atribuidos a bzox e
sinais alargados do composto. Com base nos deslocamentos quimicos da bzox livre
(Tabela 10) e nos demais compostos, pode-se atribuir os sinais em 8157,87 e
0148,22 ao grupo N=CH para 3 e bzox, respectivamente. Atribuiu-se também os

deslocamentos em 6127,22 para C2 do composto e 8133,28 para C2 da bzox.

T T T T T T T T T T T T
175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115
1 (ppm)

M-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 19 180 170 160 150 140 130 120 p 11)0 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 o
1 (ppm

Figura 49. Espectro de RMN de *C para 3.

Tabela 11. Dados de RMN de '°C para o bzox livre.

Esquema Bzox
3 | 5 (“c)
4 2 aNfDH 1 148,3
2 133,2
> 7 3a6 126,6-1279
6 7 1294

No espectro HMQC (Anexo 16) verificou-se a correlagao direta entre o dupleto em
52,76 e o sinal de '*C em §30,13 associados a metila do ligante. O sinal em 57,29 no
'H correlaciona-se com outros dois sinais em §127,22 e §131,50 no '*C. Com o
experimento HMBC (Anexo 17) foi possivel observar a correlacdo entre o sinal em
011,23 € 6148,15 e em 88,12 e 86148,15. Ainda foi possivel observar o sinal em 68,34

no 'H correlacionando-se com outros dois sinais em §150,81 e §141,71 no *C. A
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Figura 50 apresenta as principais correlacdes encontradas para o composto 3 e a

bzox livre.
H H
H H H H
S
H Pd NH  “NH, H
\Cr = N
H—"""on H QH
3 bzox

Figura 50. Principais correlagdes encontradas para o composto 3 e a bzox.

A tabela 12 apresenta os valores dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H, '°C,
HMQC e HMQC com suas atribuicées. Todos os espectros de RMN para 3 foram
realizados em dmso-d6. Nao foi possivel realizar o RMN em outros solventes, pois
este composto nao apresentou solubilidade suficiente.

Tabela 12. Dados de RMN para o composto 3.

1 5 (°c)
8 ('H) (HMQC) gHMBC
1 - 141,69 -
2 - 150,93 -
128,23; 150,93;
3 7,29m; [1H] 127,22 157.87
4 7,03 m; [1H] 128,26 127,22;150,93
5 7,03 m; [1H] 124,96 -
6 7,29 m; [1H] 131,51 125,68; 142,91
7 8,34 s; [1H] 157,87 141,69, 150,93
8 10,23 s; [1H] - -
C=S - 174,25 -
CHj; (mtu) 2,77d; [3H] 30,13 174,25

multiplicidade: s=simpleto, d=dupleto, dd=duplo dupleto, t=tripleto, ddd=duplo duplo, m=multipleto.

No espectro de RMN-"H para o composto 4 (Figura 51) foi possivel atribuir o H8 em
010,36 e H7 em 88,24. Verificou-se também que os sinais préximos a 87,09
consistem em duplo duplo dupletos, caracteristicos de H4 e H5. A regido observada
entre 67,33-7,55 foi atribuida aos demais hidrogénios do anel aromatico do

ciclopaladado e do ligante ftu.
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Figura 51. Espectro de RMN de 'H para 4.

O espectro de '*C (Figura 52) apresentou sinal em §157,69 atribuido a C7. Os picos
entre 8160-124 foram atribuidos aos anéis aromaticos do composto 4, ainda nesta
regiao foi observado picos finos e também mais alargados, indicando a presenca de
dois sistemas de spin. Para este composto n&o foi possivel observar C=S no '°C.

A l I‘ Ao Wiy lw- kavvarJv
164 160 156 152 148 144 140 136 132 128 124 120
f1 (ppm)
| Ll
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10

120 110
1 (ppm)

Figura 52. Espectro de RMN de '°C para 4.
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No espectro HMQC (Anexo 20) verifica-se uma correlagédo direta entre o singleto em
88,24 (H7) e o sinal de *C em §157,69 (C7). O duplo dupleto em 87,11 e §7,05
correlacionam-se com os sinais em §125,68 e §128,25 no '°C, respectivamente.
Pode-se predizer também que os carbonos em 6151,32 e 142,91 sao quaternarios,
pois ndo apresentam nenhuma correlagdo direta com os hidrogénios. Com as
analises dos mapas de contorno dos experimentos de HMBC (Anexo 21) foi possivel
observar a correlagdo entre o sinal em 87,34 no 'H e §157,69 no '*C, podendo ser
atribuido a H3. A Figura 53 apresenta as principais correlagdes encontradas no

composto 4 pelo experimento de HMBC.

Figura 53. Principais correlacdes encontradas em HMBC para o composto 4.

Para a identificacdo dos diferentes sistemas de spin no composto, foi realizado o
espectro TOCSY (Figura 54).

111111111

Figura 54. Espectro TOCSY para o composto 4.

Com este espectro observou-se que os sinais em 67,34 e 67,39 pertencem ao
mesmo sistema de spin que H4 e H5, assim os picos alargados no '*C foram
atribuidos ao anel do ligante e H6 (67,39) e H3 (87,34) ao ciclopaladado. A tabela 13
apresenta os valores dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H, '*C, HMQC e
HMQC com suas atribuicdes. Todos os espectros de 4 foram realizados em acetona.
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Tabela 13. Dados de RMN para o composto 4.

s ('H) 5(°C) gHMBC
(eHMQC)
1 - 142,91 -
2 - 151,32 -
7,11dd; [1H]; Ja4 = 7Hz; 127 54 128,48; 157,69;
Jss =2Hze 1,5 Hz 151,32
7,05 ddd; [1H]; J4s=7,0
4 Hz J.s=8,0 Hz , Jie=2 12825  127,54;151,32
Hze 1,5Hz
7,11 ddd; [1H];
5  Jsa=7,5Hz,J56=7,0Hz, 12568 132,15;1412,91
Jss=1Hz e 1,5Hz
6  7,39d;[1H];Jes=7,5Hz 132,15  125,68; 142,91
7 8,24 s; [1H] 157,69 142,91, 151,32
8 10,36 s; [1H] ; ]
o (ftu) 7,38-7,58 - -

multiplicidade: s=simpleto, d=dupleto, dd=duplo dpleto, t=tripleto, ddd=duplo duplo, m=multipleto.

Os espectros de RMN do composto 5 foram realizados em acetona-d6. Em seu

espectro de 'H (Figura 55), observou-se que os sinais dos nlcleos H4 e H5,

aparecem na mesma regiao espectral, originando um multipleto em 7,11 ppm, o

mesmo ocorre para 0s nucleos H3 e H6 com um dupleto em 7,36. Foi observado

ainda dois singletos, um em 610,27 correspondente a hidroxila ligada ao nitrogénio e

0 outro em 08,29 pertencente ao H7. Em relacao aos sinais correspondentes a taa

observou-se dois sinais alargados de N-H entre 610 e 811 e um singleto em 62,69

atribuido ao grupo metila (CHj).
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Figura 55. Espectro de RMN de 'H para 5.

O espectro de '*C (Figura 56) apresentou menor resolugdo quando comparado aos
espectros dos outros compostos devido a fatores de solubilidade, porém foi possivel
observar o sinal de C=S em 200,49 e com base no deslocamento quimico de C=S
para campos mais altos no composto quando comparado ao do ligante livre (tabela
7), propbe-se a coordenacao da taa via atomo de enxofre. No HMQC (Anexo 24)
verifica-se uma correlagdo entre o singleto em 88,29 e o sinal de *C em §157,58.
Outra correlagdo que foi observada esta em 62,69 e 628,51. Ja o multipleto em 67,11
correlaciona-se com os sinais em 128,85 e §125,61 no *C. O dupleto em §7,36 no

espectro de 'H esta associado aos sinais em §131,74 €5127,54 no '°C.
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Figura 56. Espectro de RMN de '°C para 5.

Foi observado pelo espectro HMBC (Anexo 25) a correlacao entre o sinal em 610,27
no 'H e 157,58 no '*C, ou seja, uma correlagéo entre o hidrogénio do grupo OH da
oxima e o carbono da posicao 7. Observou-se também a correlacdo entre o carbono
em 6200,49 (C=S) e os hidrogénios do grupo metila em 62,69 ambos do ligante. Foi
possivel ainda atribuir os carbonos quaternarios aos deslocamentos em 8150,56 e
8142,59, pois estes correlacionam-se com o sinal no 'H em 88,29 e também n&o
apresentam correlagdo no espectro de HMQC. A Figura 57 apresenta as principais

correlacbes encontradas no composto 5 pelo experimento de HMBC.

HsC NH,

Figura 57. Principais correlagdes encontradas em HMBC para o composto 5.

O experimento COSY (Figura 58) foi realizado com o intuito de distinguir os
hidrogénios nas posicoes 3 e 6 que aparecem sobrepostos com um dupleto e 4 e 5,
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que aparecem como multipletos no espectro de 'H. No entanto, ndo foi possivel
distingui-los, mas observa-se pelo espectro que esses hidrogénios correlacionam

entre si.

f1 (ppm)

B {7'35’7'09{“_?{';‘.10,7.36}

T T T T T T T T T T T T T
13 12 11 10 9 8 7 6 4 3 2 1 0 -1
f2 (ppm)

Figura 58. Espectro COSY para o composto 5.

A tabela abaixo apresenta os valores dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H,

3G, HMQC e HMQC com suas atribuicdes, segundo Figura 37.

Tabela 14. Dados de RMN para o composto 5.

5("*c
S('H) (7€) gHMBC
gHMQC
1 - 142,59 -
2 - 150,56 -
3 _ _ 150,56; 142,59;
) 7.86d;[2H]  131,745127,54  ha'ar o8 6
4 . , 150,56; 142,59;
. 7,11 m;[2H] 128,85; 125,61 131.74: 127 54
7 8,29 s; [1H] 157,58 150; 142
8 10,27 s; [1H] - 157,68
C=S - 200,49 -
CH3 (taa) 2,69 S;[3H] 28,51 200,49

multiplicidade: s=simpleto, d=dupleto, dd=duplo dupleto, t=tripleto, ddd=duplo duplo, m=multipleto.
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4.6 Proposicao Estrutural

Com base nos resultados obtidos a partir das espectroscopias no infravermelho e
RMN, espectrometria de massas e em concordancia com os resultados de andlise
elementar sugere-se as seguintes estruturas para os compostos 1-5. (Figura 59).

CH
NH ,CHs
S/ 2 )\
o o
—\/ cli Fa
\ =y ©
OH \
OH
(1) (2)
CH,
HN"
)\ HN
s/ N )\
pd s7 e
\ —./ a
OH N
\
OH
(3)
(4)
HoN
o
/
d
—./ cl
\
OH

Figura 59. Estruturas propostas para os compostos de 1-5.

Espera-se um ambiente quadrado planar ao redor do atomo de paladio e com todos

os ligantes coordenados via atomo de enxofre.
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4.7 Investigacao das propriedades biolégicas

4.7.1 Avaliacao da citotoxicidade frente a células tumorais

A atividade citotoxica dos complexos ciclopaladados de 1-5 foi avaliada frente as
células murinas de adenocarcinoma mamario (LM3), cujos valores de ICsg

(concentragao que inibe em 50% a proliferacao celular) encontram-se na Tabela 15.

Tabela 15. Valores de ICsy para compostos de 1-5 frente a LM3.

Massa IC
Composto Molecular 0 Referéncia
Bzox livre 121,13 412 75
[Pd(u-C)(C*N-bzoX)l. 52400 58,90 4,27 75
1 338,12 28,10 +2,53 Autor
2 366,18 20,51 +1,39 Autor
3 352,15 61,45 +2,73 Autor
4 414,22 19,87 £3,38 Autor
5 337,13 47,43 13,68 Autor

Padrdo comparativo: CISPLATINA (ICse= 30,26 +3,72 umol L )

Os compostos 1, 2 e 4 foram os mais citotdxicos da série sintetizada neste trabalho,
com valores de ICsp comparaveis ao da cisplatina. Todos o0s complexos, com
excecao do 3, mostraram ser mais ativos quando comparados ao dimero precursor e
a bzox livre. O composto 3 foi 0 menos citotoxico dos compostos, anteriormente foi
sugerido que na presenca de DMSO esse complexo dissocia-se dificultando a
identificagdo da espécie responsavel pela sua atividade. Através dos valores obtidos
foi possivel observar também que os compostos derivados da tiouréia foram mais
ativos que a tiacetoamida.

Estudos recentes tem mostrado que os ciclopaladados apresentam um mecanismo
molecular de acao diferente daquele observado para a cisplatina e analogos. No
caso da cisplatina, ocorre a formacao de adutos intrafitas entre as bases guaninas
adjacentes do DNA, resultando em uma distor¢do da dupla hélice. A morte celular é
associada a ativagdo de varios mecanismos sinalizadores incluindo aqueles
envolvidos no reconhecimento e reparo do dano ao DNA, interrupgéo do ciclo celular
e apoptose. De acordo com Barbosa et al. [76], a apoptose via mecanismo
lisossomal é o principal mecanismo de morte celular que decorre da atividade do
ciclopaladado [Pd(C? N-dmpa)(dppf)]Cl frente a células leucémicas K562. O
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composto organometalico induz a permeabilizagdo da membrana lisossomal com
liberacdo de enzimas lisossomais no citosol, principalmente a catepsina B que
desempenha um papel chave na execugcdao do programa apoptético em muitas
linhagens de células tumorais. J& o complexo [{PdCI(C? N-dmpa)}z(u-dppe)] ativa o
mecanismo intrinseco de apoptose em células de melanoma murino B16F10-Nex2.
Esse ciclopaladado interage com os grupos tidis das proteinas embebidas na
membrana mitocondrial, causa a dissipacao do potencial de membrana mitocondrial,
induzindo a ativagéo das endonucleases [77].

4.7.2 Avaliacao da citotoxicidade frente a formas promastigotas de Leishmania
A atividade citotéxica dos compostos também foi testada contra as formas
Promastigotas de Leishmania (L.) amazonenses e para comparagao, os valores de
ICs0 dos compostos 1-5 sdo mostrados na Tabela 16.

Tabela 16. Valores de ICs, para atividade antileishmanicida dos compostos de 1-5.

Composto Massa Molﬁcular Promastigo_t1a ICso
(g mol™) (ng mL™)
1 338,12 12.4
2 366,18 12,54
3 352,15 9.9
4 414,22 1,56
5 337,13 10,3

(Padrao comparativo: Anfotericina B (IC50 = 6,95 pg mL™)

Os valores obtidos contra as formas promatigota variaram pouco em relacdo os
compostos 1, 2, 3 e 5 que apresentaram valores acima de 9 ug mL™" . J4 o composto
4 mostrou maior citotoxicidade entre os compostos sintetizados com um |Cso menor
que a Anfotericina B. Portanto, pode-se sugerir uma possivel agdo desse composto
com as cisteino proteases da Leishmania, pois este também apresenta bons
resultados frente a células tumorais.

Sabe-se que os ciclopaladados inibem as cisteino proteases de parasitas, entretanto
os complexos sintetizados neste trabalho foram menos ativos que o composto
[Pd(C? N-dmpa)(dppe)]Cl capaz de destruir as formas promastigotas L. amazonensis
em concentracdes de ICso de 2,13 nM [58].
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O composto 4 apresentou uma melhor atividade citotdéxica dentre todos os
compostos sintetizados neste trabalho, sendo este o mais promissor da série
sintetizada. Sugere-se que o anel aromatico da ftu no composto pode aumentar seu
carater apolar e assim o composto poderia atravessar a membrana celular mais
facilmente do que os demais compostos. A hidrofobicidade parece ser uma das
razbes para a maior eficiéncia deste composto, pois o transporte do ciclopaladado
para dentro da célula é influenciado pelo carater hidrofébico de uma substancia [23].
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5. CONCLUSAO

Cinco novos complexos de paladio(ll) foram sintetizados a partir da reagédo de
clivagem entre o dimero precursor [Pd(u-Cl)(C?N-bzox). e os ligantes
tiocarbonilados, formando assim os compostos [PdCI(C?N-bzox)(tu)] (1),
[PACI(C? N-bzox)(dmtu)] (2), [PdCI(C? N-bzox)(mtu)] (3), [PACI(C? N-bzox)(ftu)] (4) e
[PACI(C? N-bzox)(taa)] (5).

A caracterizagao dos respectivos complexos foi feita pela técnica de espectroscopia
no infravermelho, sendo possivel observar a presenca das bandas caracteristicas do
precursor e do ligante. A partir dos dados da espectrometria de massas, observou-
se 0 mesmo padrao de fragmentacdo para todos os compostos sendo detectadas as
espécies [M-CI' e [M-L] para todos os compostos, sugerindo que todos os
compostos apresentam estrutura semelhante.

A ressonancia magnética nuclear de 'H e ®C confirmou a coordenagéo dos ligantes
via atomo de enxofre, pois estes apresentaram deslocamentos quimicos para campo
mais alto do *C=S quando comparados aos dos ligantes livres. Também foi possivel
observar por esses espectros que o composto 3 dissocia-se em DMSO. Foram
utilizados ainda os experimentos NOESY, HOMODEC, HMQC, HMBC e COSY para
auxiliar nas atribuicbes dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos
das moléculas.

A estrutura proposta para os complexos pressupde um ambiente quadrado planar
em torno do atomo de paladio.

Os resultados dos ensaios biolégicos para a atividade antitumoral indicam que os
complexos [PdCI(C? N-bzox)(tu)], [PdCI(C? N-bzox)(dmtu)] e [PdCI(C?N-bzox)(ftu)]
sao os ativos frente a linhagem testada LM3, adenocarcinoma mamario murino, com
citotoxicidade comparavel a cisplatina. Nesse teste foi possivel observar que as
tiouréias foram mais ativas que a tioacetamida.

Para a atividade antileishmanicida, apenas o composto [PdCI(C?N-bzox)(ftu)] foi
mais citotéxico que a droga padréo, Anfotericina B, contra as formas Promastigotas
de Leishmania (L.) amazonenses, apresentando um ICs, de 1,56 pug mL™".

Pelos resultados dos ensaios bioldégicos pode-se concluir que o composto 4,
[PACI(C? N-bzox)(ftu)] foi o mais eficiente dos compostos.
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