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Resumo

Os metalofarmacos baseados em platina indubitavelmente configuram a
contribuicio mais relevante da é&rea de Quimica Bioinorganica ao
desenvolvimento de farmacos antitumorais aplicados a tratamentos
quimioterapicos. Ainda assim, a resisténcia intrinseca e adquirida por algumas
linhagens, a acdo inespecifica e por consequéncia, pouco eficiente destes
farmacos desencadeiam uma série de efeitos colaterais severos, representando
problematicas altamente relevantes e que tem impulsionado a busca por
moléculas alternativas mais eficazes. Neste contexto, complexos de Pd(ll) tem
sido apontados como promissores pela similaridade deste ion metalico com o
ion Pt(Il) e por em geral apresentarem menor toxicidade em comparag¢do aos
farmacos baseados em platina. Visando contribuir para a pesquisa destes
compostos, o presente trabalho apresenta a sintese, caracterizacdo e avaliacdo
do perfil antitumoral de 2 novas séries de compostos de Pt(ll) com fosfinas
terciarias aromaticas: mondmeros ciclopaladados de formula geral [PdCI(C?,N-
tetrox)PR3] (JC1-4) e os complexos de Pd(Il) de formula geral [PdCI(L1)PR3]ClI
(J1-4), onde tetrox = tetralonaoxima, L1 = vanilina-morfolina-
etiltiossemicarbazona e PR3 = trifenilfosfina, tri(p-toluil)fosfina, tris(4-fluoro-
fenil)fosfina, tris(4-metéxifenil)fosfina. Os compostos sintetizados foram
caracterizados pelas técnicas espectroscopicas de IV e RMN H, 13C{*H} e
31P{1H}, andlise elementar (CHN) e DRX. Ensaios de inibicdo do radical DPPH
demonstraram que o ligante L1 apresenta acao antioxidante moderada [ICso0 49,7
UM] enquanto os complexos nédo apresentam atividade. Espectros de RMN 'H e
31P{1H} coletados em 0, 24 e 48 h evidenciaram a estabilidade dos complexos
obtidos. A avaliacdo da acéo antiproliferativa dos compostos frente as linhagens
tumorais de mama (MCF-7, MDA-MB-231), pulméo (A549), prostata (DU-145) e
nao tumoral de pulmdo (MRC-5) demonstrou que a familia de ciclopaladados
(JC1-4) exibiu melhores resultados frente a linhagem MCF-7 [ICso 19,22 a
26,33 uM], apresentando-se mais ativos em comparacao a cisplatina [ICso >50
MM]. J& a série de complexos J1-4, bem como o ligante L1 apresentaram agao
elevada e seletiva frente a linhagem A549 [ICso 19,22 a 26,33 uM; Sl 3,64 a
54]. Estudos espectroscopicos de interagdo demonstraram que ambas as séries
de compostos interagem fracamente com o DNA, através de ligacbes de
natureza nao covalente, preferencialmente nas regides de sulco.
Complementarmente, ensaios de interacdo com HSA por fluorescéncia e
calculos de docking molecular demonstraram a habilidade da série de compostos
ciclopaladados poderem ser transportados pela proteina na regido do sitio DS1.
Foram obtidos os valores de log D para o ligante L1 de 1,61+0,05 e para o
complexo J1 1,52+0,08, denotando o perfil lipofilico desta série de compostos.
A partir dos resultados observados, os complexos J1-4 foram considerados
como mais promissores em comparacdo a série de mondémeros JC1-4,
demonstrando o papel farmacoforico do ligante L1. Ainda, com a similaridade na
atividade inibitéria apresentada dentre os compostos de ambas as series pode-
se propor que as fosfinas terciarias atuam como ligantes auxiliares.

Palavras-chave: Complexos de Pd'", ciclopaladados, atividade biolégica.
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Abstract

Platinum-based compounds undoubtedly represent the most relevant
contribution in the Bioinorganic area to the development of antitumor drugs
applied to chemotherapy treatments. Although, the intrinsic and acquired
resistance by some tumor cells, the nonspecific and, consequently, inefficient
action of these drugs trigger severe side effects, representing great problems and
which have driven the research for more effective molecules. In this context,
Pd(Il) complexes have been pointed out as promising because of the similarity of
this metal ion with Pt(ll) and displaying lower toxicity compared to platinum drugs.
Aiming to contribute to the research of these compounds, this work presents the
synthesis, characterization and evaluation of the antitumor profile of 2 new series
of Pd(ll) compounds bearing tertiary phosphines: mononuclear cyclopalladated
compounds of the type [PdCI(C?,N-tetrox)(PRs)] (JC1-4) and Pd(ll) complexes of
the type [PdCI(L1)PRs|CI (J1-4) where tetrox = tetraloneoxime, L1 = vanillin-
morpholine-ethylthiosemicarbazone and PR3 = triphenylphosphine; tris(4-
methylphenyl)phosphine; tris(4-fluorophenyl)phosphine, tris(4-
methoxyphenyl)phosphine. The compounds have been characterized by
elemental analyses, infrared (FT-IR) and 'H, 3C{?H} and 3P{*H}-NMR
spectroscopies and single crystal X-ray diffraction. DPPH radical inhibition
assays showed that the L1 has moderate antioxidant action [ICso 49.7 uM] while
the complexes have no activity. 'H and 3!P{*H}-NMR spectra collected at 0, 24
and 48 h showed the stability of the obtained complexes. The evaluation of the
antiproliferative action of the compounds against breast (MCF-7, MDA-MB-231),
lung (A549), prostate (DU-145) and non-tumor lung cell (MRC-5) demonstrated
that the family of cyclopalladated (JC1-4) showed better results against MCF-7
cells [ICs0 19.22 a 26.33 uM], being more active compared to cisplatin [ICso > 50
uM]. The J1-4 complexes, as well as the L1, showed high and selective action
against the A549 cells [ICs0 19.22 a 26.33 pM; Sl 3.64 a 54]. Interaction
spectroscopic studies demonstrated that both series of compounds interact
weakly with DNA, through non-covalent bonds, preferentially in the minor groove
region. In addition, fluorescence spectroscopy assays and molecular docking
calculations demonstrated the ability of the cyclopalladated compounds to be
transported by HSA protein in the DS1 site. Log D values for L1 of 1.61+0.05
and for J1 of 1.52+0.08 denoting the lipophilic profile of this series of compounds.
From the observed results, J1-4 complexes were considered as more promising
compared to the JC1-4 monomers, demonstrating the pharmacophoric role of the
L1. With the similarity in the inhibitory activity presented among the compounds
of both series, it was possible to propose that tertiary phosphines act as auxiliary
ligands.

Keywords: Pd" complexes, cyclopalladated, biological activity.
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1. Justificativa

1.2 Cancer: definicdes e dados estatisticos

A células normais, que formam os tecidos do corpo, naturalmente passam
por processos ordenados de crescimento, multiplicagdo e morte. Quando os
mecanismos de morte celular sdo afetados e as células normais multiplicam-se
desordenadamente, tem-se caracterizado o quadro de Céancer [1,2]. Cancer €
um termo genérico que designa um conjunto de mais de 100 doencas
caracterizadas pelo crescimento desordenado de células que levam a formacéo
de tumores. Por sua natureza, essa condi¢ao pode atingir as células de qualquer
tecido, podendo transpor partes adjacentes, espalhando-se para outros 6rgaos,
0 que define o processo de metastase o qual representa a maior causa de morte
por cancer [1,3,4].

O desencadeamento do crescimento celular desordenado ocorre por uma
modificacdo no DNA (mutacdo genética) cujos genes alterados enviam
instrucOes errbneas para a célula. Quando estes genes alterados fazem parte
do processo de crescimento celular, como 0s proto-oncogenes, as mutacdes
resultam em falhas no processo natural de multiplicacdo e morte [1,5].

A progressao tumoral ocorre geralmente de forma lenta, via um processo,
composto por trés estagios, denominado como carcinogénese ou oncogénese
[5]. Assim, a carcinogénese € composta pelo estagio de iniciacdo, promocéo e
progressdo (Esquema 1). No primeiro estagio, de iniciacdo, ocorre a exposicao
dos genes a acdo de agentes carcinogénicos. Na sequéncia, na etapa de
promocao, 0s proto-oncogenes agem sob a célula alterada levando ao ultimo
estagio, de progressao, onde a célula multiplica-se de forma descontrolada e
irreversivel [1,5,6].

O estégio de iniciacdo esta diretamente relacionado a fatores genéticos
combinados a exposicdo cumulativa a agentes carcinogénicos externos.
Exemplos destes agentes sdo a exposicdo a radiacdo UV e ionizante,
componentes da fumaca do tabaco, substancias contaminantes presentes na

agua e alimentos, infec¢Bes causadas por certos virus, bactérias ou parasitas,
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dentre outros. Além disso, constata-se um aumento na incidéncia de cancer com
o envelhecimento, sendo esta relacionada a menor eficacia dos mecanismos

naturais de reparo celular que podem levar a mutacdes [5,7-10].

Esquema 1: Representacdo dos estagios que compdem a ancogénese.

Progressao

Iniciagao

Promogao

Fonte: Adaptado de Céancer, 2012 [1].

Dessa forma, os fatores que levam ao desencadeamento do cancer estao
associados ao desenvolvimento econémico dos paises, onde o crescimento e
envelhecimento da populacdo mundial refletem no aumento rapido e progressivo
no namero de casos e na mortalidade relacionada a essa patologia. Segundo o
Observatoério Global de Cancer (GLOBOCAN) da Agéncia Internacional de
Pesquisa em Cancer (IARC), estima-se um aumento aproximado de 56 % no
namero de casos e de 63 % para o numero de mortes no ano de 2040 (n° de
casos: 30,2 milhdes; n° mortes: 16,3 milhdes), em comparacdo ao registrado
para o ano de 2020 (n° de casos: 19,3 milhdes; n° mortes: 9,96 milhdes) (Figura
1[11].
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Figura 1: Numero estimados de novos casos de Cancer (a esquerda) e de mortes (a
direita), do ano de 2020 até 2040.
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Fonte: Adaptado de Global Cancer Observatory, 2021[11].

Dentro disso, neoplasias representam um obstaculo para o aumento da
expectativa de vida mundial, sendo considerada pela Organizagdo Mundial da
Saude (WHO) uma das 5 maiores causas de morte em pessoas com idade
superior a 70 anos. No Brasil, segundo dados do DATASUS do Ministério da
Saude, no ano de 2019, as neoplasias representaram a segunda maior causa de
morte (235.301), sendo superadas apenas por doencas do aparelho circulatério
(364.132)[12].

Quanto a distribuicdo do niumero de novos casos para cada tipo de cancer,
de acordo com estimativas da GLOBOCAN para 2020, o cancer de mama e
pulméo apresentam-se como os de maior incidéncia dentre homens e mulheres,
representando 11,7 e 11,4 % dos casos reportados, respectivamente. Quando
analisados os niveis de mortalidade, o cancer de pulm&o mostra-se como o mais
letal, computando aproximadamente 18 milhdes de ocorréncias (18 %),
engquanto o numero de mortes por cancer de mama representa 6,9 % do total
(Figura 2)[13].
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Figura 2: Gréficos representando estimativas para o nimero de casos e mortes por
Céancer no ano de 2020.
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Fonte: Adaptado de Global Cancer Observatory, 2021[11] e Sung, 2021 [13].

Para o Brasil, em 2020, conforme estimativas do Instituto Nacional do
Cancer (INCA), os canceres de préstata e mama mostraram-se como o0s de
maior incidéncia representando 29,2 e 29,7 % do total de casos para homens e
mulheres, respectivamente. Com relacdo ao numero de mortes, em 2019, o
cancer de traqueia, brénquios e pulmao apresentou-se como o0 mais letal para
os homens no Brasil, correspondendo a 13,8 % do total, enquanto o cancer de
morbidade dentre as mulheres brasileiras,

mama apresentou maior

representando 16,4 % do total de mortes por neoplasias (Figura 3)[14].

Figura 3: Gréficos com estimativas para o numero de casos de Cancer em 2020 e,
para o numero de mortes por Cancer no ano de 2019, entre homens e mulheres no
Brasil.
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Mesmo o cancer sendo considerado um dos grandes problemas para a
saude mundial, conforme os dados apresentados demonstram, até entdo nao
existe um tratamento que seja completamente adequado e eficaz para essa
doenca. Apesar disso, quando ocorre o diagndstico precoce para alguns tipos de
cancer, 0s tratamentos existentes mostram-se bastante eficazes, aumentando a
qualidade de vida do paciente e diminuindo as chances de morte. Os principais
recursos terapéuticos empregados atualmente sao a radioterapia, imunoterapia,
cirurgia e quimioterapia, sendo esté ultima amplamente utilizada [1].

A quimioterapia consiste na administracdo de farmacos denominados
como antineoplasicos ou quimioterapicos, com o objetivo de reducdo do quadro
tumoral [1]. E neste sentido que a pesquisa em Quimica Medicinal, bem como
na Quimica Inorganica Medicinal, tem demonstrado expressivamente a sua
contribuicdo, na busca e investigacdo de novas moléculas bioativas que possam
funcionar como farmacos antineoplasicos mais eficientes e que acarretem

menores efeitos colaterais ao organismo [15-19].

1.1 Quimica Inorganica Medicinal

A utilizacdo de compostos inorganicos na terapia, tratamento e
diagnéstico de doencgas deu origem a area de Quimica Inorganica Medicinal [20].
Essa subdivisdo da Quimica Bioinorganica apresenta-se ainda incipiente quando
comparada a aplicacdo medicinal de compostos organicos, porém o crescimento
das pesquisas em metalofarmacos tem auxiliado na aprovag¢édo do uso clinico
destes compostos[21].

Apesar da relativa condicdo inicial da area de Quimica Inorganica
Medicinal, o uso terapéutico de ions metalicos remonta 5000 anos atras, com as
primeiras civilizacdes da Mesopotamia, Egito, india e China [20]. Os primeiros
relatos remetem a 3000 a.C, com os egipcios utilizando vasilhas de cobre para
esterilizagdo da agua e, concomitantemente, na Arabia e na China eram
aplicados diversos farmacos a base de ouro. Medicamentos contendo ferro e
zinco ja eram utilizados no Egito por volta de 1500 a.C, mesmo com o

desconhecimento da essencialidade destes ions metalicos naquele periodo.
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Sais de mercurio eram utilizados também como diuréticos na era Renascentista
da Europa [20,22]. Nestes primérdios, a utilizacdo de ions metalicos para fins
medicinais baseava-se unicamente na natureza preciosa dos metais, com a
auséncia de estudos com abordagem medicinal propriamente dita.

O advento das pesquisas inovadoras e revolucionarias propostas por
Alfred Werner em 1893, acerca da estrutura de complexos metalicos, propiciou
uma compreensao inicial a respeito da natureza das ligacdes coordenadas e da
estereoquimica de compostos de coordenacgédo [23—-25]. Esse conhecimento deu
inicio ao estudo estrutural desses compostos visando aplicagbes especificas
como nha area medicinal. Com isso, o inicio de fato da investigacdo medicinal de
compostos inorganicos inicia-se por volta de 1900, com a descoberta da acéo
antimicrobiana de sais de ouro e antiménio e com a aplicagdo do complexo
K[Au(CN)z] no tratamento de tuberculose [22]. Apesar do grande avanco, as
relacbes estrutura/atividade de compostos inorganicos ainda eram
desconhecidas.

Em 1912 foi reportada a acao antimicrobiana, frente a bactéria Treponema
pallidum associada a doenca de sifilis, do farmaco salvarsan (arsenoamina,
Ehrlich 606), por Paul Ehrlich [26]. Este organoarsénico é considerado o primeiro
metalofarmaco, que consistia de uma mistura de compostos organometalicos
derivados de 3-amino-4-hidroxifenil-arsénio(lll), representados no Esquema 2
[20,27]. Este farmaco teve a sua acao terapéutica para o tratamento de sifilis
comprovada a partir dos primeiros estudos de rela¢des estrutura/atividade para
compostos inorganicos, além de seu estudo marcar o inicio da quimioterapia
moderna [22,28]. Apesar desse farmaco ter sido substituido pela penicilina apés
a Il Guerra Mundial, o Salvarsan representou um importante marco para a area
de Quimica Inorganica Medicinal, o qual impulsionou a investigacdo do uso

terapéutico de novos compostos a base de metais e metalbides [20].
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Esquema 2: Estruturas dos organoarsénicos propostas por Ehrlich que compdem o
farmaco Salvarsan.

OH OH

NH,

Fonte: Adaptado de Mjos, 2014 [20]

Depois da contribuicdo dos organoarsénicos para o nascimento das bases
da quimica inorganica medicinal, a descoberta da acdo antitumoral de
compostos de platina representa um marco importante para 0 nascimento da
quimica inorganica medicinal. Em 1965, ao estudar o efeito da corrente elétrica
sob cepas de Escherichia coli, Barnett Rosenberg e Loreta VanCamp descobrem
a acao antiproliferativa do composto cis-diaminodicloroplatina(ll), posteriormente
nomeado como cisplatina [29—32]. De principio a estrutura desse composto era
desconhecida, uma vez que este foi gerado de forma nao intencional pela
combinacao dos produtos das reacdes de eletrélise dos proprios eletrodos de Pt
utilizados no experimento, com os ions ClI- e NH4" provenientes dos sais
presentes no meio de cultura [30,33]. A partir das proposicées de estruturas
possiveis para essa espécie, descobriu-se que essa ja havia sido reportada por
Michele Peyrone, em 1845, sendo conhecida como “clorido de Peyrone”, de
formula cis[PtCl2(NHz3)2] [32,34].

Assim, apos diversos experimentos teste, constatou-se que a inibigdo da
divisdo celular observada era ocasionada pela geracdo do composto
cis[PtCI2(NH3)2] no meio de cultura da bactéria [29,35]. Como o complexo
apresentou a habilidade de interromper o processo de divisdo celular na bactéria
em concentra¢cdes ndo toxicas, levantou-se a hipotese de que essa espécie

poderia igualmente interromper o processo de divisdo celular em tumores, néo
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ocasionando danos ao hospedeiro. A partir de experimentos in vivo em
camundongos com sarcoma-180, observou-se a reducao total dos tumores nos
animais no periodo de 6 dias ap0s o tratamento com cisplatina, fazendo com que
a hipotese formulada fosse aceita (Figura 4)[31,36]. Com isso, a acao
antitumoral da cisplatina foi comprovada, representando um marco na area de
Quimica Inorganica Medicinal, despertando o interesse da comunidade cientifica
para estudos voltados a descoberta de novos metalofarmacos ndo s6 para a
terapia do cancer, mas para o tratamento de outras doencas até os dias atuais.
Dentre estas doencas pode-se citar a artrite, doengas microbianas e parasitarias,
doencas gastrointestinais, tuberculose, doencas neurodegenerativas e até
mesmo doencas virais como a COVID-19 [20,21,27,37-41].

Figura 4: Sequéncia de fotografias de camundongo com tumores de Sarcoma-180
tratado no oitavo dia com uma inje¢do intraperitoneal de cisplatina.
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Fonte: Adaptado de Rosenberg,1978 [31].

A descoberta inesperada da acao antitumoral da cisplatina mostrou-se
pioneira sob diversos aspectos, foi o primeiro metalofarmaco a conquistar a
aprovacao pela FDA (Food and Drug Administration), em 1978, para o uso clinico
no tratamento de céncer de testiculo, cuja chance de cura neste caso
apresentou-se superior a 95 %. Além da acdo antitumoral para cancer de
testiculo, apresentou-se ativa frente a aproximadamente 16 tipos de cancer,
como de ovario, pescoco, pulmao, colorretal e bexiga impulsionando os
primeiros estudos concretos acerca da proposicao de mecanismos de acao para

metalofarmacos [32,42,43].
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Os estudos da forma de acao da cisplatina levaram a propor relagbes
estrutura/atividade e a destacar a importancia da estereoespecificidade do
composto no desencadeamento da acdo terapéutica. Pode-se inferir que os
complexos com isomeria cis apresentavam-se ativos, enquanto os de isomeria
trans, inativos [31,32,44]. Logo concluiu-se que as reacfes em meio bioldgico
dependiam intimamente da estrutura dos complexos de Pt'. Sob a luz dos
conhecimentos acerca da forca de ligacGes coordenadas, labilidade e forca de
ligantes, se prop0s que a forma ativa para a cisplatina era na realidade um
aquocomplexo, onde os ligantes clorido seriam substituidos por ligante aquo
presentes no meio celular e ainda que essa troca de ligantes seria propiciada
pela diferenca de concentracdo de ions cloro no meio intra e extracelular ([CI-
Jextra= 100 mM; ([Cl]inra.= 4 mM)[31]. Mais recentemente, elucidou-se que esse
processo de troca de ligantes sofre também a influéncia do pH do meio, sendo
favorecida em meios levemente acidos, como o ambiente de células tumorais
(pH < 7,0) (Esquema 3) [45].

Esquema 3: Reacgbes de hidratacdo da cisplatina para a formagéo de sua forma ativa.
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Fonte: Adaptado de Ahmad, 2017 [45].

Neste contexto de investigacdo de relagbes estrutura/atividade,
constatou-se que existia uma semelhanca da distancia entre os ligantes clorido
na estrutura da cisplatina (3,4 A) com a distancia entre as duplas fitas do DNA,
0 que suportou a hipotese de esta biomolécula poder representar o alvo
terapéutico para esse metalofarmaco [44]. Dentro disso, a investigacédo da forma
de interacdo da cisplatina com o DNA foi influenciada pelo mecanismo de acéo
ja elucidado para as mostardas nitrogenadas, reconhecidamente farmacos que

funcionavam como agentes alquilantes do DNA [46].
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O mecanismo de acdo das mostardas nitrogenadas baseava-se na
interacdo com guaninas interfita e, dessa forma, um mecanismo de interacdo
semelhante foi apontado para a cisplatina [46]. Com base nessa proposta, aliado
aos conceitos de bases e acidos moles e duros de Pearson que classifica grupos
fosfatos (PO4*) como sendo bases duras, os nitrogénios das bases
nitrogenadas, como bases intermediarias, e a Pt'", como um éacido mole, foi
proposto a formacdo de adutos mono e bifuncionais intra e interfita entre a
cisplatina e as bases nitrogenadas adenina, guanina e citosina [31]. A hipétese
era de que a formacdo desses adutos causaria uma desestabilizacdo da
estrutura do DNA (Figura 5) [47].

Com a determinacao estrutural por DRX da interacéo da cisplatina com o
DNA, em 1995 (PDB: 1AIO), foram aceitas as hipoteses levantas para a
explicagdo quanto ao mecanismo de intera¢cdo, demonstrando que a interagéo
interfita com as bases guanina representam os principais adutos formados,
levando a uma desestabilizacdo da estrutura do DNA em 6,3 Kcal/mol (Figura
5)[47,48].
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Figura 5: Representacdo dos adutos formados entre o DNA e a cisplatina, levando a
desestabilizagdo da estrutura da biomolécula (PDB: 1AIO).
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Fonte: Adaptado de Bergamo, 2018 [47] e Takahara, 1995 [48].

A associacao dos conhecimentos adquiridos com relagéo a forma ativa da
cisplatina, formas de entrada de compostos nas células e dos modos de
interacdo com o DNA levaram a proposi¢cdo do mecanismo de agao antitumoral
para a cisplatina, até entdo aceito [32]. O mecanismo proposto inicia pela entrada
do metalofarmaco na célula por meio de transporte ativo ou passivo, através da
membrana celular. No meio citoplasmatico, pela diferenca de concentracdo de
ions cloreto nos meios intra (menos concentrado) e extracelular (mais
concentrado), ocorre a troca dos ligantes clorido por ligantes aquo,
transformando a cisplatina em sua forma ativa. A forma ativa atravessa a
membrana nuclear e interage com o DNA pela formacdo de adutos,
principalmente com as guaninas interfita, impedindo a sintese do DNA e levando

a célula a morte por mecanismos de apoptose (Esquema 4) [31,43,47].
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Esquema 4: Proposta de mecanismo de acao para a cisplatina e possiveis
mecanismos de resisténcia ao farmaco.
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Fonte: Adaptado de Dilruba, 2016 [42] e Deo, 2018[43].

A proposicao do mecanismo de a¢ao permitiu, além de descrever a forma
de acdo do metalofarmaco, buscar justificativas para as problematicas de alta
toxicidade e resisténcia adquirida frente a algumas linhagens tumorais,
apresentadas pelo tratamento com cisplatina. Existem mdultiplos mecanismos
que podem levar a resisténcia das células tumorais a acao da cisplatina, como
no préprio mecanismo de transporte ativo e a presenca de biomoléculas como
glutationa e cisteina, potenciais agentes coordenantes, que podem ocasionar a
expulsdo do metalofarmaco antes de este atingir o alvo terapéutico [42]. Além
disso, os mecanismos de reparo do DNA, podem restaurar os danos causados
pela interacdo com o metalofarmaco, revertendo a desestabilizacdo da estrutura
do DNA, impedindo o desencadeamento dos mecanismos apoptéticos. Ainda, a
ativacdo de genes especificos que impedem a apoptose pode representar
fatores de resisténcia [43].

Os efeitos toxicos, como nefrotoxicidade, neurotoxicidade, ototoxicidade
e emetogénese apresentados pela administragdo de cisplatina, estdo
associados a propria natureza da acéo terapéutica do metalofarmaco [42]. O

processo de troca dos ligantes clorido por ligantes aquo na esfera de
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coordenacgdo do complexo apresenta cinética rapida (K1 = 5,18 x10° s; Kz =
2,75 x10° s1), fazendo com que a forma ativa da cisplatina seja altamente
reativa, podendo coordenar-se a biomoléculas citoplasmaticas nao alvo [45].
Adicionalmente, o principal alvo terapéutico da cisplatina, o DNA, é um alvo
inespecifico. Essas condi¢cdes tém por consequéncia a baixa seletividade
apresentada pelo metalofarmaco, que, ao atingir o DNA de células de alta
proliferacdo nao tumorais, ou biomoléculas ndo alvo, desencadeiam efeitos
colaterais ao paciente [42].

Os fatores de resisténcia e toxicidade sdo 0s maiores problemas
associados ao tratamento com cisplatina, e igualmente representam limitacdes
gue impulsionam a descoberta de novos metalofarmacos que possam solucionar
ou amenizar estes problemas [49,50]. Foi nesse sentido que surgiram o0s
farmacos de platina(ll) de segunda e terceira geracdo (Figura 6) [43]. Os
farmacos de Pt' de segunda geracdo, representados pela carboplatina, foram
planejados racionalmente visando a reducdo dos efeitos colaterais toxicos, a
partir da substituicdo dos ligantes clorido por ligantes quelato carboxila mais
estaveis que diminuissem a velocidade de substitui¢cdo por ligantes aquo no meio
citoplasmatico (K(carboplating)= X108 s1; Kisplating= X10° s1). Essa estratégia
estrutural de fato chegou a reducédo da neurotoxicidade e ototoxicidade com a
administracdo de carboplatina, o qual é aprovado para o tratamento de cancer
de ovario. Porém, em funcdo da menor reatividade apresentada pela
carboplatina, é necessario a administracao de doses maiores em comparacao a
cisplatina (Carboplatina: 300-450 mg/m?; Cisplatina: 20-120 mg/m?)[49].
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Figura 6: Farmacos analogos de Pt" de 22 e 32 geragdo e estrutura cristalina da
interacdo DNA-oxaliplatina (PDB: 11HH).
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Fonte: Adaptado de Wheate, 2010 [49] e Spingler, 2001[51].

Ja os farmacos de Pt'" de terceira geracdo foram planejados
estruturalmente com o intuito de superar 0s mecanismos de resisténcia
associados a cisplatina [43]. O farmaco oxaliplatina é o representante dessa
série de andlogos onde além da substituicdo dos ligantes clorido por um ligante
guelante carboxila, é proposto a substituicdo dos ligantes amin pelo ligante
diaminociclohexano. A porcdo ciclica adicionada a estrutura do complexo
propicia interaces nas regides de sulco do DNA, além da formacéo dos adutos
com as bases guanina intrafita [49,51]. Esse modo diferenciado de interacdo com
o alvo terapéutico dificulta a ocorréncia de mecanismos de reparo do DNA que
sao fatores que levam a resisténcia de algumas linhagens tumorais a cisplatina.
Essa estratégia mostrou-se assertiva e o tratamento com oxaliplatina para o
cancer colorretal metastatico, que apresenta resisténcia a cisplatina, foi
aprovado [42,49].

Além dos complexos baseados em Pt', a busca por melhores alternativas

ao tratamento com cisplatina, revertendo efeitos toxicos e fatores de resisténcia,
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levou a investigagdo de compostos candidatos a metalofarmacos baseados em
outros metais, como ruténio, paladio, prata, niquel, galio, titanio, dentre outros
[25,52-55]. A versatilidade estrutural de compostos de coordenacédo, em que
diferentes ligantes, muitas vezes inerentemente bioativos, podem ser
combinados a diversos nucleos metalicos, conduziu a uma diversidade de
complexos que apresentam acdo antitumoral em ensaios pré-clinicos e clinicos
reportados na literatura. Essa colocacéo pode ser constatada pelos graficos de
barras na Figura 7 que relaciona o numero de publicacdes associadas aos
termos “metal complex” e “cancer” de 1960 (década em que foi reportada a agéo

antitumoral da cisplatina) até os dias atuais.

Figura 7: Graficos de barras que relacionam o numero de publicacdes associadas aos
termos “metal complex” e “cancer” para as plataformas de busca: Peridédicos Capes,
Scifinder e Web of Science (Nov.2021).
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Atualmente mais de 50 % dos tratamentos quimioterapicos para cancer
utilizam farmacos de Pt e ainda uma quantidade crescente de metalofarmacos
nao baseados em platina tém sido encaminhados a testes clinicos (Figura
8)[52,56]. Exemplos destes compostos sdo os complexos de Ru(lll) derivados
de ligantes imidazol, o] imidazol trans-
[tetraclorido(dimetilsulfoxidoimidazolrutenato(lll)] (NAMI-A) e o indazol trans-
[tetracloridobis(1H-indazol)rutenato(lll)] (KP1019), que encontram-se em Fase |
de estudos clinicos como agentes antimetastéaticos e antineoplasicos [57]. Ainda
nesse sentido, pode-se citar os complexos de As'' e TilV, o triéxido de arsénio(lll)
(ATO) e o composto organometalico diclorido titanoceno, respectivamente. O
trioxido de arsénio(lll) teve seu uso clinico aprovado contra leucemia
promielocitica aguda, enquanto o diclorido titanoceno encontra-se em Fase /1l
dos testes clinicos [39,57]. Recentemente, em 2017, o metalofarmaco de Pd',
padeliporfirina dipotassio (TOOKAD) teve seu uso aprovado pela EMA
(European Medicines Agency) para terapia fotodinAmica em pacientes com

cancer de préstata [58].

Figura 8: Estruturas de metalofarmacos antineoplasicos em etapa de testes clinicos.
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7. Consideracoes Finais

De acordo com os dados apresentados e discutidos foram obtidos e

estudados os perfis antiproliferativos de duas novas séries de compostos de Pd"
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com fosfinas terciarias aromaticas; uma série de ciclopaladados derivados de
tetralonaoxima ortometalada e uma série de complexos contendo ligante
vanilina-morfolina-etiltiossemicarbazona. Os mondémeros ciclopaladados (JC1-
4) foram obtidos com rendimentos conforme o esperado para esta classe de
compostos (46 % a 78 %), cujas respectivas sinteses efetivas foram confirmadas
pelos resultados adquiridos tanto por técnicas no estado solido quanto em
solucéo. Os resultados de andlise elementar para esta familia evidenciaram a
proximidade entre os teores de C, N e H calculados e experimentais,
demonstrando a obtencdo dos compostos em satisfatorio nivel de pureza. Nos
espectros coletados de espectroscopia na regido do infravermelho (V) foram
observadas as bandas referentes aos principais estiramentos das ligacGes
presentes na estrutura dos mondmeros. O deslocamento do estiramento da
ligacdo C=N para menores numeros de onda, com relagdo ao ligante tetrox livre,
evidencia a coordenacdo do atomo de nitrogénio azometinico ao Pd'.
Adicionalmente, o surgimento de uma banda de alta intensidade na regido entre
1094 e 1099 cm, atribuida ao estiramento da ligacdo P-C, demonstra a
presenca dos respectivos ligantes fosfinicos nas estruturas dos monémeros.

Os experimentos realizados por RMN demonstraram a presenca tanto do
ligante tetrox quanto dos ligantes fosfinicos na estrutura dos compostos em
solucéo pela identificacdo dos padrées de sinais tanto dos atomos de hidrogénio
quanto dos atomos de carbono desses dois ligantes nos espectros coletados. A
composicdo das esferas de coordenacdo foi indicada pela observacdo de
apenas um sinal singleto nos espectros de RMN 3'P{'H} obtidos para os
mondmeros, caracterizando a coordenacdo do atomo de fosforo da respectiva
fosfina terciaria. A ortometalacéo do ligante tetrox foi caracterizada pelo efeito de
desblindagem identificado para o sinal referente ao atomo de carbono da ligacéo
C=N do ligante tetrox e, juntamente, a ndo correlagéo direta a hidrogénios do C2,
identificada pelos experimentos de DEPT135 e HSQC *H-13C{!H}, evidenciaram
a coordenacéo dos atomos de nitrogénio e carbono ao ion Pd".

Concluindo a caracterizacdo da familia de compostos ciclopaladados,
foram obtidos monocristais do mondémero JC3 aptos a técnica de DRX em

monocrital, tornando-se possivel a elucidacdo estrutural do composto e
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atribuindo informacdes estruturais que puderam ser generalizadas para o0s
demais compostos da série. Os comprimentos e angulos de ligacéo ao redor do
centro metalico denotaram a formacao de um complexo de geometria quadratica
plana distorcida, comprovando a presencga dos ligantes C?N-tetrox, clorido e
tris(4-fluoro-fenil)fosfina na esfera de coordenacédo. Ainda foi identificada uma
ligacdo de hidrogénio intramolecular classica do tipo OH---Cl entre a hidroxila do
grupo oxima e o ligante clorido. Complementando a interpretacdo dos dados
cristalograficos, os calculos de superficie de Hirshfeld elucidaram uma expansao
tridimensional para a estrutura supramolecular de JC3, com a predominancia de
interacbes de hidrogénio de natureza fraca (H---H e H---C) para o
reconhecimento molecular, representando 47,3 % dos contatos que mantem o
empacotamento cristalino.

A sintese efetiva dos compostos da série de complexos de Pd' contendo
o ligante vanilina-morfolina-etiltiossemicarbazona (J1-4) foi comprovada a partir
dos dados de técnicas no estado sélido e em solucdo. Tanto o ligante L1 (Rd: 60
%) quanto os respectivos complexos (Rd: 67 a 90 %) foram obtidos em elevados
rendimentos (Rd), demonstrando a eficiéncia nos métodos de sintese
empregados. A comparacdo entre os teores de C, N e H calculados e
experimentais demonstraram que se trata de espécies hidratadas, onde o ligante
L1 livre apresenta-se na forma de cloridrato e os complexos trihidratados. A
forma cloridratada atribuida ao ligante L1 livre foi igualmente suportada pela
presenca de uma banda no espectro de infravermelho conferida ao estiramento
do grupo R3N*-H. Ainda, o desaparecimento da banda atribuida ao estiramento
da ligagdo C=0 (1675 cm™) e o surgimento da banda pertencente ao estiramento
da ligagdo C=N (1596 cm™) no espectro de infravermelho para o ligante L1
mostrou-se como um indicativo para a formacéo do derivado tiossemicarbazona.

Pela técnica de espectroscopia na regido do infravermelho foi possivel se
ter indicios da coordenacéao do ligante L1 na formacgéo dos complexos J1-4. Os
deslocamentos sofridos pelas bandas referentes aos estiramentos das ligacdes
C=N e C=S puderam indicar a possivel coordena¢do dos atomos de nitrogénio
e enxofre do ligante L1 ao ion Pd". Os resultados adquiridos pelas analises no

estado soélido foram apoiados pelos dados obtidos pela técnica de ressonancia
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magnética nuclear (RMN). Nos espectros de RMN coletados para os complexos
J1-4 foram identificados os padrdes de sinais atribuidos aos atomos de
hidrogénio e carbono presentes tanto no ligante L1 quanto nos respectivos
ligantes fosfinicos, confirmando a formacdo dos compostos conforme proposto
sem a presencga de isdbmeros em solugdo. A permanéncia do sinal referente ao
hidrogénio hidrazinico nos espectros dos complexos evidenciou a coordenacao
do ligante L1 na forma neutra ao centro metalico, originando espécies cationicas.
Igualmente ao ocorrido para a série de compostos ciclopaladados, os espectros
de RMN 3!P{'H} coletados para os complexos J1-4 apresentaram um sinal
singleto, corroborando com a coordenacédo de apenas um ligante fosfinico na
esfera de coordenacéo.

A insercao do grupo morfolina no ligante L1 efetivamente influenciou na
solubilidade dos compostos em agua, onde o ligante apresentou-se totalmente
soluvel e os complexos J1-4 parcialmente solUveis. Esta propriedade permitiu a
realizacdo de experimentos para a caracterizacao do perfil lipofilico do ligante e
dos complexos, utilizando o composto J1 como representativo. Os valores de
Log D determinados para o ligante L1 (1,61+0,05) e para o complexo J1
(1,5240,08) indicam um perfil lipofilico adequado e promissor para 0s compostos
desta série, com relacdo as propriedades de ADMET.

A avaliacao do carater antioxidante dos compostos através do teste de
inibicdo do radical DPPH demonstrou que a série de compostos ciclopaladados
(JC1-4) bem como o complexo J1, representativo da série de compostos J1-4,
nao apresentam acdo antioxidante. Em contrapartida, o ligante L1 apresentou
um perfil de acao inibitoria frente ao radical [ICso 49,7 uM] apesar de inferior ao
inibidor padrao testado acido ascorbico [ICso 2,29 uM].

O monitoramento dos espectros de RMN *H e 3'P{*H} nos tempos de 0,
24 e 48 h comprovaram a estabilidade em solucdo dos compostos de
ambas as séries, validando a consideracdo de conservacao da integridade
estrutural dos complexos nos ensaios de atividade antiproliferativa. Os
ensaios de acao antiproliferativa MTT realizados demonstraram que 0sS
compostos ciclopaladados JC1-4 manifestaram uma resposta similar para

todas as linhagens, demonstrando que, para estes sistemas modificacdes
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nos substituintes da fosfina terciaria ndo alteram significativamente a
resposta frente as células tumorais. Para essa série, 0s menores valores
de ICso foram obtidos frente as células de mama (MCF-7 [ICso 19,22 a
26,33 uM]), apresentando melhores resultados em relacéo a cisplatina. Ja
frente as linhagens de pulmé&o tumoral (A549) e nao tumoral (MRC-5) os
mondmeros mostraram-se menos ativos e seletivos.

Por outro lado, os compostos J1-4, bem como o ligante L1, ndo
apresentaram acao antiproliferativa significativa para as linhagens de
mama (MCF-7 [ICso 38,14 a 97,9 uM] e MDA-MB-231 [ICs0 58,91 a 71,34
puM]), prevalecendo maiores valores de ICso em comparagéo a cisplatina
(MCF-7 [ICs0 60,58 uM] e MDA-MB-231 [ICsp 61,59 uM]). Porém, frente as
linhagens de pulméao tumoral (A549) e nao tumoral (MRC-5) os compostos
apresentaram elevada e seletiva acao inibitéria, apresentando valores de
ICso inferiores a 3,20 uM e Sl superiores a 3,0. Para este tecido em
especifico foram obtidos os melhores resultados e observou-se uma
similaridade nos valores de ICso para os complexos J1 e J3. A partir desta
constatacao pode-se supor que substituicbes na posicdo para no ligante
trifenilfosfina por grupos retiradores, como fluoreto, n&o interferem
significativamente na acdo antitproliferativa, porém, em comparacao aos
demais substituintes testados, estes grupos podem potencializar a
atividade. Os resultados menos interessantes para a série foram
apresentados pelos compostos J2 e J4, levando a consideracdo de que a
insercdo de grupos doadores no ligante fosfinico pode acarretar uma
menor acdo de complexos deste tipo frente a linhagem A549. Ainda, a
analise das curvas de viabilidade celular dos compostos para as linhagens
MRC-5 e A549 sugeriram a possivel ocorréncia de uma acao citostatica e
nao citotoxica dos compostos.

As técnicas espectroscopicas aplicadas nos ensaios de interacdo
dos compostos JC3, L1 e J1 com o DNA demonstraram a ocorréncia de

interacbes de natureza fraca, ndo covalente entre as espécies.
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Adicionalmente, os ensaios de competicéo realizados com Hoechst-33258
evidenciaram a regido do sulco menor do DNA como sitio preferencial de
interagdo das moléculas. Estes resultados indicam a tendéncia de
interacdo dos compostos de ambas as séries em interagir com
biomoléculas alvo, além de a prevaléncia de interagcdes ndo covalentes
poder indicar a ocorréncia de mecanismos de agao diversos ao reportado
para os complexos de Pt

Os estudos de interagdo do mondémero JC3 com a HSA, utilizando
espectroscopia por fluorescéncia e docking molecular, indicaram que o
composto pode ser transportado pela proteina de forma similar ao farmaco
padrdao warfarina. Este resultado demonstra que a série de compostos
ciclopaladados apresenta a capacidade de interagir com proteinas envolvidas no
processo de acdo farmacoldgica de farmacos.

A partir dos resultados obtidos e apresentados para as duas séries de
compostos, pode-se considerar como verdadeira a hipotese inicialmente
proposta de que ciclopaladados derivados do ligante tetralonaoxima
ortometalada e complexos de Pd" contendo vanilina-etiltiossemicarbazona
funcionalizada com o grupo morfolina, ambos contendo fosfinas terciérias,
representam sistemas promissores a atuacdo como agentes antitumorais.
Destaca-se ainda que, pelos resultados observados, os complexos J1-4
contendo o ligante tiossemicarbazona L1 podem ser considerados como mais
promissores, quando comparados a série de monémeros JC1-4. Essa condicdo
demonstra o papel farmacoférico do ligante L1 na estrutura dos complexos que,
comparativamente, conduziu a melhores resultados com relacdo ao ligante
tetralonaoxima ortometalada. Quanto as diferentes fosfinas testadas, pode-se
considerar que a substituicdo por grupos retiradores na posi¢cao para nos anéis
fenila conduzem a melhores resultados de acéo inibitéria, em comparacao a
grupos doadores. Apesar desta observacao, a similaridade na atividade inibitoria
pode inferir que as fosfinas terciarias, nos dois sistemas propostos, atuam como

ligantes auxiliares.
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