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Resumo

Resumo

Quatro complexos mononucleares inéditos de Pd(ll) do tipo [PdX,(tdmPz)] {X = CI" (1),
Br (2); I' (3); SCN (4); tdmPz = 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol} foram sintetizados. O
composto 1 foi formado a partir da substituicdo da acetonitrila do complexo [PdCl,(MeCN),]
pelo 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol. Os demais compostos foram obtidos através da
substituicdo dos ions cloreto por brometo (2), iodeto (3) e tiocianato (4). Todos os
complexos foram isolados, purificados e caracterizados por analise elementar,
espectroscopia na regido do infravermelho e ressonincia magnética nuclear de *H e *C{*H}.
Os dados experimentais sugerem que, em todos os casos, a coordenac¢do do tdmPz ocorreu
através do atomo de enxofre do grupo tiocarbamoil e pelo nitrogénio piridinico do anel
pirazolico.

O comportamento térmico dos compostos foi investigado por termogravimétria (TG) e
Andlise Térmica Diferencial (DTA). Pela temperatura inicial de decomposicdo, a estabilidade
térmica dos complexos pode ser ordenada da seguinte maneira: 3 <4 =2 < 1. O produto
final da termodecomposicao foi caracterizado como paladio metalico por difracdo de raios X
de po.

Os complexos, o ligante e a cisplatina tiveram sua citotoxicidade investigada, in vitro,
pelo método do MTT frente a 3 linhagens de células cancerosas murinas: adenocarcinoma
mamario (LM3 e LMM3) e adenocarcinoma pulmonar (LP07), bem como frente a macréfagos
peritoneais murinos. Efeitos citotdxicos promissores (in vitro) foram encontrados para o
[Pdl;(tdmPz)] (3), mostrando valor de ICso = 24.5 uM frente a linhagem LM3, para
[PdBr,(tdmPz)] (2) com ICso = 28.7 uM frente as células LPO7, e para [Pd(SCN),(tdmPz)] (4)

gue se mostrou mais seletivo e citotoxico que a cisplatina frente a linhagem LMM3.

Palavras-chave: complexos de Pd(ll); 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol; espectroscopia;

atividade antitumoral.



Abstract

Abstract

Four new mononuclear Pd(Il) complexes of the type [PdX,(tdmPz)] {X = CI" (1), Br (2); I
(3); SCN (4); tdmPz = 1-thiocarbamoyl-3,5-dimethylpyrazole} have been synthesized.
Compound 1 is formed by the displacement of acetonitrile from [PdCI,(CHsCN),] by the 1-
thiocarbamoyl-3,5-dimethylpyrazole. Complex 2, 3 and 4 were readily obtained by
metathesis of the chloride from [PdCl,(tdmPz),] (1) by the bromide, iodide and thiocyanate
ions, respectively. Both complexes have been isolated, purified and characterized by means
of elemental analysis, IR spectroscopy, *H and *C{*H}-NMR experiments. The experimental
data suggested that in all cases the coordination of the tdmPz takes place through the sulfur
atom from the thioamide moiety and the pyridine-like nitrogen from the pyrazolyl ring.

The thermal behavior of the complexes 1-4 has been investigated using
thermogravimetry (TG) and differential thermal analysis (DTA). From the initial
decomposition temperatures, the thermal stability of the complexes can be ordered in the
sequence: 3 < 4 = 2 < 1. The final products of the thermal decompositions were
characterized as metallic palladium by X-ray powder diffraction.

All the complexes and the ligand together with cisplatin have been tested in vitro by MTT
assay for their cytotoxicity against three murine cancer cell lines: mammary adenocarcinoma
(LM3 and LMM3) and lung adenocarcinoma (LP07) as well towards normal murine peritoneal
exsudate cells (PEC). Promising in vitro cytotoxic effect has been found for [Pdl,(tdmPz)] (3),
showing the ICso value of 24.5 uM against LM3, for [PdBr,(tdmPz)] (2) with the I1Csy value of
28.7 uM against LPO7, and [Pd(SCN),(tdmPz)] (4) which was more selective and cytotoxic

than cisplatin against the cell line LMM3.

Keywords: Pd(ll) complexes; 1-thiocarbamoyl-3,5-dimethylpyrazole; spectroscopy;

antitumor activity.



21

Capitulo 1 Introducgao

1 Introducao:

1.1 Cancer:

Cancer é um conjunto de doencas caracterizadas por células que crescem e se dividem
sem respeitar os limites normais, invadem e destroem tecidos adjacentes, podendo se
espalhar para lugares distantes no corpo, através de um processo chamado metdstase®. Este
processo consiste na formacdo de uma nova lesdo tumoral a partir da primeira, mas sem
continuidade entre as duas. Isto implica que as células neoplasicas se desprendem do tumor
primario, sendo levadas para um local distante onde formam uma nova colonia.

Estas propriedades malignas do cancer o diferenciam dos tumores benignos, que sdo
auto-limitados em seu crescimento e ndo invadem tecidos adjacentes (embora alguns
tumores benignos sejam capazes de se tornarem malignos). O cancer pode afetar pessoas de
todas as idades, mas o risco para a maioria dos tipos de cancer aumenta com o acréscimo da
idade’.

Quase todos os canceres sdo causados por anomalias no material genético de células
transformadas. Estas anomalias podem ser resultado dos efeitos de carcindgenos, como o
tabagismo, radiacdo, habitos alimentares, medicamentos, alcoolismo, etc®. Outros tipos de
anormalidades genéticas podem ser adquiridas através de erros na replicacdo do DNA, ou
sdo herdadas, e conseqiientemente presente em todas as células ao nascimento, mas este
tipo de alteracdo representa uma minoria dos casos de cancer. As interacbes complexas
entre carcinégenos e o genoma hospedeiro podem explicar porque somente alguns
desenvolvem cancer ap6ds a exposicao a um carcindgeno conhecido.

O cancer é geralmente classificado de acordo com o tecido de qual as células
cancerigenas se originaram, assim como o tipo normal de célula com que mais se parecem.
Se o cancer tem inicio em tecidos epiteliais como pele ou mucosas ele é denominado
carcinoma. Se comega em tecidos conjuntivos como osso, musculo ou cartilagem é chamado
de sarcoma. Além desta caracteristica, outras podem ser usadas na diferenciacdo dos
diversos tipos de doencas causadas por esta perturbacdo no organismo. S3o elas, a
velocidade de multiplicacdo das células e a capacidade de invadir tecidos e drgdos vizinhos

ou distantes’.
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O processo de formacgdo de cancer, se da lentamente, podendo levar varios anos para

gue a célula cancerosa se multiplique e dé origem a um tumor. Este desenvolvimento ocorre

em trés etapas principais®. S3o elas:

e Estagio de iniciacdo; as células normais sofrem uma a¢ao de agentes cancerigenos que

Ihes causam modificacdes genéticas.

e Estagio de promocao; as células geneticamente alteradas sao transformadas em células
malignas (Figura 1), de forma lenta e gradual. Para que isto ocorra, é necessario um

longo e continuado contato com o agente cancerigeno promotor.

Membirars celular

Citoplasma Maclea
—
W _arCinogeEnese
Agente
cancerigeno
Célula Mormal Célula Cancerosa

Figura 1. Transformac¢do de uma célula normal em cancerosa.

e Estdgio de progressdo; as células malignas se multiplicam descontroladamente e se
acumulam nos tecidos, dando origem ao tumor (Figura 2). Nesta etapa a doenca ja esta

instalada e evoluindo.

MuttiplicacEon
descontroladsa A':ggmlgsde Tumor
daz celulas CAMNCErDSas
atteradaz

Figura 2. Estagio de progressao.
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As células cancerosas sdo, geralmente, menos especializadas nas suas fungbes do que as
suas correspondentes normais. Conforme as células cancerosas vao substituindo as normais,
os tecidos invadidos vdo perdendo suas fungdes. Por exemplo, a invasdo dos pulmdes gera
alteracbes respiratdrias, a invasdo do cérebro pode gerar dores de cabeca, convulsdes,
alteracdes da consciéncia, etc'.

Um relatdrio da Sociedade Norte-Americana de Cancer, divulgado em dezembro de
2007, mostrou uma estimativa que, naquele ano, seriam diagnosticados mais 12 milhdes de
novos casos da doenca (Figura 3), e que os varios tipos de cancer causariam a morte de

aproximadamente 7,6 milhdes de pessoas, ou cerca de 20 mil por dia°.

1 Leste africano 6 Caribe 11 Sudeste asiatico 16 Sul europeu

(290.100) (73.500) (618.800) (675.000)

2 Africa central 7 América central 12 Centro-Sul asidtico 17 Oeste europeu

(87.800) (184.800) (1.451.700) (950.500)

3 Norte africano 8 América do Sul 13 Oeste asiatico 18 Australia/Nova Zelandia
(142.100) (733.100) (225.900) (117.700)

4 Sul africano 9 América do 14 Leste europeu 19/20/21 Polinésia

(78.100)

5 Oeste africano
(166.300)

Norte (1.745.400)

10 Leste asiatico
(3.313.600)

(939.500)

15 Norte europeu
(448.700)

(9.300)

Total Mundial
(12.332.300)

Figura 3. Estimativa de novos casos de cancer no mundo por regiao.
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No Brasil foram estimados mais de 460 mil novos casos de cancer em 2008, segundo
localizagdo primaria, sendo os mais comuns o cancer de prdstata para os homens e o de

mama para as mulheres (Tabela 1)°.

Tabela 1. Estimativas, para o ano 2008, de nimero de casos novos por cancer, em homens e
mulheres, segundo localiza¢do primdria.

Localizagao Primaria Estimativa de casos novos

Neoplasia Maligna Masculino Feminino Total
Prdstata 49.530 - 49.530
Mama Feminina - 49.400 49.400
Traquéia, Bronquio e Pulmao 17.810 9.460 27.270
Coélon e Reto 12.490 14.500 26.990
Estdmago 14.080 7.720 21.800

Colo do Utero - 18.680 18.680
Cavidade Oral 10.380 3.780 14.160
Es6fago 7.900 2.650 10.550

Leucemias 5.220 4.320 9.540

Pele Melanoma 2.950 2.970 5.920
Outras Localizagoes 55.610 62.270 117.880
Subtotal 175.970 175.750 351.720
Pele ndo Melanoma 55.890 59.120 115.010
Todas as Neoplasias 231.860 234.870 466.730

A maior dificuldade do tratamento do cancer consiste em fazer a distincdo entre as
células malignas e as células normais do corpo, pois ambas sdo provenientes da mesma

origem e sdo muito semelhantes. Os principais tratamentos utilizados atualmente sao:

1. Cirurgia; envolve a remocdo total do tumor, porém se o tumor estiver espalhado ou

em Orgaos vitais é impossivel realizar tal procedimento.

2.Radioterapia; utilizam-se radiacdes para destruir um tumor ou impedir que suas

células aumentem.
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3.Quimioterapia; se baseia no uso de medicamentos, geralmente injetaveis, que atuam
no DNA das células e as matam. Contudo, poderdo acontecer efeitos colaterais nas

células normais.

O céancer é a causa de aproximadamente 13 % de todas as mortes no mundo sendo os
A ~ ~ s s . 7 .
canceres de pulmdo, estdbmago, figado, célon e mama os que mais matam’. Por isso a

necessidade de novas pesquisas com énfase no desenvolvimento dos tratamentos.

1.2 Compostos de platina como quimioterdpicos:

A descoberta da atividade antitumoral da cis-diaminodicloroplatina(ll), {cis-[PtCl,(NHs),]},
nos anos 60 por Rosemberg® e seu subsequente sucesso clinico’, tornou a cisplatina (Figura
4) um dos agentes quimioterdpicos mais utilizados atualmente. Ela vem sendo usada, ha
decadas, no tratamento de varios tipos de neoplasias, como de pulmao, cabeca, esofago,

10-12

estdmago, linfomas, melanoma, osteossarcoma, mama e cérvix -, com grandes

percentuais de cura.

HaN NH;
‘x /’

/‘\

Figura 4. Formula estrutural da cis-diaminodicloroplatina(ll).

Por este motivo houve um grande interesse na sintese de novos compostos de
coordenacdo de platina visando o tratamento do cancer. Muitos complexos foram
sintetizados e tiveram suas propriedades antitumorais estudadas, mas poucos possuem uso
clinico. A carboplatina (Figura 5), [diamino(1,1-ciclobutanodicarboxilato)platina(ll)], é

amplamente usada no tratamento de cancer de ovario, por ser menos nefrotdxica, que a

13,14

cisplatina™™™". A oxaloplatina (Figura 5), cis-[1,2-diaminocicloexanooxalato)platina(ll)], tem

~ ~ . . ~ . 15-17
atuacdo contra o cancer coloretal, no qual a droga cisplatina n3o se apresenta ativa®™’.
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Estes dois compostos sdo exemplos de medicamentos comercializados, mas ainda atuam
como agentes suplementares no tratamento administrado com cisplatina, devido a menor

atividade bioldgica.

00 NH. NH, 0 O
\P Pans \pr/

t
o \N'H3 '””NHE/ No 0

Figura 5. Férmulas estruturais da carboplatina e da oxaloplatina.

A cisplatina entra na célula por difusdo passiva ou transporte ativo'®, os ligantes
cloreto sdo substituidos por moléculas de agua dando origem a moléculas positivamente
carregadas, cis-diaminoaquocloroplatina(ll) e cis-diaminodiaquoplatina(ll)*®. Este processo
de hidrdlise é de fundamental importancia no mecanismo de acdo da droga, uma vez que
serdo estas espécies que interagirdo efetivamente com o DNA.

A acdo citotoxica da cisplatina se baseia na interacdo do metal com as bases
nitrogenadas do DNA das células cancerosas, provocando-lhe uma distor¢do. Essa mudanca
é reconhecida por algumas proteinas que poderdo atuar de duas maneiras: reparando o
DNA distorcido ou provocando a morte dessa célula, processo conhecido como
apoptose?®?.

Os adutos Pt-DNA formados envolvem principalmente os dtomos de nitrogénio (N7) da

22,2 / ;.
23 Porém vérios

guanina e adenina, pois estes estdo mais disponiveis para a coordenacao
tipos de adutos podem ser formados, os que envolvem duas fitas do DNA, coordenacgao
interfita e os que envolvem apenas uma fita do DNA, intrafita. Estudos mostram que o
principal aduto formado pela cisplatina com o DNA e, consequentemente responsavel por
sua acdo antitumoral, é o 1,2-intrafita (Figura 6), formado pela ligacdo do metal a duas

. . 23-2
guaninas adjacentes®*%.
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Pt

Figura 6. Interagao Pt-DNA.

Infelizmente, alguns problemas sdo encontrados no tratamento com a cisplatina. Um
deles é a vulnerabilidade ao atagque de substancias encontradas no plasma sanguineo,
especialmente aquelas que possuem um grupo tiol, como albumina e cisteina. Isto ocorre
devido a preferéncia de coordenacao da platina, um acido mole, ao enxofre, uma base mole,
ao invés do nitrogénio da amina, que é uma base dura?®. Estudos demonstram que apds 1
dia de a droga ter sido administrada, 65 a 98% do composto foi desativado, ou seja, a
cisplatina se ligou a esses compostos, portanto somente o restante ira agir no DNA das
células?’.

Além disso, a droga em questdo apresenta efeitos colaterais consideraveis, tais como:
nefrotoxicidade, neurotoxicidade, nduseas, vomitos, dificuldade na audicdo; dentre outros.
Outra desvantagem envolve a resisténcia de alguns tumores a droga. Esta resisténcia pode
se dar de uma maneira intrinseca ou pode ser adquirida no decorrer do tratamento?®.

Assim, hd um grande interesse no desenvolvimento de novos compostos de coordenacao
de platina e mais recentemente com outros ions metdlicos. Geralmente para uma metalo-
droga ter seu uso clinico aprovado ela deve apresentar pelo menos uma vantagem clinica
em relacdo a cisplatina, dentre elas: atividade contra tumores resistentes a cisplatina; efeitos

. . « . ~ 2
colaterais mais brandos; administracdo oral 8

1.3 Compostos de Pd(11) com atividade antitumoral:

Dentre os ions metalicos mais promissores na sintese de novos compostos de
coordenacdo com atividade antitumoral, o que mais se destaca é o Pd(ll), pois sua quimica
de coordenacdo é muito similar a do ion Pt(ll), além de apresentarem praticamente o

mesmo raio idnico?’.
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O ion Pd(ll) tem configuracdo eletrnica 4Pd*": 1s? 2s® 2p® 3s? 3p® 4s? 3d'° 4p° 4d®.
Apesar do ion palddio(ll) ser paramagnético, todos os seus complexos sao diamagnéticos e
apresentam coloragdo vermelha, marrom ou amarela. O complexo [Pd(H,0)4]*" é formado
em solucdo aquosa e é diamagnético. Essa mudanca de comportamento se deve ao
emparelhamento de elétrons e sua geometria é considerada como sendo quadrado planar.
De fato, todos os complexos de Pd(ll) sdo diamagnéticos, exceto o ion paramagnético
[PCl4]* que é formado em é&cido cloridrico®®. S3o conhecidos complexos de palddio em
varios estados de oxidacdo, variando desde o estado zero (0) até (+1V). O estado de oxidacao
mais importante é o Pd(ll), que pode ser encontrado na forma de dxido, haletos, nitratos e
sulfatos, entre outros.

Os primeiros ensaios de citotoxicidade envolvendo os compostos de paladio(ll) ndo
foram muito promissores pois mostraram que os mesmos eram bem menos ativos em
relacdo aos compostos de Pt(ll). Muitos autores sugeriram gque 0s avangos nesta area seriam
limitados provavelmente em funcdo de parametros cinéticos, uma vez que complexos de
Pd(Il) reagem = 10° vezes mais rapidamente que seus analogos de Pt(ll). Assim, a baixa
atividade antitumoral de parte dos complexos de Pd(ll) foi atribuida aos rapidos processos
de hidrdlise que conduziam a dissociacdo dos grupos abandonadores em solucdo e,
consequentemente, a formacdo de espécies muito reativas, incapazes de atingir seus alvos
farmacoldgicos>’.

Nos ultimos anos, o interesse no emprego de complexos de Pd(ll) no tratamento do
cancer foi renovado com a publicacdo de varios trabalhos cientificos, os quais relataram
propriedades antitumorais muito promissoras desta classe de compostos®2. Complexos de
Pd(ll) sdo candidatos em potencial no desenvolvimento de metalo-drogas, pois esses

III

compostos podem materializar uma idéia de “alvo tumoral” que poderia resultar em drogas
com outro espectro de atividade e auséncia da resisténcia celular cruzada quando

comparado as drogas de platina®.

Por exemplo, Alverdi et al.®* descreveram a sintese, caracterizacdo e avaliacio da
atividade citotoxica de complexos mistos de formula geral [MCI(ESDT)(L)] {M = Pd(ll), Pt(ll);
ESDT = S-metil(etilsarcosineditiocarbamato); L = alcool 4-hidroxi-o-
(metilaminometil)benzilico (Syn), cloridrato do alcool a-aminometil-3-hidréxibenzilico

(Nor)}, cujas estruturas planas estao ilustradas na Figura 7.
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i H,C-CH,-O-C-CH
HiC-CH;0-C-CH: s o oM OH
—C. M, H,C S" “NH-CH,CH
HC S NH, CH,CH ne K
) U
~7"OH OH

(a) (b)

Figura 7. Formulas estruturais dos complexos [MCI(ESDT)(Nor)] (a) e [MCI(ESDT)(Syn)] (b).

As propriedades citotéxicas dos complexos de Pd(ll) e Pt(ll) foram testadas contra uma
série de linhagens de canceres humanos utilizando o ensaio MTT>". As células foram tratadas
por 48 h empregando-se solugdes dos compostos testados sob diversas concentragdes (LM).
A cisplatina também foi avaliada nas mesmas condi¢des. A Figura 8 mostra as curvas de
viabilidade celular (a) e (b) obtidas para as células leucémicas HL-60 e células de cancer

cervical HelLa, ambas humanas, respectivamente.

100
B{J =)
@ &
Y e
= =
Z 7 40
20 +
{] ] ] I ] ]
1] 20 40 &0 g0 100 120 1] 20 40 60 B0 100 120
(a) Concentration (gM) (b) Concentration (pM)

Figura 8. (a) Teste MTT sobre as células HL60; (b) Teste MTT sobre as células Hela. Legendas:
[PA(ESDT)(Syn)Cl] (m); [Pd(ESDT)(Nor)CI] (A );[Pt(ESDT)(Syn)ClI] (¥ ); [Pt(ESDT)(Nor)CI]( ); cisplatina
(o).

Notou-se que o efeito inibitério satisfatério dos complexos de Pd(ll) na proliferacdo das
células HL-60 é dependente da concentracdo. Frente a linhagem Hela, a atividade citotdxica
dos complexos de Pd(ll) atingiu o valor maximo de 50 puM, sendo comparavel ao da

cisplatina. A citotoxicidade dos complexos de Pd(ll) e Pt(ll) também foi avaliada frente as
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células cancerosas humanas 2008 sensiveis a cisplatina e a variante C13* resistente a
cisplatina. Os derivados de Pd(ll) mostraram ser mais citotoxicos que a cisplatina frente a
linhagem de carcinoma ovariano C13* resistentes a cisplatina, o que mostra a inexisténcia
da resisténcia cruzada a cisplatina. Ja para a linhagem de adenocarcinoma humano 2008, a
cisplatina mostrou-se ser mais ativa que os compostos de Pd(ll).

Outro aspecto importante envolvendo os complexos de Pd(ll) esta relacionado ao fato de
gue a configuracdo trans de dois grupos abandonadores na esfera de coordenacgao
guadrado-planar do paladio(ll) ndo exclui sua atividade anti-proliferativa, ja que alguns
agentes antitumorais muito promissores foram encontrados para complexos de Pt(ll) de
configuracao trans>®*;

Travnicek et al.** descreveram a sintese de um complexo de paladio(ll) de férmula trans-
[PdACly(L),] (L = 2-cloro-6-[(2-metoxibenzil)-amino]-9-isopropilpurina) (Figura 9) e
investigaram a acdo antitumoral deste composto frente as células cancerosas de melanoma

(G361). O efeito citotoxico in vitro obtido foi significativo, com valor de ICsp = 15 uM.

Figura 9. Estrutura do composto trans-[PdCl,(L),] (L = 2-cloro-6-[(2-metoxibenzil)-amino]-9-
isopropilpurina).
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Um outro item importante no uso de complexos de Pd(ll) como candidatos a metalo-
drogas diz respeito ao fato destes compostos serem capazes de interagir com o DNA,
inibindo sua sintese e também induzindo a apoptose***.

Ruiz et al.”® descrevem a sintese, atividade antitumoral e a interacdo com o DNA do
complexo [Pd(N-N)-(Ce¢Fs)(1-Mecyt)]ClO4 [N-N = bis(3,5-dimetilpirazol-1-il)metano (bpzm®*)],

(1-Mecyt = 1-metilcitosina) (Figura 10).
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Figura 10. Estrutura do composto[Pd(N-N)-(CsFs)(1-Mecyt)]CIO4 [N-N = bis(3,5-dimetilpirazol-1-
illmetano (bpzm*)], (1-Mecyt = 1-metilcitosina).

A interacdo deste complexo com o DNA foi estudada através da Microscopia de Forca
AtOomica (MFA) e os resultados obtidos indicaram que a conformacdo do DNA foi alterada de
maneira similar a aquela provocada pela cisplatina (Figura 11). Além disto, este trabalho
apresenta estudos que mostram que o principal tipo de morte celular causada por estes
complexos, é a inducdo da apoptose. O composto em questdo é mais citotdxico frente as
células leucémicas HL-60 do que a cisplatina, apresentando valores de ICsq = 10, 80 uM e ICsg

= 15,60 pM, respectivamente.
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Figura 11. Imagens da MFA: (a) imagem do plasmideo pBR322; (b) aduto pBR322-cisplatina; (c)
aduto pBR322-[Pd(N-N)-(C¢Fs)(1-Mecyt)]ClO,.

Uma das alternativas para suprimir a elevada reatividade dos compostos de Pd(ll)
envolve o uso de ligantes quelantes, gerando assim compostos menos labeis e com grande
potencial antitumoral®®.

Nas ultimas décadas, o interesse em complexos de Pd(ll) e Pt(ll) contendo ligantes N,S-
doadores aumentou significativamente sob o intuito de se obter metalo-farmacos de
elevada atividade antitumoral aliado a baixa citotoxicidade, com relagdo a cisplatina e seus
andlogos®’. Além destas vantagens, a utilizacdo de ligantes bidentados é uma maneira de
conferir uma maior estabilidade aos complexos de Pd(ll) e prevenir uma possivel
isomerizacao cis-trans destes compostos.

Cabe salientar que a utilizacdo de moléculas sulfuradas como quimioprotetores na
terapia mediada por compostos de platina(ll), constitui um alvo recente de investigacdo
cientifica. Particularmente, o uso de grupos doadores tiocarbonilicos e tidlicos mostrou
propriedades promissoras na modulacdo da nefrotoxicidade da cisplatina®®. Levando em
consideracdo que a inativacdo da cisplatina envolve sua interacdo frente a biomoléculas
sulfuradas, muitos autores empregaram e testaram ligantes sulfurados sob o intuito de
reduzir a resisténcia celular frente a cisplatina. Assim, o emprego de ligantes quelantes N,S-
doadores na obtencdo de complexos de Pd(ll) tem como objetivo diminuir a inativacdo da
droga causada pela concentracdo intracelular de glutationa e possibilitar também gerar

, . .. . .4
compostos menos labeis bem como de nefrotoxicidade mais baixa®.
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Shaheen et al.>® descreveram a sintese, a caracterizagio e o estudo biolégico de uma
série de compostos de paladio do tipo [PdCI(L),(R'R2P)] (L = Pym2SH (pirimidina-2-tiolato),
Pur6SH (purina-6-tiolato), Py2SH (piridina-2-tiolato), RsP = PPhs, P(o-toluil)s, PPh,Cl), n = 1,
2). Dentre eles o composto cloro-(pirimidina-2-tiolato)(clorodifenilfosfina)paladio(ll) (Figura
12) apresentou uma atividade antitumoral superior a da cisplatina frente as células EVSA-T

(cancer de mama) e H226 (cancer de pulmao).

Figura 12. Férmula estrutural do composto cloro-(pirimidina-2-tiolato)(clorodifenilfosfina)paladio(ll).

Matesanz et al.*® relataram estudos envolvendo a atividade antitumoral de um complexo
de palddio derivado da benzil bis(tiosemicarbazona), de formula [PdL].DMF (H,L = benzil
bis(tiosemicarbazona) (Figura 13), o qual apresentou valores de concentragdo inibitoria de
50 % (ICso) similares as da cisplatina quando comparado a culturas celulares sensiveis a
droga, além de se mostrar ativo em tumores resistentes a cisplatina. O complexo em
guestdo provoca mudancas conformacionais na estrutura do DNA diferentes daquelas

induzidas pela cisplatina.

Figura 13. Estrutura do complexo [PdL*].DMF (H,L* = benzil bis(tiosemicarbazona).
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Quiroga et al.*® apresentaram cis complexos de férmula geral [MX,(p-TSCN)] (M = Pd, Pt;
p-TSCN = p-isolpropilbenzaldeido-tiosemicarbazona), cuja férmula estrutural estda mostrada
na Figura 14. Esses compostos sdao mais ativos que a cisplatina na inibicdo do crescimento
das células cancerosas epidérmicas murinas resistentes a cisplatina, Pam-ras e as células
leucémicas Jurkat. Os resultados obtidos mostraram que estes compostos podem ser
considerados como agentes antitumorais em potencial ndo somente pelo bom indice
terapéutico apresentado, mas também pelos valores baixos de ICso encontrados frente aos

tumores resistentes a cisplatina.
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Figura 14. Férmula estrutural dos complexos [MCl,L] {M = Pd, Pt; L = p-TSCN}.

Halder et al.>* descreveram a sintese, estrutura e o efeito citotdxico frente as linhagens
HL-60 (leucemia) e U-937 (linfoma histoicitico) (Tabela 2) de seis complexos de paladio(ll)
com ligantes derivados da tiossemicarbazona de férmula geral [Pd(L")(D)] ( L = salicilaldeido
tiossemicarbazona; L®> = 2-hidroxiacetofenona tiossemicarbazona; L = 2-hidroxinaftaldeido
tiossemicarbazona) [D = trifenilfosfina ou picolina (pic)] (Figura 15). Quatro destes
complexos se mostraram mais eficazes que a cisplatina frente as células leucémicas e o
composto [Pd(L?)(PPhs)] se mostrou mais eficiente também frente a linhagem celular U-937
apresentando um valor de ICso = 1,3 pM.

Tabela 2. 1Cso dos complexos [Pd(L")(D)] frente as linhagens HL-60 e U-937.

Compostos ICso (UM)

HL-60 U-937
[Pd(L')(PPh3)] 2,5 4,8
[Pd(L?)(PPh3)] 0,6 1,3
[Pd(L*)(PPh3)] 203,0 231,6
[Pd(L)(pic)] 16,2 7,3
[Pd(L?)(pic)] 7,1 6,6
[Pd(L?)(pic)] 6,5 7,7

Cisplatina 7,0 3,2
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(b)
Figura 15. Estruturas dos complexos: (a) [Pd(L")(PPhs); (b) [Pd(L?)(pic)]

A atividade antitumoral das bases de Schiff Hasme (R = CH3) e Hasbz (R = CH,CgHs) e de

seus complexos de Pd(ll) (Figura 16) frente as células humanas T-linfoblasticas leucémicas

R—S 5—R
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Figura 16. Férmula estrutural geral dos complexos [Pd(asme),] e [Pd(asbz),].

foram testadas por Ali et al.>.

Os resultados indicaram que a base Hasme é fracamente citotdxica enquanto que a
Hasbz é inativa. Entretanto, a quelacdo destes ligantes ao Pd(ll) aumenta consideravelmente
a atividade antitumoral. Os complexos [Pd(asme),] e [Pd(asbz),] apresentaram elevada
atividade citotdxica contra células leucémicas com valores de CDso de 2,5 e 2,9 pug cm,
respectivamente. De acordo com Shier>®, valores de CDs, no intervalo de 10-25 ug cm? sdo
considerados como atividade antitumoral fraca, valores menores que 5,00 pg cm™ sdo
considerados de forte atividade. Por outro lado, valores entre 5,00-10,00 pg cm™ indicam

atividade moderada. Baseado neste critério, os dois complexos de paladio sdo considerados
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como altamente citotdxicos contra leucemia T-linfoblastica, sendo mais ativos que a droga
padrdo tamoxifen. O composto [Pd(asme),] também apresenta atividade significativa contra
a linhagem 9KB (carcinoma humano da epiderme da nasofaringe). Logo, é necessario que
este composto seja mais investigado devido ao seu potencial como droga anticancer de
amplo espectro. O andlogo [Pt(asme),] mostrou ser muito pouco ativo enquanto que o
[Pt(asbz),] é totalmente inativo contra contra células T-leucémicas.

Apds a investigacdo da atividade antitumoral de um grande numero de quelatos
metélicos contendo bases de Schiff**, se concluiu que dentre os quelatos em que o ligante
bidentado apresenta, no minimo, um atomo de enxofre, os de Pd(ll) sdo agentes
antitumorais mais efetivos que os quelatos de outros metais. Segundo os autores, os
guelatos de Ni(ll), Cu(ll) e Zn(ll) sdo menos estaveis termodinamicamente que os compostos
Pd(Il) e Pt(ll). Entretanto, os quelatos de Pt(ll) sdo cineticamente mais inertes que os de
Pd(ll), o que os tornariam mais adequados para a interacdo e destruicdo das células
cancerosas.

Tendo em vista estes e muitos outros exemplos encontrados na literatura, fica evidente a

importancia da sintese de compostos quelatos de Pd(ll) com potencial atividade antitumoral.

1.4 Pirazois:

Pirazodis, heterociclos aromaticos com dois d&tomos de nitrogénio dispostos na posi¢do 1,2
de um anel de cinco membros, tém uma longa histéria de aplicacbes nas industrias
farmacéutica e agroquimica®. Em 1884, ao tentar sintetizar derivados de quinolina com
atividade antipirética, o quimico alem3do Ludwig Knorr obteve acidentalmente a antipirina,
substancia com acentuada atividade antiinflamatodria, analgésica e antitérmica. Desde entdo,
varios derivados pirazolicos com propriedades bioldgicas foram desenvolvidos. Atualmente,
alguns pirazdéis sdo comercializados como principios ativos de farmacos e participam da
composicio de bactericidas, herbicidas e inseticidas®®. A Figura 17 mostra as férmulas

estruturais do pirazol, do Celebra® (antiinflamatdrio) e do Fipronil® (inseticida).
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201
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Figura 17. Férmulas estruturais do pirazol, Celebra® e Fipronil®.

Semelhantemente aos seus andlogos organicos, compostos pirazélicos contendo metais
de transicdo sdo conhecidos ha muito tempo quando Buchner descreveu a sintese do
complexo [Ag(u-Pz)],, em 1889. Entretanto, somente a partir de 1972 os complexos
pirazdlicos receberam a devida atencdo com a publicacdo do trabalho de revisdo de
Trofimenko sobre a quimica de coordenacio dos pirazéis®’. Desde entdo, os complexos
pirazdlicos atraem cada vez mais interesse da comunidade cientifica no que diz respeito as
suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, sendo o tema de muitas publicacdes nos
principais perioddicos internacionais.

A atividade bioldgica é uma caracteristica importante desta classe de compostos de Pd(ll)
e Pt(I1). Budzisz et al.”® testaram a citotoxicidade de complexos de férmula geral [MCl,L,] {M
= Pd(ll), Pt(ll); L = 5-(2-hidréxifenil)-1,3-dimetil-4-(dimetdxi)fosfonil-1H-pirazol (LY); 5-(2-
hidroxifenil)-1,3-dimetil-4-metdxicarbonil-1H-pirazol (L%)} (Figura 18) frente as linhagens de
células leucémicas HL-60 e NALM-6. Dentre os complexos testados, a maior citotoxicidade
foi observada para o [PdCl,(L?),], embora seja menos citotéxico que a cisplatina e a

carboplatina.
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Figura 18. Férmula estrutural do composto [PdCl,(L?),].

Komeda et al.>® compararam a citotoxicidade de quatro complexos azdlicos de Pt(ll),
[{cis-Pt(NH3)2}2(u-OH)-(u-pz)][NOs]z;  [{cis-Pt(NHs)2)o(-OH)-(p-1,2,3-ta)][NOs]2;  [{Pt(R,R-
dach)}{pu-OH)(u-pz){Pt(S,S-dach)}][NOs]; [{Pt(R,R-dach)}(u-1,2,3-ta),{Pt(S,S-dach)}][NOs],
[(2,2,3-ta) 1,2,3-triazolato); dach = 1,2-diaminociclohexano, pz = pirazolato) com a cisplatina
frente as linhagens de células humanas cancerosas MCF7 e EVSA-T (cancer de bexiga), WIDR
(cancer de célon), IGROV (cancer de ovario), M19 (melanoma), A498 (cancer renal) e H226
(cancer de células pulmonares). Dentre os investigados, destaca-se o complexo catiénico cis-
[Pta(u-Pz)(pn-OH)(NH3)4](NOs), (Figura 19) que demonstrou ser 39 vezes mais efetivo que a
cisplatina frente a linhagem MCF7 e 37 vezes mais citotdxico do que a cisplatina frente a

M19.
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Figura 19. Férmula estrutural do complexo cis-[Pt,(u-Pz)(u-OH)(NHs)4](NOs), .

Keter et al.?® apresentaram estudos bioldgicos de complexos de Pd(Il) e Pt(ll) com os
ligantes pirazol e 3,5-dimetilpirazol (Figura 20) como agentes anticancer. O composto

diclorobis(3,5-dimetilpirazol)platina(ll) o que se demonstrou ser mais citotdxico e proé-
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apoptadtico, sendo até trés vezes mais eficaz do que a cisplatina. Este resultado fortalece o

potencial uso dos pirazdis no desenvolvimento de novos agentes anticancer.

Figura 20. Estrutura geral dos complexos [PdCI;,(L),] e [PtCl,(L),] [L = pirazol (1) e (3); 3,5-
dimetilpirazol (2) e (4).]

1.5 Ligante 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol (tdmPz):

Tendo em vista unir as vantagens apresentadas pelos ligantes N,S-doadores e pirazélicos,
foi utilizado neste trabalho o ligante tdmPz (Figura 21) com a finalidade de preparar

complexos de paladio(ll) com elevada atividade citotdxica.
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Figura 21. Férmula estrutural do ligante tdmPz.

O ligante tdmPz possui o grupo tiocarbamoil ligado na posicdo 1 do anel pirazélico o que
lhe proporciona diversos modos de coordenacdo. Barik et al.®! relatam a sintese e a
estrutura de dois compostos de Co(lll) com os ligantes 3,5-dimetil-1-(N-
metil/etil)tiocarbamoilpirazol (HL' = N-metil; HL? = N-etil) de férmula [Co(L)s] (Figura 22). As
reacOes foram realizadas em meio basico, o que levou a desprotonacdo dos ligantes, fazendo
com que a coordenagdao ao metal se desse de maneira anidnica bidentada via dtomo de

nitrogénio do grupo tiocarbamoil e pelo nitrogénio piridinico do anel pirazdlico.
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Figura 22. Estrutura do composto [Co(L?)s] (L> = 3,5-dimetil-1-(N-etil)tiocarbamoilpirazol).

Um outro modo de coordenacdao encontrado para o ligante 3,5-dimetil-1-(N-
etil)tiocarbamoilpirazol é observado na estrutura do complexo [Ni(CsH12N3S),] (Figura 23)%,
em que o ligante se coordena ao metal de maneira anionica via atomo de enxofre do grupo

tiocarbamoil e pelo atomo de nitrogénio piridinico do anel pirazélico.

Clé

Figura 23. Estrutura do complexo [Ni(CgH1,N3S),].

Evans et al.?® relataram a sintese e a estrutura de trés compostos inéditos de férmulas
[Cuy"Cla(L),], [Cuz'Bra(L)2] e [Co,"Cla(L),] (L = 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol) (Figura 24) que
apresentam o ligante tdmPz coordenado de forma neutra bidentada via dtomos de enxofre

do grupo tiocarbamoil e nitrogénio do anel pirazdlico.
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Figura 24. Estrutura do composto [Co,"Cl4(L),] (L = 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol).

Além destes modos de coordenacdo ja apresentados, o ligante tdmPz também pode se
coordenar de maneira neutra monodentada via atomo de enxofre, como foi apresentado
por Kovacs et al.®* no complexo [HgCl,(tdmPz),) (Figura 25). Neste trabalho também foi
discutida e determinada a estrutura do ligante 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol por

difratometria de raios X (Figura 26).

Figura 25. Estrutura do composto [HgCl,(tdmPz),).
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Figura 26. Estrutura do ligante 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol

Uma propriedade quimica bastante interessante do tdmPz envolve a labilidade do grupo
tioamida da posicdo N1. Apesar de a molécula ser estavel a temperatura ambiente por
meses, o 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol se decompde em 3,5-dimetilpirazol e HNCS em

temperaturas um pouco mais elevadas. O mesmo processo pode ocorrer em solugdes

bésicas® (Figura 27).
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Figura 27. Esquema de decomposi¢ao do tdmPz em solugdes bdasicas.

Compostos de palddio(ll) contendo ligantes pirazdlicos N,S-quelatos andlogos ao tdmPz

apresentaram atividade amebicida e antitumoral.
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Azam et al.®*®®

relatam a sintese, caracterizacdo e a investigacdo in vitro da atividade
amebicida de complexos de paladio(ll) com ligantes pirazdlicos com diversos grupos
substituintes no anel e no grupo tiocarbamoil (Figura 28). Os complexos apresentaram
valores de concentragdes inibitorias de 50 % frente ao protozodrio, Entamoeba histolytica,
causador da amebiase bem promissores superando em muitos os casos o valor encontrado

para droga padrdo metronidazol (ICso = 1,82 uM).

Figura 28. Férmulas estrututais dos compostos de Pd(ll) derivados 1-N-substituido tiocarbamoil-3,5-
difenil-2-pirazol.

Casas et al.%? descreveram a sintese, caracterizacdo e a avaliacdo preliminar da atividade

antitumoral de novos complexos de Pd(ll) e Pt(ll) com ligantes pirazélicos N,S-quelantes

(Figura 29).
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Figura 29. Férmulas estruturais dos complexos [Pd(5-fenil-3-oxo-2-tiocarbamoilpirazolonato),] (L%);
[Pd(4-etil-5-metil-3-oxo-2-tiocarbamoilpirazolonato),] (L°).
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Estes compostos foram testados em linhagens de células cancerigenas humanas de
ovario A2780, sensivel a cisplatina e A2780cisR, resistente a cisplatina. Os complexos de
paladio se apresentaram mais citotoxicos frente a estas células do que seus analogos de
platina. Quando comparados a cisplatina, em relagdo a célula A2780, o composto [PdL%]
demonstrou resultado similar a droga, mas o [PdL>,] apresentou uma menor citotoxidade, ja
em relacdo a célula A2780cisR ambos os compostos demonstraram ser consideravelmente

mais ativos que a cisplatina (Tabela 3).

Tabela 3. Citotoxicidade (ICso) dos ligantes HL? e HL®, dos complexos de Pd(ll) e Pt(Il) e da cisplatina
contra as células tumorais humanas de cancer de ovario[69]

Compostos IC50 (uM) £ 50
A2780 A2780cisR

HLZ =100 =100
HL® 230+2 280+ 3
PdLz? 0.44 £ 0.04 0.37 £ 0.03
PtLz2 16.0 £ 3 11.0+1
PdL;® 14+0.2 1.3+£0.3
Pil;® =100 =100

Cisplatina 0.51 £ 0.03 58+04
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2 Obijetivos:

O presente trabalho teve os seguintes objetivos:

1.Sintese, caracterizacdo espectroscopica e estrutural de complexos de palddio(ll) com o
ligante pirazélico, 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol (tdmPz), e os grupos anidnicos CI,

Br, I'e SCN’;
2.Investigacdo do comportamento térmico dos compostos sintetizados;

3.Determinacdo da viabilidade celular de culturas de macréfagos peritoneais murinos

através do indice de citotoxicidade destes complexos.

4.Investigacao da atividade antiproliferativa in vitro dos compostos frentes as linhagens
tumorais de adenocarcinoma mamario murino (LM3), adenocarcinoma mamario
murino com metastase no pulmdo (LMM3) e adenocarcinoma pulmonar murino

(LPO7).



46

Capitulo 3 Parte Experimental

3 Parte Experimental:
3.1 Procedéncia de reagentes e solventes:

Todos os reagentes e solventes eram de grau analitico P.A. . Os solventes empregados
nas sinteses foram tratados com peneiras moleculares para remocdo de excesso de agua e
armazenados em frascos escuros de vidro. A Tabela 4 apresenta a procedéncia dos solventes

e reagentes usados neste trabalho.

Tabela 4. Procedéncia de solventes e reagentes:

Reagentes Procedéncia Solventes Procedéncia

Cloreto de paladio Vetec Acetonitrila Mallinckrodt Chemicals

Tiocianato de potassio Carlos Erba Alcool metilico Merck
2,5-Pentanodiona Reagen dmso-ds Aldrich
Tiosemicarbazida Aldrich Cloroférmio Merck

Brometo de potassio Merck Acido cloridrico J. T. Baker
lodeto de potassio Merck
3.2 Sinteses:

3.2.1 Sintese do 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol (tdmPz)%*:

Em um erlenmeyer de 200 mL foram adicionados 1,00 g (10,9 mmols) de
tiossemicarbazida (CN3HsS) dissolvida em uma mistura de 50 mL de adgua destilada e 0,20 mL
de HCI, em seguida um volume de 1,0 mL (9,48 mmols) de 2,5-pentanodiona (CsHgO,). A
agitacdo magnética foi mantida durante 6 h. A suspensao foi filtrada e o precipitado branco

foi lavado com agua gelada e seco a temperatura ambiente. Rendimento: 80 %.

3.2.2 Sintese do [PdClz(MeCN):]:

Em um erlenmeyer de 200 mL de capacidade contendo 40 mL de acetonitrila foram
adicionados 2,00 g (11,3 mmols) de cloreto de palddio anidro (PdCl;). A suspensdo foi

aquecida a 100 °C sob intensa agitacdo magnética. Um precipitado amarelo foi formado apds
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30 min. de reacdo. O sélido foi isolado a partir de uma filtragcdo simples. O composto obtido
é soluvel em cloroférmio, diclorometano e acetona. Rendimento: 75%. Analise Elementar:

obtido (calculado) %C=18,05 (18,52); %H=2,49 (2,34); %N=10,40 (10,80).

3.2.3 Sintese do [PdCl;(tdmPz)] (1):

Em um erlenmeyer de 25 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de [PdCl,(MeCN),] suspenso
em 10 mL de metanol foi gotejada uma solugdo contendo 0,033 g (0,21 mmol) de 3,5-
dimetil-1-tiocarbamoilpirazol em 0,5 mL de cloroférmio. A adicdo do heterociclo conduziu a
formacdo de uma suspensdo de cor castanho-amarelado. A agitacdo magnética foi mantida
durante 2 h e o sdlido formado foi isolado a partir de uma filtracdo simples e sucessivas
lavagens com metanol. O composto é solivel em dmso. Rendimento: 75%. Analise
Elementar: obtido (calculado para CgN3HoSClL,Pd) %C=22,35 (21,67); %H=3,05 (2,73);
%N=13,19 (12,66). Temperatura de decomposicdo = 217 °C.

3.2.4 Sintese do [PdBr:(tdmPz)] (2):

Em um erlenmeyer de 25 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de [PdCl,(MeCN),] suspenso
em 10 mL de metanol foi gotejada uma solugdo contendo 0,033 g (0,21 mmol) de 3,5-
dimetil-1-tiocarbamoilpirazol em 0,5 mL de cloroférmio. A adicdo do heterociclo conduziu a
formacdo de uma suspensdo de cor castanho-amarelado. Em seguida, adicionou-se ao meio
reacional 0,049 g (0,41 mmol) de brometo de potassio dissolvidos em 1 mL de uma mistura
de metanol/agua 1:1, conduzindo a formagdo de um precipitado castanho. O complexo foi
isolado a partir de uma filtracdo simples, seguido por sucessivas lavagens com metanol. O
composto é solivel em dmso. Rendimento: 70%. Anadlise Elementar: obtido (calculado para
CsN3HoSBr,Pd) %C=17,53 (17,10); %H=2,28 (2,15); %N=10,37 (9,97). Temperatura de

decomposic¢do = 212 °C.
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3.2.5 Sintese do [PdIz(tdmPz)] (3):

Em um erlenmeyer de 25 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de [PdCl,(MeCN),] suspenso
em 10 mL de metanol foi gotejada uma solugdo contendo 0,033 g (0,21 mmol) de 3,5-
dimetil-1-tiocarbamoilpirazol em 0,5 mL de cloroféormio. A adicdo do heterociclo conduziu a
formacdo de uma suspensdo de cor castanho-amarelado. Em seguida, adicionou-se ao meio
reacional 0,067 g (0,41 mmol) de iodeto de potdssio dissolvidos em 1 mL de uma mistura de
metanol/agua 1:1, conduzindo a formagdo de uma suspensdo roxa-intensa. O complexo foi
isolado a partir de uma filtracdo simples, seguido por sucessivas lavagens com metanol. O
composto é solivel em dmso. Rendimento: 60%. Anadlise Elementar: obtido (calculado para
CsN3HoSI,Pd) %C=14,25 (13,98); %H=2,18 (1,76); %N=8,70 (8,15). Temperatura de

decomposicdo = 178 °C.

3.2.6 Sintese do [Pd(SCN):(tdmPz)] (4):

Em um erlenmeyer de 25 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de [PdCl,(MeCN),] suspenso
em 10 mL de metanol foi gotejada uma solugcdo contendo 0,033 g (0,21 mmol) de 1-
tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol em 0,5 mL de cloroféormio. A adicdo do heterociclo conduziu
a formacdo de uma suspensdo de cor castanho-amarelado. Em seguida, adicionou-se ao
meio reacional 0,031 g (0,38 mmol) de tiocianato de sédio dissolvidos em 1 mL de uma
mistura de metanol/agua 1:1, conduzindo a formacdo de uma suspensdo de cor laranja. O
complexo foi isolado a partir de uma filtracdo simples, seguido por sucessivas lavagens com
metanol. O composto é solivel em dmso. Rendimento: 70%. Analise Elementar: obtido
(calculado para CgNsHoSsPd) %C=24,99 (25,43); %H=2,64 (2,40); %N=18,05 (18,54).

Temperatura de decomposicdo = 206 °C.
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3.3 Métodos Experimentais:

3.3.1 Analise Elementar:

As anadlises quantitativas dos elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio foram
efetuadas no analisador automatico da Perkin-Elmer, modelo 240, pertencente a Central

Analitica do Instituto de Quimica da USP - Sdo Paulo.

3.3.2 Ponto de fusio:

Intervalos de fusdo foram determinados no aparelho MQAPF-302, que alcanca a

temperatura maxima de 350 °C.

3.3.3 Espectroscopia Vibracional na regido do infravermelho:

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos no

espectrofotdmetro Nicolet Impact 400 (4000 - 400 cm™), usando pastilhas de KBr.

3.3.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear:

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de 'H e 'C foram registrados no
Espectrometro multinuclear VARIAN, modelo INOVA 500. Utilizou-se dmso-ds para
dissolugdo das amostras. Os deslocamentos quimicos obtidos sdo referenciados pelo dmso-

ds.

3.3.5 Analise Termogravimétrica:

As curvas TG/DTA dos compostos foram obtidas empregando-se o mddulo simultdneo

SDTQ 600 TA — Instruments, utilizando-se cadinhos de a-alumina para amostra e referéncia,



50

Capitulo 3 Parte Experimental

que foram aquecidos desde a temperatura ambiente até 900 °C, obedecendo uma razdo de
aquecimento de 20 °C min™. Empregou-se o ar sintético como atmosfera de forno, com

vazio média de 50 mL min™*. A massa das amostras utilizadas foi de aproximadamente 5 mg.

3.3.6 Difracdo de Raios X - Método do po:

Os difratogramas de raios X, pelo método de pd, dos residuos formados nas
termodecomposicdes, foram obtidos em um difratbmetro Siemens D-5000 utilizando-se
radiacdo CuKa (A = 1.541 A) monocromatizada por cristal de grafite, configurado com 40 KV

e 30 mA, entre 5 e 70° . Os picos foram identificados utilizando a base de dados ICDD°.

3.4 Atividade Bioldgica:

3.4.1 Preparo das solugdes:

As massas das amostras foram solubilizadas em dmso, quando necessdrio, tratado
conforme os métodos convencionais, sendo que as solu¢des-mde foram preparadas em
concentragcdo maxima de dmso de 4% v/v para ensaios com macréfagos e 0,4% v/v para
testes com linhagens de células de adenocarcinoma mamario (LMM3 e LM3) e
adenocarcinoma pulmonar (LP07). As solugdes foram diluidas em meio de cultura
apropriado a cada ensaio biolégico (RPMI ou MEM) momentos antes da diluicdo e aplicacdo
das amostras nos testes de citotoxicidade. As diluicGes foram realizadas empregando-se
pipetas automaticas com capacidade variando de 1000 pL a 100 pyL e de 100 uL a 0,5 pL e
ponteiras descartaveis apropriadas a cada pipeta. Foram empregadas concentra¢des 1x107
mol L, 1x10* mol L?, 1x10° mol L' e 1x10® mol L nas investigacdes prévias.
Posteriormente, foram empregadas solucdes variando-se suas concentracdes umol L™ para

determinacdo da viabilidade celular frente a culturas de macrofagos e células tumorais.
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3.4.2 Linhagem Celular e meio de cultura empregado:

Todas as linhagens tumorais foram cedidas pela Dra. Elisa Bal de Kier Joffé, do Instituto
de Oncologia Angel H. Roffo — Buenos Aires — Argentina.

O cultivo celular foi mantido em meio MEM, suplementado com 10% de soro fetal
bovino e 4 pg mL™* de gentamicina, em estufa a 37 °C, com atmosfera Umida e tens3o
constante de 7,5 % de CO,. Foram realizados repiques de trés vezes por semana. O nimero
de células foi determinado pela contagem em camara hemocitométrica tipo Neubauer
(Boeco), utilizando corante azul de Tripan, a 0,04 % em PBS, e ajustado a uma concentracdo

de 3.10% células mL™* em meio MEM.

3.4.3 Animais:

Os camundongos do tipo Balb/C foram adquiridos do Biotério Central da Universidade de
Campinas — Unicamp, Cemib (Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica). Os
animais foram mantidos em gaiolas de policarbonato, com 4gua e racdo (Purina) ad libitum
em local climatizado (temperatura de 23 + 2 °C, umidade relativa do ar igual a 56 + 2 %) e
controle de claro e escuro a cada periodo de 12 horas. A agua, racdo e maravalha foram
autoclavadas antes do uso.

Os estudos envolvendo animais foram conduzidos de acordo com a legislacdo vigente

envolvendo cuidados com animais.

3.4.4 Ensaios Biologicos in vitro:

e Obtencdo de macroéfagos peritoneais de camundongos:

Os animais foram previamente estimulados pela inoculagdo intraperitoneal de 3,0 mL de
tioglicolato de sddio a 3,0 % trés ou quatro dias antes de serem sacrificados (Figura 30).
Estes animais tiveram a pele da regido abdominal retirada assepticamente em camara de
fluxo laminar classe 100 e o peritdnio exposto. Em seguida, foram inoculados

intraperitonealmente 5,0 mL de PBS. Apds massagem peritoneal para garantir que se
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obtivessem as células peritoneais, o liquido peritoneal resultante foi coletado com seringa e
agulha e transferido para um tubo conico estéril e centrifugado a 2000 rpm durante 5 min., o
sedimento celular obtido foi lavado trés vezes com 3,0 mL de PBS. Apds a ultima lavagem as
células foram ressuspendidas em RPMI-1640-C para a contagem de células em camara
hemocitométrica tipo Neubauer utilizando-se corante vital liquido de Lazarus, e assim a
suspensao celular foi ajustada a concentracdo de macréfagos por mL desejada para cada

teste em meio RPMI-1640-C.

Figura 30. Inoculagdo intraperitoneal de 3,0 mL de tioglicolato de sddio a 3,0 %.

e Determinacdo da viabilidade celular pelo método de MTT:

A viabilidade celular foi determinada em culturas de macréfagos de camundongos
normais utilizando metodologia descrita na literatura®>.

Da suspensdo de macrdfagos peritoneais em RPMI-1640 completo, ajustada a uma
concentracdo de 5x10° células mL™, foram adicionados 100 uL em cada cavidade de placas
para cultivo de tecidos de 96 cavidades (Corning). Apds isto foram adicionados em triplicata,
100 uL dos compostos investigados em diferentes concentragdes, 100 uL de solucdo de LPS a
10 pg mL™ (Lipopolissacarideo de Escherichia coli sorotipo 0111:B4, Sigma) e 0 mesmo
volume de RPMI completo para controle. A incubacdo das placas foi feita durante 24 h em
estufa a 37 °C, com tens3o constante de 7,5 % de CO,. Apds o periodo de incubacdo por 24
h, os sobrenadantes das culturas de macréfagos foram desprezados e 100 puL de uma
solugdo de 3—(4,5—dimetiltiazol-2—il)-2-5—difeniltetrazdlio (MTT) (Across Organics) diluido
em tamp3o PBS a 5 mg mL" foram adicionados em cada cavidade da placa, que foi incubada
por 3 h em estufa a 37 °C, com tensdo constante a 7,5 % de CO,. O sal de tetrazdlio sofre

metabolizacdo pelas redutases mitocondriais das células vivas formando cristais de
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formazana (Figura 31). Apds a incubacdo foram adicionados 100 pL de isopropanol
(Mallinckrodt Chemical) para solubilizar os cristais (Figura 32). A leitura da absorbancia foi

realizada no Fotocolorimetro multicanal UV-Vis Multiscan Ascent (Labsystems) a 540 nm

com filtro de referéncia a 620 nm.

3h

37°C

Figura 31. Reduc¢do do MTT pelas redutases mitocondriais das células vivas.

Figura 32. Solubilizagdo dos cristais de formazana pelo isopropanol.

Os valores correspondentes a concentracdo que reduz em 50 % a viabilidade celular
(ICs0) dos compostos foram quantificados através da regressao linear de uma curva dose-
resposta Concentracdo da Amostra x Viabilidade Celular, realizada com 95% de

confiabilidade. A equacdo da reta do tipo, Y= A + BX origina os valores de ICso, na qual Y =

Absorbancia; X = Concentracao.

e Determinacdo da atividade antiproliferativa dos compostos de Pd(ll) sobre células

tumorais:

O crescimento tumoral foi quantificado pela capacidade das células vivas reduzirem o
MTT. As células tumorais LMM3, LM3 e LPO7 foram adicionadas em placas de 96 orificios em

concentracdOes suficientes para cobrir 10 % de cada orificio. Apds 24 h de incubacdo,
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formado o tapete celular, os compostos investigados foram adicionados e incubados por
mais 24 h. Apés o periodo de incubag¢do, o meio foi trocado por meio fresco contendo 1 mg
mL™? de MTT. Trés horas depois, o contetido da placa foi novamente vertido e 100 pL de
alcool isopropilico (Mallinckrodt) foram adicionados a cada orificio para solubilizar os cristais
de formazana formados. Somente células e meio de cultura foram utilizados como controle,
equivalendo a 100 % de viabilidade celular. A leitura da absorbancia foi realizada no
Fotocolorimetro multicanal UV-Vis Multiscan Ascent (Labsystems), em comprimento de

onda de 540 nm e filtro de referéncia 620 nm.
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4 Resultados e Discussao:

4.1 Caracterizagdo:

4.1.1 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho:

As freqiéncias vibracionais do ligante tdmPz e do composto 1 estdo representadas na
Tabela 5. Para fins de comparacdo, a Tabela 5 também contempla os dados de
espectroscopia no IV do complexo [Co,Cls(tdmPz),]"*. A Tabela 6 mostra as principais
freqliéncias no IV dos compostos 2, 3 e 4 e suas respectivas atribuicdes. Os espectros no IV

do ligante livre e dos complexos 1-4 estdo ilustrados pela Figura 33.
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Tabela 5. Freqiiéncias vibracionais referentes ao ligante livre, complexo 1 e o [Co,Cls(tdmPz),]"".

tdmPz [PACl,(tdmPz)] (1) [Co,Cls(tdmPz),] AtribuicGes
3387 F 3510 mF 3338 mF vasNH
- 3441 mF 3265 F vasNH
3240 mF 3410 mF 3158 F v{NH
3132 mF 3130f 3117 mF VCHp;
2980 f 2947 m 2994 f VasCH3
2922 f 2827 f 2958 f VasCH3
1601 F 1647 F 1627 F VPi + 8sNH;
1576 F 1614 mF 1591 mF 8.iNH, + vC-NH,
1489 m 1520 m 1500 mF VPi + 8;CH3 + vC-CH;
1454 m 1466 m 1482 mF VasCHs + VPi
1406 mF 1400 m - dsCHs
1389 mF 1386 mF 1376 F OsCH3 + VPi
1342 F 1356 m 1343 F ONH, + VNp-C + vC=S
- 1273 m 1271 m BCHp; + vC-C(Pi)
- 1211 f 1201 f vN-N(Pi)
1147 m 1157 f 1154 m BCHp; + vC-CHs
1093 m 1118 f 1087 m vN-N(Pi) + ,CH;
1030 m 1053 m 1045 m 0,CHs
972 m 993 f 996 m vPi + 5,CH3
879 F 872f 843 mF vC=S + §,NH,
808 m 829 f 825 mF w CHp;
- 785 f 776 mF [BPi
727 mF 748 f 711 f vC-CHs + BPi
656 m 629 f 645 m TPi
590 f 582 f 574 m TPi + BPi + vC-CH;
496 f 500 f 528 f BC-NH;, + BC-CH;

V,s = estiramento assimétrico, vs= estiramento simétrico, [ = deformagdo no plano, d,s= deformag¢do angular assimétrica no

plano, o,; = deformagdo angular tesoura y = deformagdo fora do plano, w = deformagéo wagging, t = torsa, Pi = anel

pirazélico. Intensidades: F = forte, mF = média-forte, m = média, mf = média-fraca, f = fraca.
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Tabela 6. Freqliéncias vibracionais referentes aos complexos 2, 3 e 4.

[PdBr,(tdmPz)] (2) [PdI,(tdmPz)] (3) [PA(SCN),(tdmPz)] (4) Atribuigbes
3500 m 3431 m 3440 F vasNH
3425 mF - 3259 m vasNH
3259 mF 3271f 3141 F v{NH
3132 mF 3136 f - VCHp;
3097 mF - - VCHp;

- 2982 f - VasCHs

- 2920 f - VasCHs

- - 2114 F Vas(SCN)

; - 2098 F Vas(SCN)

- - 2068 f Vas(NCS)

- 1660 f 1614 F VPi + 84NH,
1618 F 1576 mF 1583 m OsiNH; + vC-NH,
1500 m 1500 mF 1473 m VPi + 8;CH3 + vC-CH;
1466 m 1469 m 1444 m VasCHs + VPi

- 1408 mF 1402 f dsCHs

1389 mF 1381 mF 1380 m OsCH3 + VPi
1358 F 1350 F 1317 m ONH; + VNp-C + vC=S
1271 m 1273 f 1294 m BCHp; + vC-C(Pi)
1198 f 1209 f 1201 f vN-N(Pi)
1157 m - 1155 f BCHp; + vC-CHs
1119 f 1124 f 1103 m vN-N(Pi) + 8,CH5
1055 m 1067 f 1051 m 0,CHs
993 m 989 f 995 f vPi + 5,CH3

862 f 867 f 864 f vC=S + 6,NH,
808 m 800 m 810m w CHp,

746 f 754 f 748 f vC-CH; + BPi
627 f 644 f 694 m TPi

582 f 584 f 588 f Pi + BPi + vC-CH;
498 f 497 f 460 f BC-NH, + BC-CH;

V,s = estiramento assimétrico, vs= estiramento simétrico, [ = deformagdo no plano, d,s= deformagdo angular assimétrica no

plano, o,; = deformagdo angular tesoura y = deformagdo fora do plano, w = deformagéio wagging, t = torsa, Pi = anel

pirazédlico. Intensidades: F = forte, mF = média-forte, m = média, mf = média-fraca, f = fraca.
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Figura 33. Espectros vibracionais na regido de 4000-400 cm™ do IV para o ligante e os compostos 1, 2,
3ed.

Observando o espectro do ligante livre, tdmPz, nota-se duas bandas intensas em regido
de alta frequéncia, uma em 3387 cm™ e a outra em 3240 cm™, atribuidas aos estiramentos
assimétrico e simétrico do grupo NH,, respectivamente. A banda referente ao estiramento
assimétrico do grupo C-H do anel pirazélico ocorre em 3131 cm™. As bandas em 2980 e 2922
cm™? sdo atribuidas aos estiramentos assimétricos do grupo CHs. Outras bandas sdo
importantes para a andlise dos modos vibracionais do ligante: 1601 cm™ (deformacio
angular tesoura do grupo NH,); 1576 cm™ (estiramento da ligacdo C-NH,); 879 cm™

(estiramento da ligacdo C=S).
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Nota-se claramente uma mudanca em relacdo ao espectro do ligante livre quando
comparado aos demais espectros dos compostos, indicando a coordenacdo do tdmPz ao
metal.

As frequéncias observadas no IV na regido de 3400 — 3100 cm™ decorrentes dos
estiramentos assimétricos e simétricos do grupo NH, estdo mais alargadas e deslocadas para
frequéncias mais altas nos compostos 1, 2 e 3, indicando a presenca de ligacdes de
hidrogénio intermolecular do tipo NH---Cl, NH---Br e NH---1, respectivamente. A coordenacao
do pseudo-haleto SCN" em 4 torna as bandas vNH menos definidas.

S3do esperadas algumas mudancas nos modos vibracionais envolvendo os dtomos de
enxofre e nitrogénio do anel pirazélico como resultado da interacdo entre o ligante e o
metal. O principal efeito observado foi o aparecimento de duas novas bandas nos espectros
dos quatro complexos. Uma ocorrendo na regido entre 1294 — 1271 cm™ atribuidas ao
estiramento N-N do anel pirazélico e a outra na regido entre 1211 — 1198 cm™ referente a
deformacdo no plano da ligacdo C-H(Pi) e ao estiramento da ligacao C-C(Pi).

No ligante, 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol, o estiramento C=S aparece em 879 cm™,
este modo vibracional tem um decréscimo em sua energia devido a interacdo Pd-S, que
enfraquece a ligacdo C=S, deslocando as bandas referentes a este estiramento para regido
de mais baixa energia, aparecendo por volta de 867 cm™ nos complexos. Em contrapartida
ha um fortalecimento da ligacdo C-NH, deslocando a banda vC-NH, nos espectros dos
compostos (1618 — 1576 cm™) para uma regido de frequéncia mais alta em relagdo ao tdmPz
(1576 cm™). Porém, deve-se lembrar que as vibracdes relacionadas aos atomos de S e N que
estdo coordenados ao metal aparecem geralmente acopladas fortemente com outras
bandas, principalmente devido a formac¢do do metalociclo e sendo assim, ndo possuem um
valor que permita diagnostica-la precisamente’”.

O ion tiocianato possui varios modos de coordenacdo. Ele pode coordenar-se a um unico
metal (coordenacdo terminal) ou a dois ou mais centros metalicos (coordenacdo em ponte).
Além de poder se coordenar tanto pelo atomo de nitrogénio (NCS’) como pelo atomo de
enxofre (SCN), isotiocianato e tiocianato, respectivamente. De acordo com os conceitos de

72,73

Pearson’”’?, o nitrogénio terminal deste ion € uma base dura enquanto o enxofre terminal é

uma base mole. Consequentemente, a ligacdo pelo nitrogénio é esperada ocorrer com ions
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metalicos duros e a coordenacdo via atomo de enxofre deve se realizar com ions metalicos
moles.

Os metais do grupo da platina formam complexos com uma grande variedade de tipos de
coordenacgdo com o ion tiocianato. Embora a coordenacdo M-SCN seja observada na maioria
dos casos, ambos M-SCN e M-NCS podem ocorrer simultaneamente.

A formacdo da ligacdo Pd-NCS é caracterizada pelas presencas das bandas v,s(NCS) e
vs(NCS) na regido de 2090 — 2060 cm™ e 830 — 854 cm™, respectivamente. Quando
coordenado pelo dtomo de enxofre (Pd-SCN), a banda v,5(SCN) localiza-se em torno de 2100
—2120 cm™ e a v4(SCN) encontra-se no intervalo espectral de 696 — 711 cm™. Atuando como
ponte, a banda v,5(SCN) desloca-se para regides acima de 2130 cm™ 7.

No espectro no IV do complexo 4 nota-se duas bandas e um ombro, uma em 2114 cm™,
outra em 2098 ¢cm™ atribuidas ao modo normal de vibracdo vaSCN do tiocianato”>. A
ocorréncia destas duas bandas indica que os grupos tiocianatos estdo coordenados ao metal
em uma configuracdo cis. Esta absorcdo se faz em uma regido espectral tipica da
coordenacdo terminal do tiocianato ocorre via 4tomo de enxofre (2130 — 2085 cm™). J& o
ombro que ocorre em 2068 cm™ é atribuido a presenca de um isémero no qual a
coordenacdo do grupo tiocianato ocorre via dtomo de nitrogénio de maneira trans ao

enxofre do tdmPz.

4.1.2 Espectroscopia de RMN de 1H e 13C:

Os sinais de RMN de 'H e **C foram atribuidos de acordo com a numeragio do esquema

representado pela Figura 34.
Hy

C
HoC— o *\_. —CHs,

5 Cs3
\
N1—N;
[/ \ -
/C\ /Pd
HN 7\

Figura 34. Esquema de numeragao adotado na atribui¢do dos sinais de RMN.

Os espectros de RMN de *H dos compostos tdmPz, [PdCl,(tdmPz)] (1), [PdBr,(tdmPz)] (2),
[Pdl(tdmPz)] (3) e [PA(SCN),(tdmPz)] (4), obtidos em dmso-ds, estdo representados pelas
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Figuras 35-39, respectivamente. Os valores dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H est3o

contidos na Tabela 7.

Tabela 7. Deslocamento quimicos de RMN de H para os compostos tdmPz, 1,2 ,3 e 4.

Compostos tdmPz 1 2 3 4
3-CH3 2,14 s [3H] 2,59 s [3H] 2,59 s [3H] 2,57 s [3H] 2,60 s [3H]
H-4 6,16 s [3H] 6,51 s [3H] 6,54 s [3H] 6,53 s [3H] 6,49 s [3H]
5-CH3 2,62 s [3H] 2,57 s [3H] 2,58 s [3H] 2,57 s [3H] 2,56 s [3H]
NH, 9,54 s [1H]/ - - - -
9,13 s[1H]

s =singleto; [] = integragdo
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9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0

Figura 35. Espectro de RMN de 'H do composto tdmPz em dmso-ds.
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Figura 36. Espectros de RMN de "H do composto [PdCl,(tdmPz)] (1) em dmso-ds.
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Figura 37. Espectro de RMN de 'H do composto [PdBr,(tdmPz)] (2) em dmso-ds.
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Figura 38. Espectro de RMN de "H do composto [Pdl,(tdmPz)] (3) em dmso-ds.
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Figura 39. Espectro de RMN de 'H do composto [Pd(SCN),(tdmPz)] (4) em dmso-de.
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Analisando o espectro de ressonancia magnética nuclear de *H do ligante livre (Figura 35)
pode-se notar os cinco sinais referentes aos hidrogénios da molécula. Dois singletos em
campo baixo sdo observados em 9,54 e 9,13 ppm e atribuidos aos deslocamentos quimicos
dos hidrogénios do grupo NH,. O sinal observado em 6,16 ppm é atribuido ao H-4 do anel
pirazodlico e os singletos dos hidrogénios metilicos ocorrem em 2,62 ppm (5-CHs) e 2,14 ppm
(3-CH3). Os hidrogénios da metila da posicdo 5 encontram-se mais desprotegidos quando
comparados aos hidrogénios da metila 3, devido a sua proximidade ao grupo tiocarmaboil. O
sinal intenso em 3,5 ppm é referente ao deslocamento quimico dos hidrogénios das
moléculas de dgua encontradas no solvente utilizado. E o sinal em 2,5 ppm é atribuido ao
dmso-ds.

Os espectros de RMN de 'H dos complexos se diferenciam do espectro do tdmPz pelo
deslocamento quimico dos sinais. A coordenacdo do ligante é indicada pelo deslocamento
do sinal atribuido ao 4tomo de hidrogénio H-4 em 6,16 ppm (tdmPz) para regiées de campo
mais baixo, 6,52 ppm aproximadamente, nos espectros dos complexos. O deslocamento
para campo mais baixo do singleto referente aos hidrogénios da metila mais proxima do
centro metalico, de 2,14 ppm (tdmPz) para ~ 2,59 ppm (1-4), também evidencia a
coordenacao do ligante. Dois singletos também sdo esperados para os atomos de hidrogénio
magneticamente ndo-equivalentes dos grupos metilicos das posicoes 3 e 5 do anel pirazdlico
do ligante apds a coordenacdo. Porém, coincidentemente, os nucleos de hidrogénio das
metilas 3 e 5 absorvem praticamente na mesma frequéncia em todos os espectros dos
complexos.

Os valores dos deslocamentos quimicos de RMN de 3C estdo contidos na Tabela 8. Os
espectros de RMN de **C do tdmPz e dos compostos [PdCl,(tdmPz)] (1) e [Pd(SCN),(tdmPz)]
(4) estdo representados pelas Figura 40-42. N3o foi possivel a obtencdo dos espectros de
RMN de *C dos compostos [PdBr,(tdmPz)] (2) e [Pdl,(tdmPz)] (3), pois eles se mostraram
pouco soluveis nos solventes deuterados disponiveis para realizacdo do experimento

(cloroférmio, dgua, acetona e dimetilsufdxido).
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Tabela 8. Deslocamento quimicos de RMN de °C para os compostos tdmPz, 1 e 4.

Compostos tdmPz 1 4

C-3 148,69 145,47 145,41
C-4 112,02 114,82 114,13
C-5 144,41 145,47 145,41

3-CH3 13,14 15,50 15,13

5-CH3 16,98 13,50 13,62
C=S 178,41 161,53 160,28
SCN - - 118,85

Figura 40. Espectro de RMN de *C do tdmPz.

Figura 41. Espectro de RMN de *C do [PdCl,(tdmPz)].
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Figura 42. Espectro de RMN de *C do [Pd(SCN),(tdmPz)].

Analisando o espectro de RMN de “3C do ligante pode-se perceber a presenca de seis
sinais representando todos os carbonos magneticamente ndo equivalentes da molécula. Em
campo alto, encontram-se os sinais referentes aos carbonos das duas metilas 5-Cyetii (16,98
ppm) e 3- Cpetil (13,14 ppm). O sinal atribuido ao C-4, aparece em 112,02 ppm, enquanto que
os sinais dos atomos do C-3 e C-5 ocorrem em 148,69 e 144,41 ppm, respectivamente. O
pico referente ao carbono do grupo tiocarbamoil aparece em regido de campo baixo em
178,41 ppm.

Nos espectros de RMN de **C dos complexos 1 e 4, os sinais referentes aos carbonos 3-
Cietii € C-4 sdo deslocados aproximadamente 2,0 ppm para campo mais baixo quando
comparados com o ligante livre. Este deslocamento pode ser atribuido a remocdo da
densidade eletronica do ligante para o paladio via doacdo o do atomo de nitrogénio
piridinico. Esta remocdo eletrénica provoca uma alteracdo no nivel de desprotecdo dos
carbonos das metilas quando comparados com o tdmPz. Um deslocamento de 18,0 ppm
para campo mais alto é observado para o pico referente ao carbono do grupo tiocarbamaoil
dos complexos. Este fato é atribuido a diminuicdo na forca da dupla ligacdo entre o carbono
e o enxofre, evidenciando a formacdo da ligacdo Pd-S. No espectro do complexo
[PA(SCN),(tdmPz)] além dos sinais esperados da coordenac¢do do tdmPz, aparece um pico

adicional em 118,85 ppm caracteristico do modo de coordenacdo do grupo tiocianato pelo
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atomo de enxofre de maneira terminal. Uma vez que o experimento foi realizado em
dimetilsuféxido, o que favorece a coordenagio M-SCN’®"7,

O ligante 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol e o complexo [PdCl;(tdmPz)] (1) foram
investigados também pelo experimento NOESY 1D, o qual é capaz de mostrar a interacao
espacial entre atomos de hidrogénios proximos’®. Sabendo-se que a distancia entre o nicleo
H, e os hidrogénios das metilas 3 e 5 é da ordem de 2,6 A, o experimento NOESY 1D permite
atribuir de forma inequivoca os sinais das metilas a partir da irradiacdo no nucleo H4. Vale

destacar que a regido espectral onde estdo localizados os sinais dos grupos CH3 é préxima do

multipleto do dmso-ds e, neste experimento, ndo se observava os sinais do solvente.

2,62
2,14

PPM 1000 9.0 B.O 7.0 &0 5.0 4.0 10 2.0 1.0 a.0

Figura 43. Espectro NOESY 1D com irradia¢do no H-4 do tdmPz.
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Figura 44. Espectro NOESY 1D com irradiagdo no H-4 do complexo 1.



68

Capitulo 4 Resultados e Discussao

Através da interacdo espacial existente entre o H-4 e os hidrogénios das metilas ligadas
ao anel pirazdlico é possivel verificar que os sinais dos grupos CH3; das posicdes 3 e 5 do
composto 1 sdo muito préximos entre si.

Além desta técnica, o complexo [PdCl;(tdmPz)] e o ligante livre foram investigados
mediante a Espectroscopia de Correlagio Heteronuclear (HMQC)’®. A correlacdo H-*C é
mostrada por um contorno de correlacdo na intersec¢do da linha horizontal a partir do pico
(ou multiplete) correspondente ao hidrogénio e da linha vertical a partir do pico do carbono
(Figura 45-48). Estes espectros auxiliam muito nas atribuicGes dos picos, pois conhecendo a
identidade dos hidrogénios pode-se realizar as atribuicdes dos carbonos ligados a eles mais
facilmente. A Tabela 9 apresenta os deslocamentos quimicos dos hidrogénios e carbonos

envolvidos nas correlagdes bem como suas respectivas atribuicdes.

—10.0

FPM [F2)

! T ! T ! T ! T ! T ! i ! i ! T ! T !
PPM [F1) 200 180 180 140 120 100 BD &0 40 20

Figura 45. Espectro HMQC do ligante livre em dmso-ds.
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Figura 47. Espectro HMQC do [PdCl,(tdmPz)] em dmso-ds.
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Figura 48. Espectro HMQC do [PdCl,(tdmPz)] ampliado na regido de correlagdo entre os hidrogénios
das metilas e seus carbonos.

Tabela 9. Dados de Espectroscopia de Correlagdo Heteronuclear (HMQC) para o tdmPz e o complexo
1 em dmso-ds obtidos na faixa espectral de § 1-13 (*H)/ 6 10-230 (**C).

tdmPz [PdCl,(tdmPz)]
Hidrogénio Carbono Hidrogénio Carbono
5-CH3 5-Crnetil 5-CH3 5-Cnetil
2,62 16,98 2,57 13.50
3- CH; 3-Crnetil 3-CH; 3-Conetil
2,14 13,14 2,59 15,50
H-4 C-4 H-4 C-4
6,16 112,02 6,16 114,82
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4.1.3 Analise Térmica dos compostos [PdXz(tdmPz)] (X = CI, Br, I, SCN):

Os principais dados obtidos a partir das curvas TG/DTA dos complexos estdo
apresentados na Tabela 10. Considerando as temperaturas iniciais de termodecomposicao

dos compostos, propde-se a seguinte ordem de estabilidade térmica: 3<4=2<1.

e Curvas TG/DTA do composto tdmPz:

A curva TG do tdmPz mostrou que a sua decomposicdo térmica (Figura 49), ocorreu em
trés processos consecutivas, entre 66-555 °C . Estes eventos estdo associados aos picos
endotérmicos em 99 °C e 194 °C e ao sinal exotérmico em 240 °C, referente a queima do
material carbonaceo. N3o se observa residuo desta decomposicdo revelando a perda total

de massa do composto.
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Figura 49. Curvas TG/DTA do compostos tdmPz.
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e Curvas TG/DTA do composto [PdCl,(tdmPz)] (1):

A curva TG mostrou que a decomposicdo térmica do complexo 1 (Figura 50), tem inicio
em 126 °C, com a saida do ligante tdmPz, dos dois &tomos de cloro e o ganho do oxigénio
necessario para a oxidacdao quase que completa do palddio ao seu éxido. Estes eventos estdo
associados ao pico endotérmico em 225 °C e aos sinais exotérmicos em 385 °C e 443 °C. No
intervalo entre 462-797 °C, observa-se um pequeno ganho de massa de 0,58 % de corrente
da conversdo do restante do palddio em PdO. Na ultima etapa (797-844 °C), ocorre uma
perda de massa referente a eliminacdo do oxigénio envolvido na decomposicdo do PdO a

palddio metélico. Este processo estd associado ao pico endotérmico em 824 °C na curva DTA.
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Figura 50. Curvas TG/DTA do composto [PdCl,(tdmPz)] (1).
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e Curva TG/DTA do composto [PdBr,(tdmPz)] (2):

A decomposicdo térmica do complexo 2 (Figura 51) se d4d de maneira bem semelhante a
do composto 1. Porém ele se apresenta menos estavel termicamente, pois sua primeira
etapa se inicia a uma temperatura menor (101 °C). Os primeiros eventos consecutivos de
decomposicdo (101-671 °C) s3o atribuidos a perda do 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol, dois
atomos de bromo e o ganho de aproximadamente 0,5 O,. Neste intervalo de temperatura, a
curva DTA mostra um evento endotérmico em 226 °C e dois exotérmicos em 374 e 663 °C.
No intervalo entre 671-787 °C, observa-se um pequeno ganho de massa de 0,28 % de
corrente da conversdo do restante do palddio em PdO. A ultima etapa de decomposicao
(787-830 °C) é caracterizada pela convers3do total do PdO a Pd e é acompanhada pelo pico

endotérmico em 823 °C.

110
J - 2,5
100 H
J - 2,0
90 | A -
] - 1,5
80 -] £
©
3 i —1,0 5
> 70 s 8
~ Q
© | - 0,5 g
v 60 3 3]
2} ~
] J — 0,0 2
= 50 ©
1 L 05 £
40+ ks
i L1008
304"
] - 1,5
7, —

100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura /° C

Figura 51. Curvas TG/DTA do compostos [PdBr,(tdmPz)] (2).
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e Curvas TG/DTA do composto [Pdl,(tdmPz)] (3):

O mesmo perfil de decomposicdo foi observado para o [Pdl,(tdmPz)] (3) (Figura 52). As
perdas consecutivas da primeira etapa (71-530 °C) s3o associadas a eliminacdo dos ligantes e
incorporacdo de O,. A estes processos sdo atribuidos um pico endotérmico em 202 °C e dois
picos exotérmicos em 386 °C e 464 °C. A segunda etapa ocorre entre 804-860 °C e se
caracteriza pela decomposicio de PdO a Pd°. A este fendmeno se associa o pico

endotérmico em 834 °C da curva DTA.
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Figura 52. Curvas TG/DTA do composto [Pdl,(tdmPz)] (3).
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e Curvas TG/DTA do composto [Pd(SCN),(tdmPz)] (4):

A curva TG mostrou que a decomposicao térmica do complexo 4 (Figura 53) ocorreu
entre 101-530 °C e 788-830 °C. As perdas de massa simultdneas e consecutivas observadas
durante o primeiro intervalo de 101-530 °C s3o atribuidas a eliminacdo das duas moléculas
de tiocianato e do ligante tdmPz, além da incorporacdo de oxigénio necessdrio para a
oxidacdo do palddio a PdO. Estes eventos est3o associados ao pico endotérmico em 210 °C e
ao pico exotérmico em 482 °C. No intervalo de 788-830 °C ocorreu uma perda de massa
referente a eliminacdo do oxigénio envolvido na decomposicio do 6xido de paladio a Pd°.

Este processo estd associado ao pico endotérmico em 813 °C na curva DTA.
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Figura 53. Curvas TG/DTA do composto [Pd(SCN),(tdmPz)] (4).
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Tabela 10. Perdas de massa (%) e intervalos de temperatura observados nas curvas TG/DTA dos
complexos 1-4.

Am/% Picos DTA/C
Complexo Etapa AT/°C Atribuicdo
Oht. Calc. endo Exo
1 1 126-462 -62,34 -63,19 225 385, 443 -2CI, -tdmPz, +0,50;
2 797-844 -5,10 -4,81 824 - -0,50;
Residuo 33,10 32,00 Pd’
2 1 101-671 -68,79 -70,95 226 374, 663 -2Br’, -tdmPz, +0,50;
2 787-830 -4,23 -3,8 823 - -0,502
Residuo 26,78 25,25 Pd’
3 1 71-530 -75,43 -76,25 202 386, 464 -2I°, -tdmPz, +0,50;
2 804-860 -3,31 -3,10 834 - -0,502
Residuo 21,00 20,65 Pd’
4 1 101-530 -66,44 -67,60 210 482 -2SCN;, -tdmPz, +0,50;
2 788-830 -3,88 -4,23 813 - -0,502
Residuo 29,68 28,17 Pd’

As curvas termogravimétricas das espécies obtidas mostram decomposicGes térmicas
consecutivas em varias etapas, levando a formacdo de palddio metalico apds atingir a
temperatura aproximada de 800 °C, na qual o PdO anteriormente originado sofre
decomposicdo. Vale destacar que o teor de palddio metdlico obtido para todas as
termodecomposicdes estd em concorddncia com o valor calculado para as férmulas
[PdX,(tdmPz)].

A identificacdo do residuo final das termodecomposicdes como palddio metalico foi
realizada através da difracdo de raios X pelo método do pd, mostrando valores de distancias
interplanares d(hkl) e intensidades (I%) caracteristicos desse composto (Figura 55)”°. A
Figura 54 mostra o difratograma de raios X de pd do residuo final da decomposicdo térmica
do composto [PdCly(tdmPz)], sendo esta figura representativa também para os demais

residuos finais formados pelos complexos [PdBr,(tdmPz)], [Pdl,(tdmPz)] e [Pd(SCN),(tdmPz)].
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Figura 54. Difratograma de raios X, método do p6, do Pd° obtido no final da termodecomposicdo do
composto [PdCl,(tdmPz)] (1).

Figura 55. Ficha cristalografica nimero 005-0681, referente ao palddio metalico.
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4.2 Proposicdo Estrutural:

Com base nos resultados obtidos a partir das espectroscopias no infravermelho e de
RMN, em concordancia com os resultados de andlise elementar e analise térmica sugere-se

as seguintes estruturas para os compostos 1-4 (Figura 53).

Figura 56. Férmulas estruturais propostas para os compostos [PdCl,(tdmPz)] (1), [PdBr,(tdmPz)] (2),
[PdI,(tdmPz)] (3) e [PA(SCN),(tdmPz)] (4).
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Espera-se um ambiente quadrado planar ao redor do atomo de palddio, com seus sitios
de coordenacdo ocupados por dois atomos de cloro (1), bromo (2), iodo (3) ou dois grupos S-
tiocianatos terminais (4) e por uma molécula de 3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol
coordenada via atomo de enxofre e nitrogénio piridinico, resultando em complexos

isoestruturais de configuracao cis.

4.3 Investigacdo das Propriedades Bioldgicas:

Os complexos [PdCly(tdmPz)], [PdBr,(tdmPz)], [Pdl;(tdmPz)] e [Pd(SCN),(tdmPz)] foram
submetidos a ensaios bioldgicos visando avaliar seus potenciais citotoxicos frente aos
macréfagos (células de defesa) de camundongos sadios e, concomitantemente, analisou-se a
atividade antiproliferativa destes compostos frente a células tumorais murinas: LM3
(adenocarcinoma mamario), LMM3 (adenocarcinoma mamario com metastase no pulmao) e
LPO7 (adenocarcinoma pulmonar). Estes dois tipos de testes foram realizados a fim de se
investigar a seletividade dos compostos frente a células tumorais em relacdo aos macréfagos
(células normais).

As concentracbes de dmso nas solucGes-mae e nas respectivas diluicdes finais das
espécies investigadas ndo foram significativamente citotoxicas (p>0,05) aos macrofagos
peritoneais, as linhagens tumorais, portanto n3o influenciando sua citotoxicidade sobre os

mesmaos.

4.3.1 Determinacdo da viabilidade celular das linhagens tumorais LM3, LMM3 e
LP07, e de macroéfagos de camundongos normais pela técnica do MTT:

Os valores dos indices de citotoxicidade (ICsqg), concentracdo necessaria para induzir a
morte de 50 % das celulas, observados para tdmPz, complexos 1-4 e a cisplatina frente aos
macréfagos dos camundongos BalB/C normais, e as células tumorais estdo apresentados na

Tabela 11.
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Tabela 11. Valores de ICsy do tdmPz, dos compostos 1-4 e da cisplatina contra as células tumorais

murinas LM3, LMM3 e LP07, e os macréfagos apds 24 h de exposicao.

Composto ICs0 (UM) + DP
Macréfagos LM3 LMM3 LPO7
[PACly(tdmPz)] (1) 33,15+9,29 90,24 + 2,55 98,76 + 5,64 62,45+ 1,19
[PdBry(tdmPz)] (2) 29,30+ 2,61 100,51 + 0,94 20,73 +4,99 42,45+ 2,70
[Pdly(tdmPz)] (3) 50,24 + 3,06 24,54 £ 2,27 >140 28,70+ 3,40
[PA(SCN),(tdmPz)] (4) 83,98 £ 3,71 41,69 £ 0,98 83,34+ 5,64 56,63 + 2,33
tdmPz >140 >140 >140 >140
Cisplatina 49,80 £ 2,90 30,30+ 3,72 >140 4,34+ 0,45

1- 6 . . 2- . ~ s g . . . R
5x10° células / cavidade; “ Os valores acima sdo dados como média £ DP de cinco animais em triplicata,
valores determinados por uma curva dose-resposta, expressos em M.

Observa-se que a citotoxidade dos haleto-complexos 1 e 2 é maior que a da cisplatina
para os macrofagos de camundongos normais, para as concentracoes de ICso ap6s 24h de
exposicdo. Estes resultados indicam que eles induzem a morte celular usando uma menor
concentracdo para induzir a morte de 50 % das células. Isto ndo é interessante para o que se
deseja, uma vez que esses compostos devem atuar frente as células tumorais e agir
minimamente nas células normais. O composto 3 se apresentou tdo citotéxico quanto a
droga padrdo. Vale destacar o complexo 4, que apresentou a menor citotoxicidade frente
aos macrofagos durante 24 h de exposicdo.

Os resultados obtidos com os ensaios frente a linhagem tumoral LM3 mostram que a
citotoxicidade do composto [Pdl>(tdmPz)] é comparavel a da cisplatina na inibicdo do
crescimento destas células, apds o periodo de 24 h de exposicdo. Apesar do valor de ICsg
frente a linhagem LM3 do complexo 4 ser um pouco maior que a droga de referéncia,
novamente é importante ressaltar que o mesmo se mostrou ser o menos citotéxico aos
macréfagos, uma vez que a seletividade é um requisito muito importante para que um
composto se apresente como candidato a metalo-droga.

Analisando os resultados encontrados para as células tumorais murinas de
adenocarcinoma mamadrio com metdastase no pulmao, LMM3, verifica-se maior citotoxidade

para o composto 2, com valor de ICso = 20,73 puM. Além deste, outros dois complexos (1 e 4)

apresentaram maior citotoxidade do que a droga padrdo, cisplatina. O interessante de se
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observar é o fato do complexo 2 ser o menos citotéxico frente as células LM3, que também
sdo de adenocarcinoma mamdrio. Além dele, percebe-se também a inversdo de atividade
antitumoral no complexo 3 e na cisplatina, que se mostraram inativos frente as células
LMM3, e sdo os mais citotoxicos contra as células LM3.

Frente a linhagem de adenocarcinoma pulmonar, LPO7, todos os compostos apresentam
valores de ICso na faixa de 28-63 uM, porém se mostraram menos citotdxicos do que a droga
padrdo, cisplatina. Observa-se um aumento na atividade citotéxica dos complexos de acordo
com o grupo aniénico: Cl = SCN < Br < I. Estudos posteriores devem ser desenvolvidos para
se determinar a relacdo entre a atividade do composto e o grupo anidnico coordenado ao
metal.

Dentre os complexos testados, destaca-se o composto 4, pois 0 mesmo é o menos
citotdxico frente aos macrofagos e mais eficiente em relacdo a cisplatina frente as células
LMM3. Analisando os experimentos realizados, nota-se que em todos casos o ligante, 3,5-
dimetil-1-tiocarbamoilpirazol (tdmPz), ndo apresentou atividade citotdéxica quando em
concentracdes menores que 140 pM, por isso foi considerado inativo frente a essas
linhagens. Os elevados valores de ICsg encontrados para o ligante tdmPz em relacdo aos
compostos de Pd(ll) mostram que a coordenacdo ao metal potencializa a citotoxicidade do
composto formado.

Com os dados de viabilidade celular obtidos até o momento, é muito dificil fazer uma
relacdo estrutura-atividade. Estudos mais aprimorados envolvendo a interagcdo entre
complexo-DNA devem ser realizados para se entender o mecanismo de acdo destes

compostos.
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5 Conclusao:

Quatro novos complexos de palddio(ll) foram sintetizados a partir do precursor
[PACl,(MeCN),] [bisacetonitriladicloropaladio(ll)]] com o ligante pirazdlico 3,5-dimetil-1-
tiocarbamoilpirazol (tdmPz) e os ions CI, Br, I, SCN, formando assim os compostos
[PACly(tdmPz)] (1); [PdBry(tdmPz)] (2); [Pdl,(tdmPz)] (3); [Pd(SCN),(tdmPz)] (4).

A caracterizacdo dos respectivos complexos foi feita através das técnicas
espectroscopicas no infravermelho, que sugeriu a coordenacdo do ligante de maneira
bidentada via atomo de enxofre e nitrogénio piridinico, devido a alteracdes nos modos
vibracionais das ligacGes em que estes dtomos estdo presentes. A ressonancia magnética
nuclear de 'H e **C confirmou a idéia da coordenacdo do ligante de forma bidentada,
mostrando principalmente o deslocamento quimico referente ao carbono quaternario do
grupo tiocarmaboil para regides de campo alto nos espectros dos compostos. Também
foram usados os experimentos NOESY 1D e HMQC para auxiliar nas atribuicGes 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
com seus sitios de coordenag¢do ocupados por dois atomos de cloro (1), bromo (2), iodo (3)
ou dois grupos S-tiocianatos terminais (em solucdo) (4) e por uma molécula de 3,5-dimetil-1-
tiocarbamoilpirazol, resultando em complexos isoestruturais de configuracao cis.

Os dados resultantes da analise termogravimétrica dos compostos 1-4 concordaram com
as estequiometrias [PdX,(tdmPz)]. Os teores de paladio metdlico encontrado em todas as
curvas apresentaram boa concordancia com os valores calculados. De acordo com as
temperaturas iniciais de termodecomposicao, a estabilidade térmica varia de acordo com o
grupo anibénico, seguindo a ordem | < SCN = Br < Cl.

Os resultados dos ensaios biolégicos indicam que complexos neutros de paladio(ll) com o
ligante tdmPz sdo ativos frente as linhagens testadas. Dentre os complexos, destaca-se o
[PA(SCN),(tdmPz)] (4), que se mostrou mais citotéxico do que a cisplatina frente a linhagem
de adenocarcinoma mamadrio murino com metdstase no pulmdo (LMM3) e menos téxico
frente aos macréfagos. Porém como ja foi comentado, uma investigacdo mais minuciosa e
profunda da atuacdo destes compostos no organismo deve ser desenvolvida, para que se

possa aprimorar ainda mais a acdo antitumoral destes compostos.
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