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Resumo

Ciclometalados de paladio(ll) sdo de grande interesse, sobretudo, por suas
extensas aplicacbes em diversas areas da ciéncia. Os compostos ciclopaladados
constituem uma classe de quelatos de paladio(ll) com potencial uso medicinal por
apresentarem atividade antitumoral comparavel ou superior a da cisplatina (principal
agente antineoplasico), além de atividades antimicobacteriana e antiprotozoaria.
Nesse contexto, o presente trabalho objetivou sintetizar catorze ciclopaladados
inéditos do tipo [Pd(X)(C? N-afox)(L)], em que C?N-afox = acetofenonaoxima,
L = tiouréia (tu); N-metiltiouréia (mtu); N,N-dimetiltiouréia (dmtu); N-feniltiouréia
(ftu); N,N*-difeniltiouréia (dftu); tioacetamida (taa) e tiobenzamida (tbz) e X = CI- ou
I. Suas estruturas foram propostas por analise elementar de C, H e N, analise
térmica (termogravimétrica e diferencial); espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho, espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H e 13C.
Estudos de difratometria de raios X de monocristal foram realizados para os
compostos [PdCI(C?,N-afox)(L)], com L = (tu), (dmtu) e (taa). A atividade citotdxica
in vitro foi avaliada frente as linhagens MRC-5 (fibroblasto de pulmao humano),
HepG2 (carcinoma hepatocelular de figado), Cal27 (carcinoma espinocelular oral),
4T1 (carcinoma mamario murino), B16F10-Nex2 (melanoma murino), A2058
(melanoma humano) e Sk-Mel-110 / Sk-Mel-05 (melanomas metastatico humano)
demonstrando que o0s compostos contendo grupos metil e fenil no ligante
tiocarbonilado, tendem a ser mais citotdxicos que a cisplatina (farmaco padrédo) e
gue a troca de cloreto por iodeto na esfera de coordenacdo do paladio favoreceu a
atividade dos compostos. Foram realizados ensaios de ciclo celular, revelando que
0s complexos atuam na fase sub-G1 do ciclo e que as células morrem em
sub-G1/G1 sem haver necessariamente a duplicacdo do DNA e ensaios de hemolise
em células sanguineas saudaveis, indicando que os cloro-complexos em geral nédo
apresentaram acao hemolitica significativa e, além disso, a incorporacdo dos cloro-
complexos, contendo (tu), (dmtu) e (dftu), em sistemas lipidicos nanoestruturados
revelou que a seletividade deles frente a HepG2 aumentou trés vezes em relagéo a
cisplatina, mostrando promissora a associagdo desses sistemas aos compostos de

paladio(ll) no tratamento de cancer.

Palavras-chave: Ciclopaladados. Oximas. Atividade antitumoral. Acetofenonaoxima.

Ligantes sulfurados.



ABSTRACT

Cyclometallated Pd(Il) compounds are of great interest, specially, for their
extensive applications in various science areas. Cyclopalladated compounds consist
of a class of palladium(ll) chelates with potencial medicinal uses since many of them
exhibit antitumor activity comparable or superior to cisplatin (main atineoplastic
agent) and significant antimycobacterial and antiprotozoal activities as well. In this
context, the present work aimed at to synthesize fourteen novel cyclopalladated
species of the type [Pd(X)(C? N-afox)(X)(L)], where C2,N-afox = acetophenoneoxime,
L = thiourea (tu); N-methylthiourea (mtu); N,N-dimethylthiourea (dmtu);
N-phenylthiourea (ftu); N,N-diphenylthiourea (dftu); thioacetamide (taa) and
thiobenzamide (tbz) and X = CI- or I. Their structures were proposed by C, H and N
elemental analysis, thermal analysis (thermogravimetric and differential), infrared
spectroscopy, *H and 3C nuclear magnetic resonance spectroscopy. Single-crystal
X-ray diffraction studies were carried out for [PdCI(C?N-afox)(L)], where L = (tu),
(dmtu) and (taa). The in vitro cytotoxic activity was evaluated against MRC-5 (human
lung fibroblast), HepG2 (liver hepatocellular carcinoma), Cal27 (oral adenosquamous
carcinoma), 4T1 (mammary carcinoma), B16F10-Nex2 (murine melanoma),
A2058 (human melanoma) and Sk-Mel-110 / Sk-Mel-05 (human metastatic
melanomas). The results showed that compounds with methyl and phenyl groups in
the thiocarbonylated ligand tend to be more cytotoxic than cisplatin (standard drug)
and the exchange of chloride by iodide in the palladium coordination sphere favored
the compounds activity. Cell cycle assays were performed, revealing that the
complexes act on the sub-G1 cycle phase and that the cells die in sub-G1/G1 without
necessarily duplicate the DNA and hemolysis assays in healthy blood cells, indicating
that chloro-complexes in general didn’t show significant hemolytic action. In addition,
the incorporation of the chloro-complexes bearing (tu), (dmtu) and (dftu) into
nanostructured lipid systems revealed that their selectivity against HepG2 increased
three-fold compared to cisplatin, showing that the association of these lipid systems

with palladium(ll) compounds may be of interest in the cancer treatment.

Keywords: Cyclopalladated. Oximes. Antitumor activity. Acetophenoneoxime. Sulfur

ligands.
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Uma doenca antiga e de causas desconhecidas chegou a ser tratada
durante séculos clandestinamente. Seu relato mais antigo data de 2625 anos a.C.
guando Imhotep, considerado um grande médico egipcio, expds suas percepcoes a
respeito de diferentes enfermidades, como a “massa saliente no peito”, densa e que
se espalhava sorrateiramente sob a pele, cuja terapia era inexistente
(GAROFOLO et. al., 2004; MUKHERJEE, 2010; PANATO et. al., 2007).

Por volta de 440 a.C, Herddoto, grande historiador grego, relata o caso de
Atossa, rainha da Pérsia em 500 a.C., que no meio do seu reinado descobriu um
caro¢o que sangrava em seu peito, e envergonhada para buscar ajuda enfaixou as
mamas para escondé-las, até o dia em que ndo suportando mais a dor pediu para
gue um escravo as arrancasse com uma faca (MUKHERJEE, 2010).

Hipdcrates, por volta de 380 a.C, denomina a doenca de Karkinos, do grego
“caranguejo”, por apresentar estranhos vasos sanguineos inchados que o fez
lembrar um caranguejo enterrado na areia. Posteriormente, a mesma doenca foi
denominada por Onkos, do grego “volume” (MUKHERJEE, 2010).

Com o tempo ela cresceu se desenvolveu e em vastas proporcoes
transfigurou-se de modo letal. Atualmente, conhecida por cancer tornou-se objeto de
estudo de diversas areas da ciéncia, visto que € uma das principais causas de
mortalidade ao redor do mundo (CASTIONE; GARCIA; SOUSA, 2010;
MUKHERJEE, 2010).

1.1 ASPECTOS EM TORNO DO CANCER

Cancer é o nome dado ao conjunto de mais de cem doencas que apresentam
um crescimento desordenado de células que invadem tecidos e érgdo de diferentes
regides do corpo. Ele esta associado aos varios tipos de células do organismo e é
diferenciado de acordo com sua velocidade de crescimento ou sua capacidade de
invadir, tecidos e 6rgdos vizinhos ou distantes (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2012).

Sua forma de crescimento pode ou nado ser controlada, como mostra a

Figura 1.
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Célula geneticamente
alterada

Displasia Cancer in situ Cancer invasivo

sanguineo

Figura 1 - Formas de crescimento celular.
Fonte: INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2012.

Quando controlado (displasia, hiperplasia ou metaplasia), o crescimento se
caracteriza por um aumento localizado e limitado, onde as células sofrem pequenas
alteracdes em suas funcdes devido a acdo de diferentes estimulos, que quando séo
cessados tem seu efeito revertido. Ja, quando o crescimento celular ocorre de modo
ndo controlado, as células modificadas continuam crescendo de modo autébnomo
(cancer in situ e cancer invasivo), denominado de tumores (INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER, 2012).

Os tumores podem ser definidos por malignos ou benignos, como ilustrado na

Figura 2.

Tumor Maligno Tumor Benigno

Figura 2 - llustragdo dos tumores malignos e benignos.
Fonte: INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2012.
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As células cancerosas podem se multiplicar rapidamente de forma agressiva
e incontrolavel formando tumores malignos que sdo capazes de invadir tecidos
vizinhos (metastase), ou podem se multiplicar vagarosamente, com limites bem
definidos levando a formacédo de tumores benignos. Esse processo de formagéo é
conhecido por carcinogénese ou oncogénese e, normalmente, ocorre ao longo de
alguns anos (MOLLOY; VAN'T VEER, 2008; OLIVEIRA et. al., 2007).

A carcinogénese é dividida em trés estagios: iniciacdo, promocao e
progresséo (Figura 3).

No estagio de iniciacdo as células sofrem alteracbes em seu DNA devido a
acdo de agentes cancerigenos (quimicos, fisicos ou bioldgicos). No estagio de
promocao (expansao seletiva) as células mutadas sofrem acdo continua de onco
promotores, tornando-se malignas gradativamente. No entanto, caso o contato com
0S agentes onco promotores ndo seja continuo o processo pode ser interrompido
nesse estagio. No terceiro, e Ultimo estagio, as células mutadas se multiplicam
descontroladamente e de forma irreversivel, é nesse estagio que elas se
desenvolvem com maior agressividade e alto potencial de invasdo e disseminagao
(BELTRAO-BRAGA; TEIXEIRA; CHAMMAS, 2004; HU; POLYAK, 2008;
EQUIPE ONCOGUIA, 2014).
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Figura 3 - Estagios de carcinogénese.
Fonte: Adaptado de INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2006.
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Quase todos os tipos de cancer sdo causados por alguma alteracdo genética
relacionada, especialmente, com a exposicdo a fatores ambientais, sendo as
mudancas geradas no meio ambiente, nos habitos, no estilo de vida dos individuos,
entre outros, preponderantes no perfil epidemiolégico da populacado
(ELENBAAS; WEINBERG, 2001; FERRAZ; STELUTI; MARCHIONE, 2010;
PARK; BISSELL; BARCELLOS-HOFF, 2000; SGARBI; CARMO; ROSA, 2007,
TLSTY; HEIN, 2001).

Essas alteragcbes no DNA, geralmente, ocorrem na expressdo de genes
envolvidos no controle positivo e negativo do ciclo celular, caracterizado pelos
processos de duplicacdo do DNA e divisdo nuclear para formac¢do de uma nova

célula, como representado na Figura 4

Fatores de crescimento

Hormdnios esterdides e
Citocinas

Ponto de
checagem 2

Ponto de
checagem 1

Figura 4 - Fases do ciclo celular.
Fonte: BELIZARIO, 2002.

Nele, a célula em repouso (fase GO) ao receber estimulos de fatores de
crescimento da inicio a uma sequéncia de eventos sucessivos que compde as fases
do ciclo (G1, S, G2 e mitose). Durante essas fases as células sdo diagnosticadas
com o intuito de dar continuidade ao ciclo ou interrompe-lo, por meio de apoptose.

Consequentemente, qualquer mutacdo, promovida por onco fatores, nos genes
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responsaveis por esses mecanismos de controle levariam a uma proliferacdo
continua das células (BELIZARIO, 2002; HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Nas ultimas décadas, mudancas nas taxas de mortalidade em conjunto com
outras trasnformagbes socio econdomicas refletram na mudanga do perfil
epdemiolégico da doencga, de modo que o cancer tem se tornado um dos principais
problemas de saude publica mundial (INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH
ON CANCER, 2012a).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2012, houve
14,1 milhdes de novos casos cancer, 8,2 milhdes de mortes e 32,6 milhdes de
pessoas vivendo com a doen¢a nho mundo, sendo que mais de cinquenta por cento
dos casos incidiram em regides em desenvolvimento (FERLAY et. al.,, 2015;
INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2012a). A Figura 5

mostra as taxas estimadas para incidéncia de casos de cancer no mundo.

. =242

B 174.3-244.2
137.6-1743
101.6-137.6
<1016

Sem dados
B Nao aplicavel

Figura 5 - Taxas estimadas para incidéncia de casos de cancer no mundo, em 2012, para ambos os
sexos. Cancer de pele ndo melanoma excluido.
Fonte: INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2012b.
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A Organizacdo Mundial da Saude, também, estima que nas proximas
décadas haja um aumento de 70% nos numeros de novos casos de cancer no
mundo, sendo que até 2035 espera-se 24 milhdes de novos casos
(INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER, 2016).

No Brasil, as estimativas para os anos de 2016 e 2017 apontam que
ocorrerdo cerca de 420 mil novos casos de cancer, sendo os canceres de prostata
em homens e mama em mulheres os mais frequentes (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2015).

A Figura 6 apresenta a distribuicdo dos dez tipos de céancer, exceto de pele
ndo melanoma, mais incidentes no Brasil em 2016, dentre os quais 0s mais
frequentes para os homens serdo o0 de prostata (28,6%) e o de pulmao (8,1%),

enguanto que para as mulheres o de mama (28,1%) e o de intestino (8,6%).

Prostata 61.200 28,6% Homens Mulheres ~ Mama feminina 57.960 28,1%
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.330 8,1% Golon e Reto 17.620 8,6%
Golon e Reto 16.660 7,8% Colo do dtero 16.340 7,9%
Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Bronguio e Pulmdo  10.890 5,3%
Gavidade Oral 11.140 5.2% Estdmago 7.600 3.7%
Es6fago 7.950 3.7% Gorpo do (tero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3.4% Ovario 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3.0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Cenfral 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

*Numeros arredondados para miltiplos de 10.

Figura 6 - Distribuicdo dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016. Cancer de pele
n&o melanoma excluido.
Fonte: INSTITUTO NACIONAL DO CANCER, 2015.

Dessa forma, o desenvolvimento de terapias mais eficazes e capazes de
distinguir células malignas de células normais tornou-se imprescindivel. Atualmente,
0s tratamentos contra o cancer abrangem cirurgias, radioterapia, quimioterapia,
hormonioterapia e imunoterapia, sendo que a combinacao dessas técnicas permite
uma maior eficiéncia do tratamento. Contudo, nas ultimas décadas os maiores
avancos foram observados na area de quimioterapia, onde os complexos metalicos
tém desempenhado importantes papéis na medicina moderna (DREWRY;
GUNNING, 2011; FONTES; CESAR; BERALDO, 2005).
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1.2 QuiMICA BIOINORGANICA MEDICINAL

A quimica bioinorganica medicinal estuda as func¢des de ions inorganicos e
seus complexos em sistemas biologicos, buscando correlacionar as caracteristicas
estruturais e eletrdnicas desses elementos com 0s processos observados nesses
sistemas. Nela os complexos representam um novo horizonte no qual as
caracteristicas dos ions metalicos podem ser exploradas para o desenvolvimento de
novos compostos, como esquematizado na Figura 7 (AHMAD et. al., 2006;
BRUIJNINCX; SADLER, 2008).

Terapia de
Quelagao

' Agentes Terapéuticos

(Pt, Pd, Li)

QUIMICA
BIOINORGANICA
MEDICINAL

Inibidores
Enzimaticos

Figura 7 - Principais areas de atuagéo da quimica bioinorganica medicinal.
Fonte: Autor.

O papel dos metais em sistemas biolégicos se caracteriza por sua grande
facilidade em trocar elétrons, formando ions metalicos capazes de interagir com as
mais diversas biomoléculas. Embora, a compreensdo do mecanismo de acdo dos
metais seja relativamente recente, o uso deles na medicina data aproximadamente a
5000 anos (BERALDO, 2005; MONTANARI, 2000).

Os egipcios ha 3000 anos a.C utilizavam o cobre para esterilizar as aguas e
farmacos a base de ferro datam ha cerca de 1500 anos a.C mesmo periodo em que
descobriam os efeitos cicatrizantes do zinco. Na China e Arabia ha 3500 anos a.C o

ouro era empregado como elixir da vida, em funcdo da crenca de que sua
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preciosidade teria a capacidade de curar inumeras doengas (BENITE; MACHADO;
BARREIRO, 2007).

Entretanto, apenas no século XIX, Robert Kock demonstrou os efeitos
citotoxicos que o sal de ouro K[Au(CN)z] apresentava contra os bacilos da
tuberculose, sendo utilizado até 1930 no seu tratamento. Posteriormente os sais de
ouro foram ampliados para o tratamento de lUpus e da artrite reumatdide, e
atualmente, apesar de alguns efeitos colaterais, tiolatos de ouro, como
aurotiomalato, aurotiopropanol sulfonato e a aurofina (Figura 8) continuam sendo
empregados no tratamento da artrite reumatdide (VILELA-RIBEIRO; BENITE;
SOARES, 2011).
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Figura 8 - Tiolatos de ouro empregados no tratamento da artrite reumatoide.
Fonte: Adaptado de BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007.

Em 400 anos a.C, Hipocrates empregava sais de mercurio no tratamento de
doencas, enquanto que no século XVI Paracelsus desenvolvia medicamentos a base
de antiménio, arsénio e magnésio. Foi nesse mesmo periodo que sais de mercurio
foram usados para tratamento de sifilis. Durante o Renascimento cloreto de mercurio
foi utilizado como diurético e compostos de mercurio como mercurocromo e
mertiolato (Figura 9) como antisséptico local até o final do século XX
(COLOTTI et. al., 2013; VILELA-RIBEIRO; BENITE; SOARES, 2011).
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Figura 9 - Compostos de mercurio empregados como antisséptico local.
Fonte: Adaptado de BENITE; MACHADO; BARREIRO, 2007.

Ao longo das ultimas décadas, o interesse pela aplicacdo de ions metalicos e
seus complexos em sistemas biolégicos fez com que houvesse um crescente
namero de pesquisas voltadas para preparacao de moléculas terapéuticas utilizadas
em diversos diagnésticos e tratamentos (SCHWIETERT; MCCUE, 1999)

A geometria, os varios numeros de coordenacao e as propriedades cinéticas
e intrinsecas que os ions metalicos apresentam vém sendo explorado no projeto de
novos farmacos. Dentre os ions metalicos, os de transicdo tém como caracteristica a
tendéncia de formar complexos semelhantes aos que s&o observados em muitos
sistemas bioldgicos, de tal modo que a configuracdo de farmacos baseados nesses
ions apresenta uma potencial vantagem em relacdo aos baseados em compostos
puramente organicos. Dessa forma, o estudo das relacGes entre as estruturas e
atividades dos complexos metdlicos torna-se fundamental para seu avango dentro
da medicina (BRUIININCX; SANDLER, 2008; COLOTTI et. al., 2013; COHEN, 2007;
CASTILLO-BLUM; BARBA-BEHRENS, 2000; VAN RIJT; SADLER, 2009).

A aplicacdo de compostos de coordenacédo na medicina teve seu inicio com o
trabalho desenvolvido pro Alfred Werner na investigacdo de compostos de cobalto,
cloro e amonia, assim como a descoberta das propriedades antitumorais da
cisplatina, cis-[PtCl2(NHz)2].

A cisplatina foi sintetizada pela primeira vez em 1844 por Michel Peyrone.
Pouco mais de um século depois Rosenberg descreveu sua atividade inibitéria no
crescimento da Escherichia coli., e somente nos anos de 1970 que sua atividade
antitumoral foi estabelecida (DESOIZE; MADOULET, 2002; PASETTO et. al., 2006).

Utilizada a mais de trinta e cinco anos no tratamento quimioterapico do cancer

0 mecanismo de acdo da cisplatina ainda ndo é totalmente elucidado. Acredita-se
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gue o complexo entra na célula, principalmente, por difusdo passiva, no entanto,
estudos mais recentes apontam que a difusdo ativa promovida pelos transportadores
de cobre e transportadores catibnicos presentes na membrana celular colaboram
nesse processo (NEVES; VARGAS, 2011; PASETTO et. al., 2006).

Uma vez dentro da célula, a cisplatina sofre sucessivas hidrélises,
decorrentes da baixa concentracdo de ions cloreto no interior da célula quando
comparado ao meio extracelular, gerando espécies aquo/hidroxo que reagem mais
rapidamente com os alvos farmacolégicos. Sua citotoxicidade correlaciona-se, pelo
menos em parte, com a formagdo de um aduto com o DNA, causando em sua
estrutura helicoidal uma distorcéo que interfere nos seus mecanismos de transcricdo

e duplicacdo. A Figura 10 esquematiza esses processos (PASETTO et. al., 2006).
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Figura 10 - Representacao da entrada da cisplatina na célula e sua ligacdo com o DNA.
Fonte: NEVES; VARGAS, 2011.

Contudo, antes mesmo da formacdo do aduto com o DNA, a cisplatina pode
se coordenar a diferentes biomoléculas presentes no meio celular, principalmente
com aquelas contendo atomos de enxofre por apresentarem alta afinidade com
metal. Essa afinidade pode ser descrita pelo principio de dureza e maciez de acidos
e bases de Pearson, em que a platina como um acido macio tendera a reagir com

uma base macia, como o enxofre (WANG; GUO, 2007).
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Sendo assim, essa coordenagdo pode prejudicar a sua atividade citotoxica,
uma vez que algumas biomoléculas como glutationa, cisteina, albumina e metionina
tem a capacidade de se ligar a cisplatina promovendo sua desativacao (Figura 11),
assim como outras biomoléculas que podem promover o reparo dos adutos
cisplatina-DNA, inativando, também, a sua acéo, o que ao longo do processo pode

levar a formacé&o de resisténcia da célula ao farmaco (PASETTO et. al., 2006).
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Figura 11 - Esquema dos mecanismos de inibig&o da cisplatina.
Fonte: NEVES; VARGAS, 2011.

Atualmente, a cisplatina é usada em diferentes tipos de neoplasias (cancer de
pulméo, cabeca, esodfago, etc), sobretudo em associagdo com outras drogas em
diferentes métodos terapéuticos. Apesar disso, 0 seu uso tem sido limitado por sua
baixa seletividade, por seu espectro de aplicacéo limitado e pela resisténcia celular
adquirida ao longo do tratamento. Unido a esses fatores os efeitos colaterais de
nefrotoxicidade, neurotoxicidade, ototoxicidade, nauseas e vOmitos intensos,
motivou a pesquisa de novos compostos de platina (Figura 12), denominados de
farmacos de segunda e terceira geracdo (FANELLI et. al., 2016;
FREZZA et. al., 2010; GALANSKI et. al., 2003; KOSTOVA, 2006).
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Figura 12 - Complexos de platina(ll) utilizados em tratamento clinico.
Fonte: NEVES; VARGAS, 2011.

Porém, tanto a cisplatina quanto seus analogos apresentam padrdes similares
na atividade antitumoral e s&o suscetiveis a resisténcia, sugerindo que a
citotoxicidade depende de parametros diferentes daqueles estabelecido pela relacéo
de estrutura-atividade tradicional, possibilitando, portanto, o desenvolvimento de
agentes tumorais a base de metais de transicdo com estruturas bem diferentes das
apresentadas pelos complexos de platina. Dessa forma, ha uma grande busca pela
comunidade cientifica por compostos com maior seletividade (FRICKER, 2007,
MEDICI et. al., 2015; RUIZ et. al., 2005; VAN RIJT; SADLER, 2009;
ZHANG et. al., 2012)

1.3 COMPLEX0OS METALICOS NO TRATAMENTO DO CANCER

A procura por novos complexos metdlicos no tratamento do cancer tem se
tornado uma area de pesquisa muito ativa e multidisciplinar. Os varios estados de
oxidacdo, associados aos sitios de coordenacdo que os metais podem apresentar,
conferem aos compostos estruturas e formas diferentes. Além do fato da mudanca
do centro metalico influenciar na cinética de substituicdo do ligante ou permitir o uso
de técnicas que potencializem sua acdo terapéutica (BRABECK;
NOVAKOVA, 2006).
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Dentre os metais de transi¢do, o ruténio, o paladio, o ouro e outros compdem
alguns dos principais metais utilizados nessas pesquisas (ALAM; HUQ, 2016;
ALAMA et. al., 2009; OTT, 2009; ZHANG et. al., 2012. ZHANG,; LIPPARD, 2003).

Muitos estudos séo feitos sobre a aplicagdo de compostos de ruténio como
agentes antitumorais. As vantagens do uso desse metal envolvem: a cinética da
troca dos ligantes, comparavel a da platina, e modulada pela coordenacédo de
ligantes auxiliares; a geometria octaédrica que permite um modo de acao diferente
do modo da cisplatina; os varios estados de oxidacdo em meio fisiol6gico, associado
ao seu potencial redox; e a sua capacidade de mimetizar o ferro em biomoléculas,
como a transferrina, 0 que o torna menos toxico que a platina
(BRABECK; NOVAKOVA, 2006; JAKUPEC et. al., 2008).

As primeiras investigacbes sobre os complexos de ruténio ocorreram na
década de 1980. Posteriormente, o desenvolvimento dos compostos NAMI
Na[trans-Ru(DMSO)Cl4(Im)] e NAMI-A (HzIm)[trans-Ru(DMSO)Cla(Im)],
(DMSO = dimetilsulféxido e Im = imidazol), demonstraram potencial terapéutico
encorajador, sendo o NAMI-A altamente eficaz contra metastases pulmonares in
vivo, encontrando-se, atualmente, em fase de teste clinico como medicamento
antimetastatico.

O KP1019 é outro complexo de ruténio com excelente atividade antitumoral
contra uma variedade de tumores primarios. Encontra-se, também, em testes
clinicos, visto sua capacidade de estabilizar o crescimento tumoral. A Figura 13 traz
a estrutura desses compostos de ruténio (HARTINGER et. al., 2006).

[ —NH | [ —NH |
» L | X,
N N N
N T R e
¢ cl c-] ol [ AN i
DMSO DMSO \
NAMI NAMI-A <\ /

KP1019

Figura 13 - Estrutura dos complexos de ruténio NAMI, NAMI-A e KP1019.
Fonte: Adaptado de HARTINGER et. al., 2006.
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A acdo do composto KP1019 esta vinculada a sua interacdo com a

transferrina. A capacidade de mimetizacdo do ruténio aumenta a necessidade de

ferro nos tecidos tumorais, fazendo com que a transferrina migre preferencialmente

para essas células.

Uma vez no meio intracelular, a liberacdo da proteina ocorre em endossomas

a um pH acido e o ruténio(lll) é reduzido a ruténio(ll) pelas préprias condicbes

fisiologicas do meio. Quando reduzido o ruténio(ll) pode interagir tanto com a

mitocondria quanto com o DNA, promovendo a apoptose das células tumorais. A

Figura 14 esquematiza esse processo (JAKUPEC et. al., 2008).

& Membrana plasmatica

Mitocondria

Figura 14 - Esquema do modo de acdo do complexo KP1019.
Fonte: Adaptado de JAKUPEC et. al. 2008.
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Os complexos de ouro sdo, sem duvida, uma classe de compostos que
apresentam grande potencialidade como agentes antitumorais. Partindo da idéia de
que o ouro(lll) é isoeletrbnico e isoestrutural a platina(ll), era esperado que seus
compostos fossem 6timos candidatos para testes bioldgicos. Porém, as primeiras
analises revelaram que esses compostos, quando comparados com 0s analogos de
platina, eram pouco estaveis, sensiveis a luz e facilmente reduzidos a ouro metalico
nas condicdes fisioldgicas, 0 que, consequentemente, fez com que a aplicacéo
antitumoral desses fosse negligenciada varios anos
(CASINI et. al., 2008).

Foi na década de 1990 que o interesse por esses compostos ressurgiu. O uso

compostos por

de ligante polidentados, como poliaminas, terpiridina e fenantrolina, possibilitou a
sintese de complexos mais estaveis (Figura 15) e com um perfil citotoxico bastante
interessante, o que aumentou, ao longo dos ultimos anos, o preparo de complexos
de ouro, nos estados de oxidacdo +I ou +lll, com uma grande variedade de ligantes
(GABBIANI et. al., 2007).
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Figura 15 - Compostos de ouro(lll) utilizando ligantes polidentados.
Fonte: Adaptado de GABBIANI et. al., 2007.

Consequentemente, varias hipéteses foram levantadas sobre os possiveis
mecanismos de acdo desses compostos, que, apesar de ndo serem completamente

elucidados, podem, de modo geral, se enquadrar em trés grupos.
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No primeiro grupo os compostos de ouro sao capazes de se coordenar
fortemente ao alvo terapéutico. No segundo, ao atravessar a parede celular eles se
intercalam as biomoléculas, semelhante ao observado para os compostos de platina
com o DNA. E no terceiro, sofrem reacdes de oxirreducdo causando danos nas
estruturas dos seus alvos (NOBILI et. al., 2010; OTT, 2009).

Desse modo, ficou evidenciado que a atividade citotoxica desses materiais
esta diretamente correlacionada com o ambiente de coordenacao do centro metalico
e que a acao deles ocorre sob diferentes biomoléculas, como a enzima tioredoxina
redutase (TrxR), encontrada, principalmente, em células tumorais e cuja inibicdo

promove uma série de efeitos anti-mitocondriais (NOBILI et. al., 2010; OTT, 2009).

1.4 CoMPLEXOS DE PALADIO(I) COMO AGENTES ANTITUMORAIS

A atividade bioldgica dos complexos de paladio(ll) tem sido constantemente
investigada, uma vez que o ion paladio(ll) apresenta uma quimica de coordenacéo
muito parecida com a da platina(ll) e ambos possuem, praticamente, 0 mesmo raio
idnico (Pt(ll) = 0,74 A e Pd(Il) = 0,78 A).

Apesar do ion paladio(ll) apresentar uma grande similaridade com a quimica
de coordenacdo do ion platina(ll), o seu comportamento cinético em relacdo a
substituicdo dos ligantes €é muito diferente (MATESANZ; SOUZA, 2007,
QUIROGA, et. al., 1998; RUIZ et. al., 2005)..

Estudos preliminares demonstraram que a atividade antitumoral desses
materiais, em geral, é baixa, isso porque, os complexos de paladio(ll) reagem,
aproximadamente, 10° vezes mais rapido que seus andlogos de platina e,
consequentemente, hidrolisam, em meio biolégico, muito mais rapido formando
espécies incapazes de atingir seus alvos farmacoldgicos. Dessa forma, uma das
estratégias empregadas, consiste em desenvolver quelatos de paladio(ll) que sejam
cineticamente menos labeis (CAIRES, 2007; RUIZ et. al., 2005).
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Das e Livingstone (1978) sintetizaram uma série de quelatos de metais de
transicdo, a partir de bases de Schiff, testando-os frente a linhagem celular P388
(leucemia murina) e propondo que a presenca de atomos N,S-doadores promovem a
atividade citotoxica dos complexos, principalmente daqueles contendo uma base de
Schiff tridentada, como mostra a Figura 16.

SCH,
R s N=C"
L= c=NN=c_ R N—%
FZ | SCH, \C/ N
M
, N——Cl
R |
R=H, Ph, Me N R’
R'=H,Me M = Ni, Pt, Pd, Cu

Figura 16 - Estrutura dos complexos obtidos a partir de uma base de Schiff tridentada.
Fonte: DAS; LIVINGSTONE, 1978.

Além disso, propds que gquelatos de paladio sdo mais propensos a serem
agentes antitumorais que os de platina, sobretudo aqueles contendo atomos de
enxofre doadores, 0 que os tornariam mais adequados para estabelecer interacdes
em diferentes estruturas celulares. Nesse contexto, nos ultimos anos muitos
trabalhos contendo quelatos de paladio com atomos N,S-doadores foram
desenvolvidos.

Rocha et. al. (2016) descreveram a obtencdo de quatro compostos catiénicos
do tipo [PdX(PPhz)(4-MeT)]X, em que PPhz = trifenilfosfina; 4-MeT = 4-metil-3-
tiosemicarbazida e X = ClI, Br, | e SCN (Figura 17) sob os quais foram realizados
estudos, in vitro, de interacdo com o DNA e de atividade inibitoria das enzimas

humanas topoisomerases | e lla e catepsina B.
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Figura 17 - Esquema de sintese dos complexos catidnicos do tipo [PdX(PPhs)(4-MeT)]X.
Fonte: ROCHA et. al., 2016.

As topoisomerases sd0 enzimas que participam nos processos de replicacéo,
transcricdo e recombinacdo do DNA. A topoisomerase | é responsavel por gerar uma
guebra simples em uma das fitas do DNA, permitindo sua relaxacao e replicagao.
Durante esse processo a enzima conserva a energia gerada pelo rompimento da fita
para usa-la, posteriormente, na restauracdo da quebra. A topoisomerase |l produz
guebras nas duas cadeias do DNA em um mecanismo dependente de ATP
(adenosina trifosfato), gerando uma forma intermediaria, na qual a enzima
permanece ligada ao DNA permitindo que as fitas passem uma sobre as outras,
seguida pela restauracdo das quebras. A topoisomerase Il existe em duas formas, o
e B3, sendo a primeira encontrada apenas em tecidos de proliferagcéo rapida enquanto
que a segunda independe da velocidade do crescimento celular.

J4 a catepsina B faz parte de um grupo de cisteino proteases, presente em
lisossomos, responsaveis por hidrolisar as proteinas intracelulares. No entanto, sua
presenca nao se restringe apenas a essa organela, de modo que seu mecanismo de
acdo estd vinculado a muitos processos patoldgicos, como a progressado de tumores
e sua metastase.

Dessa forma, essas enzimas envolvem alvos terapéuticos importantes para o
desenvolvimento de novos agentes antitumorais. Uma vez que estao presentes em

maior quantidade em células de crescimento rapido a inibicdo delas representaria
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um aumento na seletividade dos compostos e uma reducéo dos efeitos colaterais
observados para os farmacos atuais (ROCHA, 2013).

Neste trabalho, os autores demonstraram que o mecanismo de agcao para 0s
compostos sintetizados envolvia alvos moleculares diferentes do DNA, ja que foram
capazes de inibir a atividade enzimatica da topoisomerase lla e da catepsina B.

Para catepsina B a acéo inibitéria dos compostos foi atribuida a associacéo
entre o carater nucleofilico do grupo tiol, presente no sitio ativo da enzima, e a alta
afinidade do centro metélico de paladio por &tomos de enxofre, enquanto que para a
topoisomerase lla 0 mecanismo de inibicdo envolveu duas propostas. Na primeira,
0S compostos competiriam com o cofator energético necessario para acao da
enzima e na segunda a afinidade dos complexos de palido por grupos tiol modificaria
a estrutura enzimatica inibindo a sua acédo (ROCHA et. al., 2016).

Barra et. al. (2016) avaliaram uma série de complexo, do tipo [Pd(phen)(L)2]**
em que phen = 1,10-fenantrolina e L = tiouréia (1), N-metiltiouréia (2) e
N,N’-metiltiouréia (3), (Figura 18), por meio da interacao de intercalacdo com o DNA,
da inibicdo da enzima humana topoisomerase llo e de estudos citotoxicos frente as
linhagens de carcinoma oral humano (KB) e de cancer de mama humano sensivel e

resistente a cisplatina (MCF7 e MCF7-R, respectivamente).

Figura 18 - Proposta estrutural dos complexos de paladio [Pd(phen)(tu)2]Cl2:2H20 (1),
[Pd(phen)(mtu)2]Cl2:3H20 (2) e [Pd(phen)(dmtu)2]Cl>-3H20 (3).
Fonte: BARRA et. al., 2016.
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O desenvolvimento de compostos mais eficazes no tratamento de céancer
pode envolver o planejamento de agentes capazes de produzir danos na estrutura
do DNA por meio de interacbes eletrostaticas, hidrofébicas ou de intercalacéao
(BARRA et. al., 2016).

O processo de intercalacdo corresponde na insercao da fracdo planar de uma
molécula entre os pares de bases adjacentes da dupla hélice do DNA. Os
intercaladores classicos sdo compostos organicos que apresentam em sua estrutura
um fragmento aromatico planar constituido, normalmente, por anéis fundidos. A
intercalacdo pode promover alteragfes significativas na estrutura da hélice do DNA,
como alongamento, endurecimento ou desenrolamento, o que afeta diretamente a
sua replicacédo e transcricdo. Outra capacidade apresentada por esses compostos
intercaladores consiste na formacdo de um complexo intermediario entre o
composto, o DNA e a topoisomerase lla, resultando em uma morte celular por
apoptose (BARRA et. al., 2016).

Neste estudo foi mostrado que para a seérie de compostos do tipo
[Pd(phen)(L)2]?* as constantes de ligacdo com o DNA foram caracteristicas de
agentes intercaladores, e que a atividade citotdéxica desses compostos diferiram do
observado para cisplatina.

Dos ensaios de interacdo com o DNA foi sugerido que os ligantes fora da
fracdo planar dos compostos ndo afetaram a habilidade de intercalagcdo e que,
consequentemente, a interacdo com o DNA ndo é o fator preponderante para
diferenca observada na atividade citotoxica. Por outro lado, a capacidade de inibir a
topoisomerase Il pode estar correlacionada com os resultados observados,
demonstrando que esses complexos podem atuar em diferentes alvos
farmacoldgicos (BARRA et. al., 2016).

Outra classe de quelatos de paladio(ll) muito interessante para pesquisa sao
os ciclopaladados. Descobertos na década de 1960 esses composto sdo facilmente
sintetizados, de modo que a modulacdo de suas propriedades eletrbnicas e
estéricas concedem a eles caracteristicas Unicas, 0 que possibilita a essa classe
uma vasta gama de aplicacbes, que vao desde reacBes enantiosseletivas até o uso
em quimica inorganica medicinal para o tratamento do cancer e outras doencas
(DUPONT; PFEFFER, 2008).
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1.5 CICLOPALADADOS COMO AGENTES ANTITUMORAIS

Ciclopaladados sdo assim designados por possuirem em sua estrutura um
anel formado pela coordenacgdo, ao paladio(ll), de um &tomo doador (Y) pertencente
aos grupos 15 ou 16 da tabela periodica e uma ligagdo covalente metal carbono
formada pela quebra intramolecular de uma ligacdo carbono hidrogénio a partir do
complexo Pd<Y, como mostra a Figura 19, onde X representa um haleto ou um
grupo alquil (DEHAND; PFEFFER, 1976; CAIRES; MAURO, 1996).

\/\_,\/ .
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Figura 19 - Representagdo esquematica do processo de ciclometalacao.
Fonte: CAIRES; MAURO, 1996.

Um aspecto importante desses complexos € a sua estabilidade quimica.
Muitos deles séo reativos frente a um grande namero de reagentes utilizados em
catalise e, nesses casos, o0 paladio(ll) é reduzido a paladdio metdlico, porém, alguns
sdo recuperados intactos e, consequentemente, podem ser reciclados, como no
caso dos ciclopaladados contendo iminas, nos quais o centro metalico encontra-se
incorporado em um metalociclo planar de cinco membros contendo um atomo de
nitrogénio hibridizado sp? (GHEDINI et. al., 2006).

Tal estabilidade quimica é muito interessante, também, para o planejamento
de novos candidatos a metalofarmacos. A aromaticidade do metalociclo de cinco
membros portador de um atomo de nitrogénio sp? doador e a presenca de uma forte
ligagdo o Pd—C resulta em uma estabilidade quimica adicional para 0s mesmos no
meio biolégico, 0 que aumenta as chances dessas espécies em atingir os alvos
farmacologicos com a sua estrutura relativamente integra (AIELLO et. al., 2000;
EDWARDS et. al., 2005).
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Um dos primeiros trabalhos a investigar a atividade biol6gica de
ciclopaladados (Figura 20) em inserir quebras simples a uma das fitas do DNA

superenovelado foi o de Newkome et. al. (1980).

| (R=CO,CH,CH,)

1
+ E10,C Pd-—no

£! E10,C c|| COE!
H  COfE!

8

Figura 20 - Esquema de sintese dos ciclopaladados cis (4) e trans (8).
Fonte: NEWKOME et. al., 1980.

Nele foi relatado que o composto cis (4) era capaz de interagir com o DNA
superenovelado e apesar desse modo de interacdo nao ser totalmente claro um
mecanismo de intercalacdo foi considerado.

Embora, a propriedade relatada para esse composto tenha sido abandonada
posteriormente, o trabalho de Newkome deu inicio a uma série de investigagdes, que
permanecem até os dias atuais, sobre o modo de acdo dos compostos
ciclopaladados (DUPONT; PFEFFER, 2008).

Estudos citotoxicos in vitro e in vivo frente a células de melanoma murino
(B16F10-Nex2) foram desenvolvidos por Rodrigues et. al. (2003) para diferentes
compostos ciclopaladados, dentre os quais se tem [Pd(S¢C? N-dmpa)(dppe)]Cl e
[Pd2(s(H)C? N-dmpa)2(u-dppe)Clz] (7a), em que dmpa = N,N-dimetil-1-feniletilamina e

dppe = 1,2-etanobis(difenilfosfina), como mostrados Figura 21.
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Figura 21 - Representacao estrutural dos ciclopaladados [Pd(S()C2,N-dmpa)(dppe)]Cl e
[Pd2(S(-C? N-dmpa)2(u-dppe)Clz] (7a).
Fonte: RODRIGUES et. al., 2003

Foi demonstrada a morte de 100% das células tumorais a uma concentracao
inferior a 1,25 umol L e que o ciclopaladado 7a colapsou a atividade respiratéria
das células, reduzindo a acidificacdo extracelular, o que levou a degradacéo de DNA
vinte e quatro horas apos o tratamento. Esse mesmo complexo, também, foi 0 mais
ativo in vivo, retardando o crescimento tumoral e prolongando a sobrevivéncia dos
animais (RODRIGUES et. al., 2003).

Motivados pela atividade antitumoral in vivo e in vitro que os ciclopaladados
contendo dmpa = N,N-dimetil-1-feniletilamina e dppe = 1,2-etanobis(difenilfosfina)
exibiram frente a células de melanoma, Moraes et. al. (2013) investigaram a
citotoxicidade do ciclopaladado [Pd2(R+C?N-dmpa)2(u-dppe)Cl2] (7b), frente a
linhagem tumoral K562 (células de leucemia humana).

A leucemia mieldide cronica (LMC) é caracterizada por uma anomalia
genética apresentada em mais de 95% dos pacientes com essa doenca. Em
individuos saudaveis, o gene ABL localiza-se no cromossomo 9, enquanto que o
gene BCR encontra-se no cromossomo 22. Quando o individuo sofre de LMC os
cromossomos 9 e 22 translocam parte de seu DNA, unindo os genes ABL e BCR
gerando um novo gene BCR-ABL, cuja atividade altera o ciclo celular levando a
progressado tumoral e a resisténcia a morte celular (MORAES et. al., 2013).

Nesse trabalho, os autores demonstraram que o composto 7b foi capaz de
promover a morte das células tumorais sem apresentar toxicidade para células
sanguineas normais, de tal modo que a investigacdo do seu mecanismo de acdo

levou a proposta apresentada na Figura 22.
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Mitocondria l
Apoptossoma

Caspase 3

Apoptose

Figura 22 - Mecanismo de acao proposto para o composto 7b em células de leucemia K562.
Fonte: MORAES et. al., 2013.

A atividade citotéxica do ciclopaladado 7b, in vitro, foi inferior a 1,50 umol L
e esse efeito citotoxico foi associado a oxidagdo de proteinas, contendo grupos tiol,
presentes na membrana mitocondrial. A oxidacdo dessas proteinas resulta na
abertura de poros que promovem a perda dos componentes da matriz, 0 aumento na
producdo de espécies oxigenadas reativas, o inchaco e a ruptura da membrana,
levando a liberacdo do citocromo C e a ativacdo da Caspase 3, e
consequentemente, a morte celular por apoptose.

A presenca de redutores de tiol, tais como: ditioltreitol (DTT), glutationa (GSH)
e N-acetilcisteina (NAC) inibiram a acdo do composto 7b, comprovando que a morte
celular foi desencadeada pela oxidacdo de proteinas, contendo grupos tiol,
presentes na membrana mitocondrial das células tumorais (MORAES et. al., 2013).
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Ciclopaladados derivados de dmpa e ferroceno apresentam, também, uma
boa seletividade frente a diferentes linhagens tumorais. Complexos do tipo
[Pd2(R+)C2,N-dmpa)z2(u-dppf)Cl2] e  [Pd2(S»C? N-dmpa)z(u-dppf)Cl2], em que
dppf = 1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno, (Figura 23) tiveram suas propriedades

descritas por Bincoletto et. al. (2005).

;HC”  CH;,

Atmosfera Inerte

CH,Cl, /1 h

Figura 23 - Representacio esquematica da sintese dos complexos [Pd2(R)C?,N-dmpa)2(u-dppf)Clz]
e [Pd2(SC? N-dmpa)2(u-dppf)Cl2].
Fonte: BINCOLETTO et. al., 2005.

Os autores observaram que os ciclopaladados derivados dos enantibmeros
R+ e S do dmpa apresentaram capacidade de inibir a enzima catepsina B. Quando
testados, in vivo, frente ao tumor Walker 256 e ao tumor ndo metastatico Ehrlich
Ascites, 0 composto do enantibmero R) mostrou-se mais citotoxico em relacdo ao
seu composto correspondente Sy sugerindo a existéncia de uma dependéncia
enantiomeérica no metabolismo desses compostos.

Além disso, a avaliacdo toxicologica do composto derivado do enantibmero

S revelou que mesmo em altas doses ele foi incapaz de alterar a morfologia das
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células sanguineas, assim como dos tecidos do figado, rim e bacgo, tornando-o forte
candidato a agente antitumoral de baixa toxicidade (BINCOLETTO et. al., 2005).

Gigli et. al. (2016) evidenciaram que o ciclopaladado derivado do enantibmero
S¢ pode induzir a morte celular por apoptose ou por autofagia. Em ensaios
realizados frente a linhagens de melanoma metastatico (Tm5) e ndo metastatico
(4C11-) a morte celular induzida por esse composto envolveu a permeabilizacdo da
membrana lisossémica, a ativacdo da catepsina B e o aumento de proteinas pro-
apoptoticas (BAX) seguido das suas translocacfes para mitocondria.

Apesar do mecanismo de acao desse composto nao ser totalmente elucidado,
0s autores mostraram nesse trabalho a possibilidade de um novo caminho para a
modulacdo de novas estratégias no tratamento de melanomas. Resultados
semelhantes foram encontrados para outros ciclopaladados bifosfinicos derivados
do dmpa (BECHARA et. al., 2014).

1.6 CONSIDERACOES SOBRE OXIMAS

O termo oxima surgiu no século XIX como provavel contracdo das palavras
oxigénio e imina. As iminas sdo moléculas organicas obtidas a partir de reacdes de
aldeidos e cetonas com compostos que contenham o grupo —NHz, como aminas,
hidroxilaminas e semicarbazidas. Consequentemente, as oximas podem ser
consideradas como analogos de iminas, onde o grupo —-OH encontra-se
ligado ao atomo de nitrogénio, como mostra a  Figura 24
(ARAUJO; GONSALVES, 2015).

N N
R)I\R RJ\R'

Imina Oxima

.R" .OH

Figura 24 - Representacgdo geral das estruturas de uma imina e uma oxima.
Fonte: Adaptado de ARAUJO; GONSALVES, 2015.

As oximas podem ser classificadas como aldoximas e cetoximas de acordo
com os radicais que se encontram em sua estrutura e podem ser vistas como
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produto da adicdo de uma hidroxilamina a um aldeido ou uma cetona, como

esquematizado na Figura 25.

HN-OH + R=C~H — R-C-H
O N—OH

hidroxilamina aldeido aldoxima

HN=OH + R-E—R' — R-CI;—R'
O N—OH

hidroxilamina cetona cetoxima

Figura 25 - Esquema de obtencao de oximas a partir de aldeidos e cetonas.
Fonte: Adaptado de RAPPOPORT; LIEBMAN, 2009.

Os compostos contendo oximas sao anfoteros. A presenca do hidrogénio
ionizavel da hidroxila confere a eles um carater levemente acido enquanto que o par
de elétrons livres no nitrogénio um carater levemente basico, o que atribui a esses
materiais propriedades com potencial aplicacdo em diferentes areas (DEMETGUL;
SERIN, 2008).

Devido a presenca da dupla ligacao entre o carbono e o nitrogénio, as oximas
podem apresentar estereoisomeria do tipo Z (cis) e E (trans). Quando o grupo
substituinte de maior prioridade se encontrar do mesmo lado da hidroxila o isbmero
sera do tipo Z e quando se encontrar em lado oposto a ela ser& do tipo E, o que
pode resultar em diferentes propriedades, como ocorre com a pralidoxima
(Figura 26), uma aldoxima, cujo isbmero E € utilizando no tratamento contra
intoxicacdo por organofosforados (ARAUJO; GONSALVES, 2015).
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A acdo desses compostos ocorre na enzima acetilcolinesterase.

Figura 26 - Estrutura de oximas em uso clinico.
Fonte: Adaptado de CAVALCANTI et. al.; 2016.

O

organofosforado liga-se ao sitio ativo esteratico da enzima promovendo sua inibi¢&o.

A parte catidnica do re-ativador, por exemplo, a pralidoxima, liga-se ao sitio aniénico

da enzima aproximando-se do organofosforado. A reativacdo enzimatica ocorrera a

partir da ligagcdo da oxima com o atomo de fosforo do inibidor, rompendo sua

interacdo com o sitio ativo da enzima. A Figura 27 apresenta um esquema
simplificado desse processo (CAVALCANTI et. al.; 2016).

Sitio anidnico

Acetilcolinesterase

Sitio esteratico

Figura 27 - Esquema de desfosforilagdo da enzima acetilcolinesterase pela pralidoxima.

Fonte: CAVALVANTI et. al., 2016.
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Essencialmente, as oximas compreendem um grupo funcional organico que
comecou a ser explorado no final do século XIX. O uso da dimetilglioxima como
agente complexante na determinacdo gravimétrica de niquel abriu espaco para a
aplicacdo desses materiais em areas que envolvem o estudo da estrutura,
estabilidade e reatividade de moléculas, de modelagem bioquimica, de quimica
organometalica e analitica e, principalmente, na area de sintese de compostos.

A Figura 28 apresenta um esquema de grupos funcionais que podem ser
utilizados para obtencédo de oximas e grupos funcionais que podem ser obtidos a
partir delas.

0
2 R\ R R-CH; R-NH, R-NO, RCH,—~Z R-0-N=0

|R™R
!

R = grupo alquil
R’ = grupo alquil / hidrogénio
Z=-CHO /-COR /-COO -

Voo \’ g v \"
R-NOo, R-NO R—=N N & )N\“z. R\Sfi‘/o

H R R R' \R“

Figura 28 - Esquema de grupos funcionais que geram oximas e de grupos que podem ser obtidos a
partir delas.
Fonte: Adaptado de ARAUJO; GONSALVES, 2015.

Sua estrutura impar possui uma distribuicdo eletrénica muito verséatil, o que as
torna importantes precursores ou intermediarios na sintese de produtos naturais,
farmacos e outros. Elas podem se comportar como nucleofilos na presenca de
nitrilos, sendo importantes intermediarios na adicdo de grupos hidroxidos a ligacéo
C=N. Atuam, também, como nucledfilos na presenca de espécies saturadas
promovendo uma adi¢do nucleofilica via atomo de nitrogénio ou oxigénio, podem ser
reduzidas ou oxidadas na presenca de ions metalicos levando a formacdo de
aldeidos e cetonas e podem sofrer rearranjos promovendo a insercao de grupos

alquilas ao ion oximato (KUKUSHKIN; TUDEL; POMBEIRO, 1996).
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As oximas e seus derivados, como as amidoximas, sdo aplicadas de varias
formas. Podem ser utilizadas para recuperacdo de diferentes ions metélicos em
solucdo aquosa, na absorcdo de CO2, na catalise pela reagdo de Heck e Suzuki-
Miyaura para formagéo de novas liga¢des carbono-carbono ou carbono-heteroatomo
(Figura 29), entre outras (FREITAS FILHO et. al., 2015).

Pd?*
H?" A
Nﬁ/NHz O
/OB' BOH),  [CHCHT O
& ©/ ~ O,N
o EtOH:H,0, K,CO, —
A, 3h

Figura 29 - Esquema para reagéo de Suzuki catalisada por uma amidoxima complexada ao Pd(ll).
Fonte: Adaptado de FREITAS FILHO et. al., 2015.

Essa variedade de aplicagbes € resultado dos diferentes modos de

coordenacao que elas apresentam frente aos centros metalicos, como indicado na

Figura 30.
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Figura 30 - Modos de coordenacéo das oximas.
Fonte: Adaptado de KUKUSHKIN; TUDEL; POMBEIRO, 1996.
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A coordenacdo das oximas pelo &omo de nitrogénio a um metal, como em
(1), promove um aumento em seu carater acido favorecendo a formacédo do ion
oximato. Esse ion, por sua vez, pode se coordenar a0 mesmo centro metalico
formando um anel, como em (5), ou a um novo metal, como em (2) ou (3). Nesse
processo pode dar inicio a formacdo de um polimero de coordenacdo, como em (4)
(KUKUSHKIN; TUDEL; POMBEIRO, 1996).

1.7 CicLOPALADADOS CONTENDO OXIMAS

Complexos de paladio(ll) contendo oximas ortometaladas tem sido
extensivamente investigados por suas propriedades cataliticas em reacfes
organicas. Sao complexos geralmente estaveis na presenca de oxigénio e umidade
e muito utilizados como catalisadores em reacfes de Heck e Suzuki-Miyaura bem
como nas reacdes de acoplamento do tipo Suzuki-Miyaura, Stille, Ullmann, Cassar-
Heck-Sonogashira, Sila-Sonogashira, Glaser-type, Hiyama, e reacbes de
alcoxicarbonilacdo (ALACID et. al., 2006).

Apesar do frequente emprego de complexos contendo oximas ortopaladadas
como catalisadores pouco se conhece sobre as potencialidades antitumorais dos
mesmos.

Sob o aspecto biolégico, uma caracteristica importante desses ciclopaladados
foi descrito por Ryabov et. al. (1992). Os ciclopaladados contendo oximas do tipo
[PACI(C? N-afox)(L)], em que C?N-afox = acetofenonaoxima e L = piridinas séo
suscetiveis a hidrélise em pH de 3 a 10, originando espécies do tipo
[Pd(OH)(C?N-afox)(L)] e [Pd(OH2)(C? N-afox)(L)]* em solucdo. Similarmente ao
comportamento da cisplatina, o processo de aquacao nesses ciclopaladados seria
limitado no meio extracelular devido a concentracdo de ions cloreto da ordem de
100 mmol L. Apds a difusdo pela membrana celular, a hidrélise seria favorecida
devido a menor concentracdo de cloreto no interior das células tumorais
(4 a 20 mmol L1). Dessa forma, a aquacéo resultaria na formacéo de espécies mais

reativas no interior da célula, capazes de interagir com os alvos farmacolégicos.
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O grupo de Quimica de Coordenacao e Organometalicos (IQAr - UNESP) em
parceria com outros pesquisadores tem investigado intensamente a atividade
citotoxica de complexos de paladio(ll) e os resultados vem demonstrando a
potencialidade da aplicacdo medicinal dessa classe de compostos
(BARRA et. al, 2016; CAIRES et. al, 1999; ROCHA et. al, 2016;
SILVA et. al., 2015).

O uso de moléculas N,S-doadoras mostrou-se promissora para a atividade
biolégica de complexos de paladio(ll), visto que elas podem estabelecer ligactes
estaveis com o0 metal e ao mesmo tempo interagir com biomoléculas sendo capazes
de afetar o funcionamento normal das células (DAS; LIVINGSTONE, 1978;
MATESANZ; SOUZA, 2007).

As tiouréias e seus derivados tém atraido atencdo por suas possiveis
aplicacbes biologica em agentes antitumorais e antibacterianos. A presenca do
nitrogénio “duro” e do enxofre “macio” (Principio de Pearson) como atomos
doadores, fornece uma ampla possibilidade de ligacdes para essas moléculas.
(MORO et. al., 2009, 2015).

MORO et. al. (2009) investigaram a atividade citotdxica dos ciclopaladados
[PACI(C2,N-dmba)(tu)] e [PdBr(C?N-dmba)(tu)], dmba = N,N-dimetilbenzilamina e
tu = tiouréia, frente as linhagens de células tumorais murino LM3 (Adenocarcinoma
mamario murino) e LPO7 (Adenocarcinoma de pulmdo murino), (Figura 31),
demonstrando que o ligante haleto influencia no potencial citotéxico apresentado

pelos compostos.

CH

Hsc\';' :
N ICs0 (umolL-)
LM3 LPO7
Pd— X X=Cl 724 766
X=Br 29.6 226
cisplatin  30.3 4.34

SYNHZ
H,N

Figura 31 - Atividade citotoxica (ICso) dos compostos [PdCI(C?,N-dmba)(tu)] e
[PdBr(C? N-dmba)(tu)] frente a LM3 e LPO7.
Fonte: MORO et. al., 2015.
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Posteriormente, ciclopaladados mono e binucleares, como
[Pd(X)(C?,N-dmba)(tu)] e [Pd(u-X)(C? N-dmba)l2 com X =Br e | (Figura 32) foram
sintetizados para investigacdo de propriedades mutagénicas e atividade citotoxica

frente a células tumorais LM3 e LP0O7 e Mycobacterium tuberculosis.

CH,

HiC, = H3C, CE:H
CH, \:
HBC\PL ) ’N "‘
\Pd/ \Pd W Pd—8r Pd—I
S e | |

S S
| \CHJ NH, NH,
CH,
HzN H,N
(X=Br,1)

Figura 32 - Esquema de sintese para os compostos [Pd(X)(C?,N-dmba)(tu)] e [Pd(u-X)(C? N-dmba)]..
Fonte: MORO et. al., 2015.

Foi evidenciado que os compostos ndo apresentaram potencial mutagénico e
gue, de modo geral, a atividade citotoxica frente a LPO7 é inferior a da cisplatina, no
entanto, para LM3 o complexo mononuclear de iodo demonstrou ser duas vezes
mais ativo que ela (ICso = 14,4 umol L). Observou-se, também, que a concentracéo
inibitéria minima dos compostos frente a Mycobacterium tuberculosis é afetada pelo
haleto coordenado ao paladio. A atividade contra a linhagem Hsz7Rv de M.
tuberculosis aumentou seis vezes quando o dimero de bromo foi clivado pela
tiouréia (MORO et. al., 2015).

Motivado pelos resultados obtidos até o momento pelo nosso grupo, o
presente trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar compostos de
paladio(ll) contendo oximas ortometaladas e ligantes sulfurados, como tiouréias e
tioamidas, e avaliar a citotoxicidade frente a um painel de células tumorais.

O principio utilizado no planejamento dos ciclopaladados parte do nosso
conhecimento prévio a respeito das estruturas moleculares dos compostos cuja
citotoxicidade ja foi evidenciada (MORO et. al., 2009, 2015). A partir desse ponto, foi
sintetizado um determinado numero de compostos, cuja estrutura apresenta
pequenas variagcdes em relacdo ao composto original, visando assim deduzir quais

partes da molécula sdo importantes para a citotoxicidade e quais nao sao.
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Neste trabalho, as variagcdes introduzidas na estrutura

do protétipo

[Pd(X)(C?,N-dmba)(tu)] com tu = tiouréia, sdo mostradas na Figura 33.

Modificacéo Il
HsC (|3H3 CI)H
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Figura 33 - VariagBes introduzidas na estrutura do protétipo [PdCI(C?,N-dmba)(tu)].
Fonte: Autor.

A substituicdo do anel ciclometalado C?N-dmba do protétipo pelo C?,N-afox
(Modificacdo 1) foi fundamentada pelas evidéncias experimentais descritas no
trabalho de Higgins et. al. (1993) no qual foi verificado que os organometalicos
portadores anéis ciclometados (C—~N) contendo insaturacfes tendem a ser mais
citotoxicos que agqueles constituidos por aminas alifaticas. Pretende-se também
avaliar a influéncia do tipo do ligante tiocarbonilado na citotoxicidade do composto
mononuclear [Pd(X)(C2 N-afox)(L)]. E possivel controlar a lipofilicidade do composto
introduzindo pequenas alteragbes estruturais nas posicbes Ri1 e Rz do ligante
tiocarbonilado (Modificacéo Il), como, por exemplo, a substituicdo de atomos de H
da tiouréia por grupos metil (N-metiltiouréia) ou fenil (N-feniltiouréia), entre outros.
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Diante de todas as consideracdes realizadas neste trabalho, constatou-se
O sucesso na obtencdo de catorze novos ciclopaladados do tipo
[Pd(X)(C?,N-afox)(L)], (X = haletos e L = ligantes tiocarbonilados), a partir do
precursor dimérico [Pd(u-Cl)(C?,N-afox)]2 .

Sete cloro-complexos, de (1) a (7), foram sintetizados por meio da reacdo de
clivagem do precursor pelos ligantes, e sete iodo-complexos, de (11) a (I7), por meio
da reacao de troca de haleto seguida da clivagem do precursor pelos ligantes, de
modo que 0s compostos se correlacionaram aos ligantes na seguinte ordem:
tiouréia (1) / (11); N-metiltiouréia (2) / (12); N,N-dimetiltiouréia (3) / (I3);
N-feniltiouréia (4) / (14); N,N-difeniltiouréia (5) / (I5); tioacetamida (6) / (I16) e
tiobenzamida (7) / (17).

As técnicas de caracterizacdo contribuiram expressamente para
compreensao e identificacdo da estrutura desses compostos.

A quantificacdo de carbono, hidrogénio e nitrogénio, por meio da analise
elementar corroborou com as estequiometrias propostas, enquanto que as curvas de
andlise térmica (TG/DTA) mostraram um perfil caracteristico para a
termodecomposicdo desses complexos a paladio metélico. A espectroscopia
vibracional no infravermelho (IV) e a espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear (RMN) de 'H e '3C demonstraram elementos como a ciclometalagdo do
palddio e a coordenacdo dos ligantes tiocarbonilados via atomo de enxofre. J& a
difracdo de raios X por monocristal, dos cloro-complexos (1), (3) e (6) forneceu
detalhes cruciais para compreensdo da estrutura dessa familia de compostos,
comprovando as caracteristicas observadas no IV e no RMN de 'H e 3C.

Para os iodo-complexos, observou-se, também, por RMN de 'H e 3C a
existéncia de duas espécies em solugdo, definidas como isbmeros, nos quais o
atomo de iodo e o ligante tiocarbonilado encontram-se coordenados ao paladio em
posicoes diferentes. Além disso, evidenciou que a ligacdo C=S do ligante
tiocarbonilado, localizada fora do plano definido pelos &atonos de C, N, S e |,
semelhantemente ao que foi observado para os compostos [PdCI(C? N-afox)(L)],
pode exercer efeitos diamagnéticos capazes de blindar os nucleos de hidrogénio
proximos a ela, possibilitando propor que o isbmero majoritario em solucéo define-se
pelo atomo de iodo trans a ligacdo Pd—N e o ligante tiocarbonilado trans a ligacéo
Pd-C2.
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Os ensaios de citotoxicidade frente a diferentes linhagens de células tumorais
indicaram a potencialidade de alguns compostos além de correlacionar fatores
estruturais com a atividade apresentada por eles.

Para os fibroblasto de pulm&o humano (MRC-5) e as células de carcinoma
hepatocelular de figado (HepG2) observou-se que os compostos contendo tiouréias
substituidas tendem a ser mais ativos. Uma analise do indice de seletividade (IS)
revelou que os cloro-complexos nao diferiram, significativamente, da cisplatina
(farmaco padrao), enquanto que os iodo-complexos (12) e (13) foram trés vezes mais
seletivos que ela. Apesar de nenhum dos complexos apresenta um valor de IS
promissor, foi possivel concluir que a mudanca de cloreto por iodeto, na esfera de
coordenacdo do paladio, promoveu mudancas na atividade citotoxica desses
compostos frente a MRC-5 e HepG2.

Para as células de carcinoma espinocelular oral (Cal27), também, se
observou que os compostos contendo tiouréias substituidas tendem a ser mais
citotoxicos. Nessa linhagem, os cloro-complexos, apesar de terem apresentado
atividade citotoxica diferente, tiveram uma seletividade muito semelhante, enquanto
gue os iodo-complexos foram mais seletivos, sendo o composto (15), com IS = 4,93,
um candidato promissor para estudos futuros frente a essa linhagem tumoral.

Além das linhagens MRC-5, HepG2 e Cal27, os cloropaladados tiveram sua
atividade citotoxica avaliada frente a linhagens de células de carcinoma mamario
murino (4T1), melanoma murino (B16F10-Nex2), melanoma humano (A2058) e
melanomas metastatico humano (Sk-Mel-110 e Sk-Mel-05) e foi possivel observar
que os compostos (4), (5) e (7), no geral, exibiram uma melhor citotoxicidade diante
dessas cinco linhagens de células. Os cloropaladados, também, tiveram sua
capacidade hemolitica avaliada frente a eritrocitos humanos e os testes de hemolise
indicaram que, no geral, eles ndo apresentam ag¢do hemolitica significativa, sendo
gue, apenas, em altas concentragcdes os compostos (2), (4) e (5) passaram a exibir
consideravel toxicidade frente as células sanguineas humanas.

Dessa forma considerando o indice de citotoxicidade (ICso), para essas
linhagens tumorais, e a capacidade hemolitica dos cloropaladados, pode-se predizer
gue o composto (7), contendo tiobenzamida, foi 0 mais promissor dentre eles.

Os ensaios de ciclo celular realizados para verificar o conteido de DNA e
compreender um pouco mais em que fase do ciclo os compostos apresentam maior
interacdo com as células, revelaram que de modo geral, as duas familias de
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complexos atuam na fase sub-G1 do ciclo e que as células estariam morrendo sem,
necessariamente, haver a duplicacdo do DNA.

Por fim, a associacao entre sistemas lipidicos nanoestruturados e complexos
de palédio(ll), aplicada na avaliacdo da atividade citotoxica frente a MRC-5 e a
HepG2 mostrou-se promissora, de modo que a ampliagdo desses sistemas pode ser

propicia ao tratamento de cancer.
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