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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo investigar a reagao entre moléculas de importancia
bioldgica tais como aminoacidos e bases nitrogenadas com complexo de paladio com
potencial anticAncer com férmula geral [Pd(dmba)(Cl)tu]. Para essa finalidade foram
realizados ensaio de ressonancia magnética nuclear para obter informagdes de
carater estrutural sobre produto da reacdao, bem como estudos cinéticos que foram
realizados por meio de monitoramento de mudanca espectral em funcédo do tempo.
Sabe-se que a reagao possui elevada labilidade, nesse caso, foi necessario utilizar
técnica especifica de fluxo interrompido (Sttoped-flow). A caracterizagéo dos produtos
da reacdo sera realizada com base nos resultados obtidos por técnicas de
espectroscopia de RMN e espectrometria de massas. Notou-se essencialmente que
a importancia desse estudo ocorre uma vez que o complexo majoritario possivelmente
formado estara em maior proporgao quanto ao complexo precursor contendo o ligante
cloreto, mostrando, portanto, que a estrutura do complexo em meio de cultura
contendo cisteina nao permanece estavel. Assim, o estudo da relacédo estrutura —
atividade destes complexos de paladio devem levar em consideracio sua estabilidade
em solugdo e em presenga de moléculas de importancia biologica tais como a L-

cisteina e a glutationa.

Palavras-chave: Potencial anticancer; Mecanismo de reacdo; Ciclopaladado;

cisteina.



ABSTRACT

This dissertation investigates the reaction between biologically important molecules,
such as amino acids and hydrogen bases, with a potentially anti-cancer palladium
complex having the general formula [Pd(dmba)(Cl)tu]. In order to do this, nuclear
magnetic resonance assays were carried out to obtain structural information about the
product of the reaction; kinetic studies were also carried out by monitoring spectral
changes as a function of time. It is known that the reaction has high lability, and as a
result, a stopped-flow technique was employed. Characterization of the reaction
products will be done based on the results obtained from NMR and mass spectroscopy
studies. The essential finding of this study was that the possibly-formed majority
complex has a high proportion than the precursor complex containing the binding
chloride, thus showing that the structure of the complex in a culture of cysteine does
not hold stability. As a consequence, studies of the relation structure-activity for these
palladium complexes should take into consideration its stability in solution and in the

presense of biologically important molecules such as L-cysteine and glutatione.

Keyword: Anticancer potential; reaction; mechanism; Cyclopaladated;

Cysteine.
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1 INTRODUGAO
1.1 Cancer: o mal do século, metas e estatisticas para 2030

Em 2015, a Organizagao das Nag¢des Unidas (ONU) publicou um plano de
metas contendo 17 objetivos de desenvolvimento sustentavel (figura 1) para os
proximos 15 anos, ou seja, deverao ser realizados em sua totalidade ou

parcialmente até 2030.

Figura 1. Agenda ONU 2030.

@ OBJETIVE3S sUSTENTAVEL
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Fonte: (ONU, [s.d.]).

Dentre todos esses objetivos, nos quais as nagdes ligadas a ONU se
comprometem a ndo medir esforgos para cumpri-los, destaca-se nas entrelinhas
desse contexto de trabalho o Objetivo 3: SAUDE E BEM ESTAR, que enfatiza
a erradicagdo de doencgas tropicais negligenciadas e epidémicas, tais como
tuberculose e malaria.

Ele também incentiva avangos nos estudos de pesquisas em busca da
cura de doengas como AIDS, Alzheimer e alguns tipos de cancer, sendo esta
ultima um grande problema de saude publica, abrangendo mais de 12% de todas
as causas de mortalidade ao redor do mundo, segundo estimativa da
Organizacédo Pan-Americana da Saude (OMS, [s.d.]), apenas no ano de 2018, o

cancer causara a morte de aproximadamente 9,6 milhdes de pessoas.
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Em ambito nacional, segundo dados do INCA (Instituto Nacional do
Cancer), a doenga representa a segunda causa de mortalidade na populagéo
adulta brasileira, perdendo apenas para as patologias cardiovasculares
(OLIVEIRA et al., 2016). No Brasil, estima-se que em 2018 houveram cerca de
559 mil novos casos de cancer os quais aproximadamente 43% resultaram em
morte (figura 2) tendo como um dos maiores precursores o cancer de préstata

nos homens e, de mama, nas mulheres.

Figura 2. Estimativa dos tipos de cancer mais incidentes, no Brasil, em 2018.
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Fonte: Apud (ESTADAO, 2018).

Sabe-se que o cancer nao possui uma causa uUnica e com isso fatores
externos como o0 meio em que a pessoa esta inserido ou fatores internos como
hereditariedade, imunologia podem causar anomalias celulares adquiridas por
meio de erros na replicagédo do DNA.

O crescimento de forma desordenada (maligno) de células de cancer que
invadem os tecidos e 6rgaos pode provocar proliferagdo para outras partes do
corpo. Dividindo-se rapidamente, tais células tendem a ser agressivas e
incontrolaveis, determinando a formacdo de tumores (FONTES; CESAR;
BERALDO, 2005) figura 3. Estas anomalias podem ser resultado dos efeitos de
carcindégenos, como o tabagismo, radiagdo, substancias quimicas ou agentes
infecciosos (J. WIGHT; R. OGDEN, 1998) e (MIRVISH et al., 2018).
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Figura 3. Comparagao de célula normal e célula cancerosa.
Membrana celular

Citoplasma Nucleo

Célula Normal Célula Cancerosa

Fonte: (INCA, [s.d.]).

Apesar de se tratar de um meio bioldgico, a busca para o tratamento de
doencgas nao se pode resumir apenas a compostos organicos, exigindo assim a
interdisciplinaridade das ciéncias, posto que as propriedades e mecanismos
bioquimicos e/ou fisico-quimicos que compdem as células favorecerem a
insercao da quimica inorganica nas aplicabilidades dentro do ramo da medicina.

Dentro desse cenario sabe-se que ha muito tempo os metais tém
constituido medicamentos para tratamentos de doencgas além do cancer, como
por exemplo, substancias a base de ouro para o tratamento de tuberculose e
antitumorais ou a sifilis tratada com a substancia Salvarsan (ou composto 606)
— um composto organoarsénico que contém o elemento arsénio (figura 4) —
descoberta por Paul Ehrlich, laureado com o prémio Nobel de Medicina, em
1908.

Figura 4. Estrutura molecular do composto Salvarsan.
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Fonte: Autoria propria.
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Barnett Rosenberg, em 1965, ao se constatar a agdo bactericida da
cisplatina, conduziram estudos e pesquisas para que ela também fosse utilizada
para o tratamento de alguns tipos de cancer. Apos esse acaso, varios grupos de
pesquisa espalhados ao redor do mundo interligando Universidades e Institutos
passaram a se dedicar a trabalhos que buscam possiveis respostas afim de
conduzir a descoberta da cura dessa doenca e, também, tratamentos que
minimizem ao maximo os efeitos colaterais causados por tratamentos rusticos
(SILVA; VARGAS, 2012).

Dentre esses tratamentos para o cancer ha os cirurgicos, radioterapicos,
quimioterapicos ou uma combinacgao destes procedimentos a depender do local
e extensao do tumor primario. Em casos avangados, o paciente pode ser tratado
com radioterapia combinada com uso de cisplatina associada a outras drogas,
tais como: o antimetabdlico 5-Fluoracil (5-FU) (LONGLEY; HARKIN;
JOHNSTON, 2003); (DIASIO; HARRIS, 1989).

Este ultimo é utilizado contra cancer devido a capacidade de bloquear
bioquimicamente a sintese do DNA do tumor. Outro antimetabdlico bastante
conhecido € a 6-mercaptopurina (6-MMP) utilizado para o tratamento de
leucemia (figura 5). Sua atividade anticancerigena tem relagcdo com esta
capacidade de descontinuar a reproducao celular, e como as células tumorais
sao as que estdo mais envolvidas com o processo reprodutivo, elas sao as mais
afetadas (LEONCINI et al., 2014).

Figura 5. Mecanismos de a¢cado da mercaptopurina MMP.
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1.2 A pioneira Cisplatina (cis-diamindicloroplatina (ll))

Desde 1978, quando a agéncia americana “Food and Drugs
Administration (FDA)” permitiu o uso clinico da cisplatina, denominada complexo
de primeira geragdo, para o tratamento de cancer de ovario e de testiculo
(NAVEEN KUMAR et al., 2013) resultaram posteriormente no surgimento dos

compostos de segunda geragdo tais como: carboplatina e oxaplatina (figura 6).

Figura 6. Complexos de platina de primeira e segunda geragéo.
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Fonte: (SILVA, 2010).

Ao observar as estruturas dos complexos nota-se facilmente suas
diferengcas quanto ao seus ligantes, uma vez que suas propriedades fisico-
quimicas e biologicas se dao dentro de um conjunto de fatores que englobam
toda a molécula, ou seja, a natureza de seus ligantes que irdo compor o
composto organometalico.

Varios estudos sugerem que no meio intracelular, o complexo cis-
[PtCI2(NHs)2] libera um ligante cloro formando os complexos cis-
[PtCI(NH3)2(H20)]* e cis-[Pt(NH3)2(H20)2]?* equagéo 1 (eq. 2) e equacéo 2 (eq.
3) (TMC LITERATURE HIGHLIGHTS - 29, 1992). Estes aquacomplexos
interagem com as bases nitrogenadas do DNA inibindo a proliferacdo do cancer
conforme demonstrado na figura 7 (SILVA; VARGAS, 2012).

cis-[Pt"CI2(NH3)2] + H20 — cis-[Pt'CI(NH3)2(H20)]*+ CI-  (eq. 2)

cis-[Pt"CI(NH3)2(H20)]* + H20 — cis-[Pt"(NH3)2(H20)2]%* + CI*  (eq. 3)
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Figura 7. Esquema do acumulo celular e do mecanismo de agdo dos complexos de Pt?* gerados
a partir da cis-[PtCl2(NHs)s] no meio bioldgico.

Meio extracelular § Mei intracelular
[CI] = 100 mM [CF] =4 mM
Afh,_ | _..\\‘CI A.n‘,hr | .\\“CI
/','Pt" “pt Afnh_ ‘ o
| N | N \ e
| P ATP7B A7 | e
” . & Complexo Py :
"2X| +2¢ -2X° | +2¢°  de Golgi 4 +
.. : A, el
AH” ‘\\\CI A;‘.h \\.\\CI . X Pt‘
oMl pp ATP7A Ny
- CI'I+ H,0
"
Aa’,r,! “\\CI
I.Pt.|\‘
A oy,
- crl+ H,0 %}
. "
1, \\\OHE
5 nuicleo celular
- A/ \OHQ

Fonte: (SILVA; VARGAS, 2012).

Porém, os complexos de Pt?**, como a cisplatina, podem reagir com
diversas biomoléculas no sangue, limitando sua concentragao no nucleo celular
e, portanto, diminuindo seu potencial como inibidor de processos de divisdo
celular.

Uma busca por alternativas para o uso da cisplatina tem relagdo com a
resisténcia crescente de células de cancer a agao desta droga. Por exemplo, na
busca por alternativa a cisplatina, é a utilizagdo de complexos Pt* que
apresentam menor interagdo com biomoléculas sanguineas (SILVA; VARGAS,
2012).

Nesse caso, a concentracao do complexo no meio intracelular poderia ser
maior e, assim, a atividade anticancer seria mais efetiva comparada ao complexo
cis-[PtCl2(NH3)2] (NAVEEN KUMAR et al., 2013). E importante ressaltar que
complexos de Pt** ndo interagem com o DNA da célula de cancer, portanto, sdo
considerados pro-farmacos (MCALPINE; JOHNSTONE, 1990).
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A atividade anticAncer do complexo cis-[PtCla(NH3)2] ocorre apds a
reducao do ion metalico Pt** por biomoléculas encontradas em células formando

um complexo com ion Pt?* Equagéo 3 (eq. 4).

cis-[PtCls(NH3)2] + 2e- — cis-[PtCl2(NHs)2] + 2CI- (eq. 4)

Atualmente, sabe-se que, além da possibilidade dos complexos de Pt**
sofrerem reducgao (eq. 4) dentro ou fora da célula, levando ao deslocamento do
equilibrio no sentido de favorecer o aciumulo celular dos complexos de Pt** e,
por sua vez, resultando no aumento da concentragido de ions Pt?* originando
complexos de alta resisténcia que causam sérios efeitos colaterais.

Altear fatores histéricos como esses apresentados, sem duvida, motivam
varios cientistas ligados a quimica inorganica medicinal a desenvolverem novos
candidatos a farmacos que ndo sejam baseados em platina (LAVANYA et al.,
2018).

Ressair entre as referéncias o trio de pesquisadores composto pela
engenheira quimica Frances H. Arnold, o quimico George P. Smith e o
bioquimico inglés Gregory P. Winter Smith, laureados com o prémio Nobel de
Quimica do ano de 2018 pelo desenvolvimento de enzimas com aplicagdes
farmacéuticas, em que os anticorpos evoluiram através de um método
denominado fago display que podem atuar na cura de alguns tipos de céancer
metastico (PRIZE, 2018), demonstrando assim a importancia da
interdisciplinaridade para a qual a ciéncia vem caminhando no ultimo século.

Assim sendo, tem-se como consequéncia o aumento do interesse pela
busca de respostas fundamentadas em moléculas de interesse biolégico que
utilizem outros metais de transigdo e ndo sejam altamente propensos a exercer
graves efeitos colaterais. E ainda, possuir elevado grau de eficiéncia desde a
sintese, caracterizagao e testes in vitro de farmacos, tendo como candidatos
metais de transicdo que possuam particularidades semelhantes a platina, tais
como o paladio.

Segundo a literatura, a sintese e a caracterizagdo seguida de testes de
atividade antibacterianas revelaram que entre todos os complexos sintetizados,
aqueles que contém o ion Pd?* demonstraram serem os melhores candidatos

antibacterianos na administragdo contra tuberculose e contra o agente
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Trypanosoma cruzi (PLUTIN et al., 2017) além de serem anticancerigenos
(LAVANYA et al., 2018).
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1.3 Complexos de Paladio, natureza quimica dos ligantes e labilidade

Compostos de paladio vém sendo considerados como uma alternativa aos
compostos de platina. O interesse nas potencialidades farmacoldgicas de
derivados de Pd(ll) esta relacionado ao fato deste ion ser isoeletrénico ao Pt(ll)
com complexos de geometria de coordenagédo quadratica-planar. Além disso,
ambos os ions complexos apresentam similar raio iénico (Pt(Il) = 0,74 A e Pd(ll)
= 0,78 A) (LAVANYA et al., 2018).

Apesar da semelhanca entre os ions complexos de platina e paladio, os
primeiros complexos de Pd(ll) ndo apresentaram efeitos citotoxicos eficientes.
Em parte, isto se deve aos parametros cinéticos de reacdes de substituicao
destes compostos, uma vez que ions complexos de Pd(ll) reagem
aproximadamente 10° vezes mais rapidamente que seus andlogos de Pt(ll)
(MORO, 2011). Assim, a baixa atividade antitumoral de parte dos complexos de
Pd(Il) foi atribuida aos rapidos processos de hidrolise que conduziam a
dissociagao dos grupos abandonadores em solugdo e, consequentemente, a
formacdo de espécies muito reativas incapazes de atingir seus alvos
farmacoldgicos (LAVANYA et al., 2018).

Segundo alguns autores de grupos de pesquisa, supracitado, complexos
de Pd(ll) contendo ligantes: N, S-quelantes — aqueles que se coordenam tanto
pelo atomo de enxofre quanto de nitrogénio ao mesmo tempo formando um anel
— (THOMAZELLA, 2011) possuem uma cinética de substituigdo lenta o suficiente
para a manutengdo de sua integridade estrutural em solugdo para posterior
interacdo com o DNA das células cancerosas (MORO; MAURO; ANANIAS,
2004).

Para demonstrar a relagédo entre velocidades de dissociagao de ligantes
da esfera de coordenacao e atividade biolégica se fazem necessarios estudos
cinéticos de reagdes entre compostos de paladio e moléculas biolégicas, como
bases nitrogenadas e/ou aminoacidos além da avaliagdo da influéncia de tais
espécies sob o efeito anticancer dessa nova classe de complexo.

A vanguarda quanto ao interesse nas aplicagbes de complexos paladados
na quimica inorganica medicinal tem se tornado uma oportunidade de estudo no
que tange compreender seus beneficios, uma vez que seus efeitos favoraveis

nao sao atribuidos apenas ao metal, mas sim ao conjunto metal-ligante [M-L].
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Ao selecionar o centro metalico do complexo e seus ligantes sendo do tipo
quelante (ou ndo) chega-se a um ponto de fundamental importancia, optar pela
escolha de um ligante que possui variedade com o meio biolégico e que nao
cause efeitos inesperados.

Consoante a isso, sabe-se que a tioureia (figura 8), vem sendo estudada
como opgéao de ligante devido a sua capacidade de reduzir a nefrotoxicidade de
farmacos a base de platina que tem sido utilizada com frequéncia por apresentar
eficiéncia em sua propriedade intercaladora com o DNA, cujo seu modo de agéo
€ diferente em relagdo ao da cisplatina, por ndo apresentar interacdes nao-
covalentes (MARZANO et al., 2002).

No entanto, ha pouca evidéncia em estudos anticancer quanto a sua
eficiéncia quando o centro metalico é Pd(ll), isso resulta na necessidade de
preparar métodos para a sintese e caracterizacdo em espécies contendo

paladio, tioureia e DMBA.

Figura 8. Estrutura molecular do ligante Tioureia.

Fonte: Autoria propria.

Como o metal apresenta elevada labilidade, visto que sua integridade
estrutural ndo é mantida tempo suficiente até atingir o alvo farmacolégico em
fluidos bioldgicos, ligantes quelantes termodinamicamente estaveis e
cineticamente inertes, como N-dimetilbenzilamina (dmba) tem sido utilizados
para sintetizar complexos ciclopaladados, como por exemplo o composto
[Pd(C?,N-dmba)CI(tu)], o qual foi o precursor para o presente trabalho, uma vez
que mostrou efeitos antimetasticos de fundamental importancia e elevada
labilidade para investigar o mecanismo de reacao pela interagcdo de moléculas
de importancia biolégica (MORO, 2011).

Dentro desse cenario trabalhos como o de Moro (MORO; MAURO;

ANANIAS, 2004), a fim de contribuir para a quimica de coordenagéo, em
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especial, para a inorganica medicinal, realizou a sintese do complexo
[Pd(dmba)(X)(tu)] — em que X & o ion cloreto (Cl) podendo ser substituido
também pelos ligantes N3, NCO, que culminou na sintese do dimero
[Pd(dmba)(Cl)(tu)]2 (figura 9), cuja estrutura contendo o ligante cloreto foi a mais
coerente com os resultados da caracterizacao através das espectroscopia no IV
e de RMN de '"H (MORO; MAURO; ANANIAS, 2004).

Figura 9. Esquema da reagao entre bis-quelato e tioureia. Razao molar 1:2. Onde, X = CI.
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Fonte: (MORO; MAURO; ANANIAS, 2004).

Os trabalhos de Moro sugerem em sua conclusdo ao observar a estrutura
do composto (figura 10), a sintese de novas espécies de complexos, visto que
ha a presenca de sitios de coordenacao na tioureia. Devido ao fato da primeira
possuir uma estrutura que pode sugerir o surgimento da propriedade c-doador,
e com isso favorecer sua interacdo com nucleo bases, essa propriedade
eletrénica e estérica do ligante, pode resultar a este o desfavorecimento do efeito
quelante; o dmba, porém, favorecera a eficiéncia para a tioureia.
Questionamentos desse tipo garantem trabalhos posteriores como este aqui
apresentado, bem como a investigagdo de mecanismos de reagdo desses

complexos em meios biolégicos com atividades biolégicas anticancer.

Figura 10. Estrutura molecular do complexo [Pd(dmba)(Cl)(tu)] .
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Fonte: (MORO; MAURO; ANANIAS, 2004).
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A compreenséao de investigacdes cinéticas das interagcdes de complexos
metalicos com outras moléculas biolégicas, como proteinas e peptideos, através
de grupos amina terminal, grupos carboxilatos ou imidazolico da histidina e
principalmente o grupo tiol da metionina, sdo de fundamental importancia
quando relacionadas ao efeito da nefrotoxicidade da droga complexada
(TREVISAN et al., 2001).

Uma vez selecionado o centro metalico do complexo, conhecer a natureza
dos ligantes que irdo estruturar e compor o composto organometalico se faz
necessario no cenario contemporaneo, para demonstrar a relacdo entre
velocidades de dissociagédo de ligantes da esfera de coordenagéo e atividade
bioldgica.

Estudos cinéticos de reacdes entre compostos de paladio e moléculas
biolégicas como: carboidratos, lipidios, vitaminas, aminoacidos, proteinas e
bases nitrogenadas, geralmente, sdo pouco realizados, bem como propostas de
novas sinteses de complexos tendo como ligantes tais moléculas biolégicas.

Na intengao de avaliar reacdes extremamente rapidas e compreendendo
a existéncia dessa elevada labilidade nas reagbes supracitadas, surge a
necessidade de utilizar técnicas cinéticas com equipamentos de fluxo
interrompido (Stopped flow), uma vez que estes permitem medir analises com
ordem de grandeza de milissegundos (TEIXEIRA, 2016).

1.4 Reagoes muito rapidas, como estuda-las?

Tendo origem em meados da década de 1940 (CHANCE, 1940), e, sendo
aprimorada sequentemente (GIBSON; MILNES, 1964), com o objetivo de
economizar reagentes e obter misturas homogéneas com auséncia de gases, a
técnica de fluxo interrompido (Stopped flow) permite uma mistura rapida entre
solugdes colocadas em reservatérios e injetadas rapidamente, na ordem de
milissegundos, para uma cuba de mistura.

A figura 11, ilustra o esquema de funcionamento, onde os pistdes, ao
serem acionados, auxiliam os reagentes presentes nas seringas serem
armazenados no reservatorio que posteriormente serao rapidamente misturados
homogeneamente e encaminhados para célula de observacao

espectrofotométrica, preenchendo a seringa de frenagem.
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O movimento do émbolo dessa seringa de frenagem ativa o sensor de
parada e aciona o Trigger (detector) para ativar o inicio da aquisicdo de dados
espectrofotométricos (BATISTELA et al., 2006).

Figura 11. Esquema de funcionamento da técnica Stopped flow.

2)Seringas
6)Trigger
5) Embolo
8) Leitor
|6pﬁco
1)Pistbes
4) Seringa |
i Reservatorio
7) Sensordeparada | 3) Célula de mistura

Fonte: (TEIXEIRA, 2016).

A importancia na utilizagado dessa técnica € controlar a mistura de varias
solugbes em um curto espaco de tempo e ter maior precisdo na sincronizacao
entre o processo de mistura e a aquisigao para garantir a reprodutibilidade do
experimento (BOGOJESKI et al., 2011) e (SOUZA, 2016).

Porém, vale ressaltar que o surgimento de novos instrumentos que
possibilitem maior fluxo sendo percebidos por sensores eletrdbnicos mais rapidos
abrirdo novas possibilidades para investigar a reagdes entre novas substancias
sintetizadas em sistemas bioldgicos, podendo com isso comparar o

comportamento experimental com as teorias existentes (GRILLO, 2009).
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos cinéticos envolvidos na
reagao entre o composto [Pd(dmba)Cl(tu)] e cisteina, associando-se técnicas
espectroscopicas (RMN e UV-vis), para se constatar tais interagdes e Sttoped-
Flow para se obter as constantes cinéticas observadas (Kobs).
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3 PARTE EXPERIMENTAL

O procedimento experimental adotado envolveu a preparacdo em duas
etapas, sendo a primeira a sintese do complexo ciclopaladado precursor
[Pd(C?,N-dmba)Cl(tu)], conforme metodologia ja descrita na literatura por MORO
et al., 2009.

Ja a segunda, consiste em solubilizar o complexo ciclopaladado e o
ligante cisteina em solvente comum a ambos, para que posteriormente sejam
investigados a reagao entre eles através dos dados obtidos pelas técnicas de
UV-vis e Stopped-Flow, bem como o produto final da reacéo pela interpretacao
de espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria de
Massas.

A preparacao do complexo precursor foi realizada a temperatura ambiente
e nao houve necessidade de conduzi-la em atmosfera inerte ou em protecao
contra a luz.

O composto ciclopaladado obtido é estavel ao ar, possui caracteristica
nao-higroscopicos e foi armazenado em pequeno frasco de eppendorf

devidamente rotulado e armazenado em dessecador.

3.1 Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes utilizados estéo listados na Tabela 1, assim

como suas respectivas formulas moleculares e procedéncias.

Tabela 1. Reagentes e solventes utilizados nas preparagdes dos compostos.

Reagente/Solvente Férmula molecular Procedéncia
Acetona CsHeO Panreac
Acido cloridrico HCI Sigma-Aldrich
Cisteina C3H7NO,S Sigma-Aldrich
Cloreto de sédio Nacl Sigma-Aldrich
Dimetilsulféxido C,Hs0S Sigma-Aldrich
Dimetilsulféxido — d6 C,D60S Sigma-Aldrich
Metanol CHsOH Merck
Tioureia CH4N,S Sigma-Aldrich

Trizma base NH,C(CH,0H); Sigma-Aldrich
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3.2 Preparagao do complexo precursor e tampao

3.2.1 Preparacao do Complexo ciclopaladado

Conforme mencionado na se¢ao 1.4, em um erlenmeyer de 50 mL (figura
12), foram adicionado 0,0500 g (0,16 mmol) de [Pd(u-Cl)(C?,N-dmba)]2 em uma
solucao de 5 mL de metanol com 5 mL de acetona, obtendo-se assim uma

Solucéo A (Sa) de coloragao amarela (turva).

Figura 12. Solugéo A (Sa)
Sa

. Solugao C (Sc), apés 2h de agitagdo magnética.
Sc -

Fonte: Autoria propria.

Em seguida, foi adicionado a Sa a Solugdo B (Sb) gota-a-gota e sob
agitacdo magnética obtendo-se uma Solugédo C (Sc) (figura 12), de coloragéo
amarela (transparente) que permaneceu sob agitagdo magnética por 2 h.

Ressalta-se que Sb foi previamente preparada com 0,0137 g (0,32 mmol)
de (NH2)2CS, (tu), solubilizada em 5 mL de metanol

ApOs este periodo, a solugdo foi filtrada sendo obtida em um béquer
protegido por papel aluminio para nao receber impurezas (figura 12) e
submetida a evaporacao lenta por 24 h sob exaustdo em capela. Onde, apés a
evaporagao dos solventes, observou-se a formagdo de um soélido que foi
armazenado em Eppendorf e mantida em dessecador por 72 h.

Rendimento: 85%.
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3.2.2 Preparagao da solugao tampao (Tris-HCI 5mM)

Em um béquer de 1000 mL foram dissolvidos 0,3029 g de Trizma base e
1,472 g de NaCl em 500 mL de agua destilada. Em seguida, foi ajustado o pH
da solugcdo para 7,4 utlizando solugdo de HCI 1mol.L"'. O tampéao foi

armazenado em geladeira (2 — 8 °C).

3.3 Caracterizagao do produto da reacao e analises cinéticas

3.3.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H, C e
experimentos de correlagdo gCOSY ('H-'H), gHSQC ('H-"3C e 'H-"°N) e gHMBC
("H-3C e 'H-'N) foram registrados no Espectrometro multinuclear Bruker,
modelo Avance Il 600 MHz HD (14,1 T, Sonda: Triple Inverse TCI Cryo-
probehead), localizado no IQ-Unesp campus da cidade de Araraquara-SP.

Utilizou-se dimetilsulféxido deuterado (C2DsOS  4-DMSO) para
solubilizacdo das amostras. O software utilizado para aquisicao e interpretagao

dos espectros foi o TopSpin. V.3.2.

3.3.1.1 Preparo da amostra para analise de RMN

Em frascos tipo eppendorf, com capacidade para 2 mL, preparou-se
solugbes de 200 pL de 4-DMSO contendo, em cada frasco, 1 mg do
ciclopaladado [Pd(u-Cl)(C?,N-dmba)]2 e 1mg de cisteina.

Em seguida, para a reagdo, ambas solugdes foram misturadas e

homogeneizadas.
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3.3.2 Medidas Cinéticas por UV-vis

As reagdes entre as espécies de importéncia biologica, tais como L-
cisteina, foram acompanhadas por meio de variagao espectral na regido do UV-
Vis. As reacodes foram estudadas em condicdes de pseudo-primeira ordem com,
no minimo, 10 vezes de excesso de L-cisteina em relagdo ao complexo. A

temperatura (25+0,2 °C) foi controlada por meio de um banho termostatico.

3.3.3 Medidas Cinéticas por Stopped-Flow

O monitoramento foi realizado no comprimento de onda (1) 330nm por

200 segundos, obtendo-se 1600 pontos por amostra com intervalos de 12,5 pus.

Tabela 2. Variagdo da concentragdo, em mmol.L-!, para o ligante em fungdo da concentragao
fixa, em mM, de complexo a 25°C.

A (nm) [COMPLEXO] [LIGANTE]
330 1 10
330 1 20
330 1 30
330 1 40
330 1 50

No preparo da amostra para monitoramento em Stopped-Flow: foram
solubilizados o complexo precursor e o ligante em solugdo tampao Tris-base
contendo 5% de dimetilsulféxido (DMSO), mantendo um excesso de 10 vezes a
concentragao do ligante em relagdo ao complexo. A tabela 02 indica as devidas

variagées na concentracao.
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3.3.4 Calculos cinéticos

As constantes de pseudo primeira ordem observadas (kobs) foram
determinadas a partir dos graficos de In(A«-At) versus tempo (s).
IN(Ax-At) = Kobs X t
A== absorbancia no tempo final da reagao
At= absorbancia em cada instante da reacao

t = tempo em segundos

3.3.5 Espectrometria de massas

Assim como o preparo da amostra para analise de RMN, para essa
técnica experimental utilizou-se como solvente apropriado metanol padrao
HPLC-MS e posteriormente diluidas a concentracbes adequadas para o
experimento.

A amostra foi analisada no espectrdbmetro modelo 3200 QTRAP
LC/MS/MS contendo analisador hibrido triplo quadruplo/armadilha de ions linear
(LIT), localizado no IQ-UNESP de Araraquara.

A analise foi realizada por infusdao direta MS/MS utilizando-se metanol
padrdao LC-MS como solvente no modo positivo de ionizagao por electrospray.

Parametros: lonSpray (IS): 5000V, DP: 20V, EP: 10V.

Experimentos: varredura de ions e enhanced resolution (ER).

A proporgao estequiométrica para a reagao foi analoga ao RMN, ou seja,
1:1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

O estudo espectroscopico dos ligantes, cisteina (RS) serviu de base para
o estudo dos possiveis novos complexos formados, sendo realizadas as analises
de UV-vis, Ressonancia Magnética Nuclear e Massas

Os estudos cinéticos foram realizados por meio de analises de espectros
eletrénicos da solugao contendo os reagentes em fungao do tempo.

Os espectros de RMN 'H e '3C, permitem analisar a estrutura das
moléculas. A analise de RMN foi realizada para cisteina, para o complexo
ciclopaladados precursor devidamente isolado, bem como para a reacéo entre o
complexo percursor com o ligante cisteina.

Nesse caso, para os compostos analisados, foram atribuidas numeragao
adequada para maior compreensao e facilitar a interpretacdo dos espectros
obtidos.
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41 Espectroscopia de RMN de 'H e 13C

Os dados de RMN de 'H e "3C foram utilizados neste trabalho para
confirmar a formagé&o dos produtos. Inicialmente os sinais de 'H e '3C do ligante
e do complexo foram identificados e atribuidos. Isto facilita a confirmacao da
estrutura do produto pela analise das mudangas quimicas e magnéticas que
ocorrem nestes nucleos. Para a atribuicdo inequivoca de todos os sinais foram
utilizados experimentos de RMN de 'H e '3C, uni e bidimensionais (HSQC e
HMBC).

4.1.1 RMN de 'H para o ligante cisteina (RS)

A (figura 13) demonstra uma numeracao conveniente para atribuigdo das
posi¢cdes dos atomos do ligante cisteina (RS) para discussao no decorrer deste
trabalho.

Figura 13. Numeracgao da estrutura molecular do ligante RS.
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O espectro de RMN de 'H do ligante cisteina (figura 14) apresentou sinais

condizentes com sua estrutura quimica, entre 2,6 a 9,0 ppm.



39

Figura 14. Espectro de RMN 'H para o ligante CISTEINA realizado em 4-DMSO a 14,1T.
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Para maior nitidez das multiplicidades dos sinais observados a (figura 15)
apresenta a ampliagdo do espectro ou sinais condizentes com sua estrutura

quimica, entre 2,5 a 4,4 ppm.
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Figura 15. Ampliacdo do espectro de RMN "H para o ligante CISTEINA realizado em 4-DMSO
a14,1T.
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O sinal 2,98, apresenta-se como um duplo dupleto com J=145e 5,1, e
3,05 ppm € observado outro sinal com o mesmo padréo, com (J= 14,5 e 3,8 Hz).
Os hidrogénios 2a e 2b acoplamento entre si (23J=14,5 Hz) porque sdo
diasterotopicos, ou seja, vizinhos a um centro quiral (C3). Grupos diasterotopicos
nao sao equivalentes, apresentando deslocamento quimico distintos.

O segundo acoplamento € com H-3, gerando o outro dubleto mais
alargado devido ao efeito de alargamento de linha provocado pelo nitrogénio
(N'%) da amina, apresenta-se centrado como um tripleto largo (tl), centrado em
4,21 ppm, com J ~4,4 Hz.

Finalmente, em 8,52 ppm é observado um sinal alargando, referente aos
trés hidrogénios, possivelmente dois do grupo amina e um do grupo SH (o sinal

referente ao grupo COOH tem maior deslocamento).
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4.1.2 RMN de '3C para o ligante cisteina

O espectro de RMN via DEPTQ 135 apresenta os sinais de '3C em fases
distintas, em que os sinais dos carbonos metilicos (CH3) e metinicos (CH) se
apresentam em uma fase e os carbonos metilenos (CH2) e os que ndo possuem
hidrogénio ligado (C) apresentam-se em fase contraria.

Como esperado, o espectro da cisteina (figura 16) apresentou trés
sinais. Foi observado um sinal negativo em 24,27 ppm, atribuido ao carbono do
grupo metilénico (C-2), bem como em 40,00 ppm relativo ao solvente.

E, em 53,87 ppm, correspondente ao carbono metinico (C-3). Em 169,60
ppm, encontra-se o sinal mais desblindado, correspondente ao carbono da
carboxila (C-5).

Figura 16. Espectro de RMN '3C para o ligante CISTEINA realizado em 4-DMSO a 14,1T. )
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Os sinais de 'C foram atribuidos inequivocamente utilizando
experimentos de RMN 2D (figura 17) e em comparagédo com a literatura
(AKBARZADEH et al., 2016). A tabela 1 apresenta a atribuicdo dos sinais de

RMN de 'H e '3C obtidos para o ligante cisteina.
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Figura 17. Expansao do mapa de contorno HSQC para o ligante cisteina realizado em 4-DMSO
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Tabela 3. Dados de RMN de 'H e '3C obtidos para o ligante cistina livre.

Dados experimentais

n2 'H (ppm); I; M J(Hz) C (ppm)
2a 2,967; 1H; dd 15,5; 5,1 24,77
2b 3,054; 1H; dd 15,5; 3,8 24,77
3 4,214; 1H; tl 4,4 54,30
4 8,516; 2H; sl - -

5 n/o- - 169,60

sl = singleto largo; dd = duplo dubleto; tl = tripleto largo; I=integral; M=multiplicidade
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4.1.3 RMN de 'H para o complexo precursor [Pd(C2,N-dmba)Cl(tu)]
A (figura 18) demonstra uma numeracao conveniente para atribuigdo das
posigbes dos atomos do ciclopaladado [Pd(C?,N-dmba)Cl(tu)] para discuss&o no

decorrer deste trabalho.

Figura 18. Numeracéo da estrutura molecular do complexo precursor.

2
]
Cl
4 6
et A NHo
| /Pd\ N
T e
S NH
\N 1 2
7 NCH
Hgga 8b 3

Fonte: Autoria propria.

No espectro de RMN de 'H (figura 19) obtido para o complexo
ciclopaladado livre séo observados: quatro sinais na regido entre 6,7 e 7,3 ppm,
correspondente aos quatro hidrogénios do anel aromatico (H1 a H4); dois sinais
alargados em 7,66 e 8,58 ppm, atribuidos aos quatro hidrogénios dos dois
grupamentos amina; um singleto em 3,93 ppm, relativo aos dois metilénicos (H7)
e um singleto em 2,66 ppm, pertencentes aos hidrogénios das metilas (8a e 8b).

O fato dos hidrogénios metilenos (H-7) e metilicos (H-8) apresentam-se
como singletos. A diferenca de deslocamento quimico entre os hidrogénios das
aminas 10 e 11 é coerente com o fato de estarem ligadas a um sistema rigido
(ligacdo S=C) e estarem sujeitas a ambientes magnéticos distintos. Entretanto,
a atribuicdo entre ambas depende de experimentos que estudam a interacao

nuclear espacial, ou de NOE.
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Figura 19. Espectro de RMN 'H para o complexo ciclopaladado realizado em 4-DMSO a 14,1T.
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O padrao de acoplamento dos hidrogénios da regido aromatica é
condizente com um anel benzénicos di-substituido em orfo e com ligantes
magneticamente distintos entre si (suficiente para diferenciar os sinais dos
quatro hidrogénios). Neste caso, o padrao de acoplamento esperado € de um
duplo dupleto (dd) para os hidrogénios H-1 (orfo com H2 e meta com H3) e H4
(orto com H3 e meta com H2) e de um duplo duplo dupleto (ddd) para os
hidrogénios H-2 (orto com H-1 e H-3 e meta com H-4) e para H-3 (orfo com H-2
e H-4 e meta com H-1).

Devido ao alargamento de linha causado pela presenga de um metal, os
acoplamentos em meta (J de 2 a 3 Hz) nao foram observados. Sendo assim, o
dubleto largo (J = 6,6 Hz) mais desblindado, em 7,23 ppm, foi relacionado com
o hidrogénio H-1, por estar orto ao carbono ligado ao paladio (H6), o segundo
dupleto (J = 6,6 Hz), em 6,95 ppm foi atribuido a H-4 e os tripletos em 6,82 e
6,91 ppm (J = 6Hz) aos hidrogénios H-3 e H-4. A distingdo entre H3- e H-4 s¢ foi
possivel por experimentos de RMN 2D heteronucleares.
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Figura 20. Ampliacdo do espectro de RMN 'H para o complexo ciclopaladado realizado em
¢6-DMSO a 14,1T.
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4.1.4 RMN de '3C para o complexo precursor [Pd(C2,N-dmba)Cl(tu)]

No espectro obtido para o complexo ciclopaladado é possivel observar
cinco sinais de 3C (figura 21) na regido de aromatico e dois na regido alifatica.
O sinal em 50,87 ppm, com fase positiva, pode ser atribuido aos carbonos das
metilas (C-8) e, em 72,43 ppm, ao carbono metilénico C-7. Na regido aromatica,
0s quatro sinais com fase positiva (entre 121 e 148 ppm) foram atribuidos aos
carbonos CH do anel e, na fase negativa um sinal em 148,39 ppm, relativo a um
carbono n&o hidrogenado, C-5 ou C-6. Portanto, um dos carbonos do anel
aromatico nao foi detectado (possivelmente por pouco tempo experimental)

neste espectro.

Figura 21. Espectro DEPT 135 para o complexo ciclopaladado realizado em 4-DMSO a 14,1T.
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4.1.5 Experimentos de RMN 2D heteronuclear para o ciclopaladado
[Pd(C2,N-dmba)Cl(tu)]

Para fazer a atribuicdo inequivoca dos sinais foram realizados
experimentos de RMN 2D heteronucleares, em que os sinais representam os 'H
e 3C que estdo diretamente ligados (acoplamento Js) ou em duas ou mais
ligacdes (usualmente Jz e J3).

O experimento da figura 22 apresenta o espectro de HSQC
(Heteronuclear Single-Quantum Correlation) obtido para o complexo
ciclopaladado.

Com ele foi possivel determinar todo os pares 'H-'3C da estrutura. A
atribuicdo dos sinais de '3C foi realizada com base nos dados de correlacdo
heteronuclear 1H-13C a uma ligagdo (HSQC) e a duas ou mais ligagdes
(HMBC). Os conjuntos 1H-13C foram atribuidos pelos dados de HSQC,
entretanto a atribuigdo inequivoca dos sinais utilizou experimentos de HMBC.

Figura 22. Mapa de contorno HSQC para o complexo ciclopaladado realizado em 4-DMSO a
141T.
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A diferenciacdo dos pares HC(1) de HC(4) baseou-se no acoplamento
heteronuclear entre H(4)-C(7) a trés ligagdes,(uma vez que o acoplamento H(1)-
C(7) seria a uma distancia de quatro ligagdes).

Da mesma forma, os deslocamentos quimicos de C5 e C6 foram
atribuidos devido a ligagcdo H(3)-C(5) e H(2)-C(6), ambas a trés ligacdes. Pelo
HMBC ainda restou a duvida entre atribuicdo de H3/C3 ou H2/C2 e C-5 e C6.
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A tabela 4 apresenta os dados de 'H e '3C obtidos para o ciclopaladado.

Tabela 4. Dados de RMN de 'H e '3C obtidos para o ciclopaladado livre.

Posicdo H (ppm); I; M; J(Hz) 13C /HSQC HMBC Posicdo (Distancia ligacdo)

123,9 C-2 (J2) ou C-3 (J3)

1 7,24 1H dI (6,6) 132,8
148,4 C-6 (J2) ou C-5 (J3)
121,8 C-4 (J3)

2 6,82 1H tl (6,6) 127,5
146,4 C-6 (J3)
132,8 C-1(J3)

3 6,91 1H tl (6,6) 124,4
148,4 C-5(J3)
72,4 C-7 (3)

4 6,95 1H dl (6,6) 121,8 123,9 C-3 (J2)/C-2(J3)
146,4 C-6 (J3)/C-5(J2)

5 - 148,4 - -

6 - 146,4 - -
50,9 c-8 (J3)

7 3,93 2H sl 72,4 121,8 C-4 (J3)
146,9 C-5 (J2)/C-6(J3)
72,4 C-7 (J3)

8 2,66 6H sl 50,9
50,87 C-8 (J2)

9 - n/d - -

10* 8,58 2H sl - - -
11* 7,66 2H sl - - -

* = trocdvel; sl = singleto largo; dd = duplo dubleto; tl = tripleto largo; I=integral;

M=multiplicidade
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4.1.6 RMN de 1D e 2D para o produto da reacao entre ciclopaladado e

cisteina

A (figura 26) demonstra a numeracgéo das posi¢gbes dos atomos para o
produto da reagdo entre o complexo precursor [Pd(C?N-dmba)Cl(tu)] e a

cisteina.

Figura 23. Numeragdo da estrutura molecular para o produto da reagcédo entre complexo
precursor e RS.
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Fonte: Autoria prépria.

O espectro de RMN de "H para o produto da reagdo entre o ciclopaladado

e a cisteina na regido de 2,6 a 10,6 ppm, esta mostrado na figura 27.

Figura 24. Espectro de RMN 'H para a reagdo do complexo precursor com cisteina complexada
realizado em 4-DMSO a 14,1T.
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Observa-se a presenca de dois sinais tipicos do anel dmba ortometalado
em 7,59 e 7,46 ppm bem como o aparecimento dos sinais em 4,25 e 2,70 ppm
atribuidos, respectivamente aos grupos CH2 e NMez. Verifica-se o deslocamento
de parte desses sinais quando comparados aqueles do ciclopaladado precursor,

sugerindo a preservagao da estrutura do anel ortometalado apds a reagéo.
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Conforme ja descrito, o ligante cisteina livre apresenta como duplo dubleto
sinal em 2,97 para 3,05 ppm para os hidrogénios 2a e 2b, respectivamente, nota-
se com clareza o deslocamento desses para 3,29 para 3,33 ppm. Para os
hidrogénios do grupo amina —NH2 o deslocamento deu-se de 8,52 para 8,69
ppm. O deslocamento do sinal atribuido ao grupo NHz indica a participacéo do
atomo de nitrogénio na coordenacgdo. Tal efeito também foi evidenciado no
trabalho (PARISH et al., 1996), no qual foi estudado a interagdo entre o ciclo
aurato [Au(dmba)(OAc)2] e cisteina.

Analisando o espectro da figura 27, verifica-se a presenca dos sinais
tipicos do fragmento DMBA e da molécula da cisteina. Para fins comparativos a
figura 28 ilustra os espectros para o ligante isolado (espectro superior verde),
complexo precursor isolado (espectro central vermelho) e para o produto da

reagao entre ambos (espectro inferior azul).

Figura 25. Comparacgéo dos espectros de RMN de 'H para o complexo precursor com cisteina
complexada realizado em 4-DMSO a 14,1T.

3—2 =

4N

SH
a6-DMSO

T
[rel]

N, ~NH
" 12_2

14

'I T T T T I T T T T ] T T T T | T T T T ] T T T T | T
45 4.0 35 3.0 25 [ppm]

Os dados de 1D e 2D da tabela 05 apresentam os deslocamentos

quimicos observados para identificagao e atribuicdo do produto formado.
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Tabela 5. Dados de RMN de 1D e 2D obtido para o produto da reagao.

n2 Livre complexada
'H (ppm) C (ppm) 'H (ppm) C (ppm)
2,967 1H dd (15,5; 5,1) 3,286 1H dd (14,6; 6,7)
10* 24,28 37,31
3,054 1H dd (15,5; 3,8) 3,335 1H dd (14,6; 5,4)
11* 4,214 1H tl (4,4 Hz) 53,87 4,207 1H tl (5,7 Hz) 51,24
12* 8,516 2H sl - 8,689 2H sl -
13* - 169,17 169,2

Os mapas de contorno (e suas devidas ampliagdes) bidimensionais

HMBC e HSQC (apéndice) permitiram correlacionar os atomos de carbono e

hidrogénio do novo complexo obtido.

Dentre os deslocamentos dos sinais dos atomos de '*C do novo complexo

formado, destaca-se o do 10C*. O fato desse carbono estar ligado diretamente

ao atomo de enxofre o torna muito sensivel aos efeitos da coordenagao. Neste

caso, observa-se um deslocamento para a regiao de campo mais desprotegido

de 13 ppm o que sugere a participacdo do atomo de enxofre na coordenagao.

A coordenacgao N,S-quelante da cisteina resulta em um aumento da

entropia dos produtos quando comparada com a variagdo entropica dos

reagentes.
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4.2 Espectrometria de massas

Por oferecer informacdes sobre a composicdo atdbmica e molecular de
compostos organicos e inorganicos utilizar a técnica de espectrometria de massa
torna-se uma aliada na confirmacao de provaveis produtos formados em uma
reacao quimica uma vez que é possivel determinar a férmula molecular baseada
na relagdo massa/carga.

Para essa finalidade, foram obtidos espectros de massa (figura 26) do
produto entre a reacdo do ciclopaladado com a cisteina na proporcao

estequiométrica 1:1.

Figura 26. Espectro de massa do produto formado pela reagéo entre o complexo ciclopaladado
e cisteina. Proporgao 1:1.
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Foi observado que o fragmento correspondente ao pico em m/z 359,99
provém do complexo quelato conforme ilustrado na figura 27 demonstrando a

ampliacdo do espectro de massas.
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Figura 27. Ampliagdo do espectro de massa do produto formado pela reagéo entre o complexo
ciclopaladado e cisteina. Proporgao 1:1.
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Para reforgar a concordancia entre o produto final obtido pela reagao cuja
férmula molecular € C12H17N202PdS e a massa molar igual 359,76g/mol, foi
simulado (figura 28) o espectro de massas para o composto em questao cujo
resultado foi comparado com o espectro obtido pelo equipamento. Ao analisar

0s espectros nota-se concordancia entre ambos.

Figura 28. Simulagao do espectro de massa do produto formado pela reagdo entre o complexo
ciclopaladado e cisteina. Proporgéao 1:1.
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Este resultado mostra que ocorre a formagéo de um novo produto, cuja
estrutura analizada por RMN esta coerente, conforme esperado. A partir desses
dados, pode-se evidenciar a ocorréncia da substituicdo do cloreto, seguida da
eliminagao da tioureia pela formacao do quelato com cisteina.
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Face ao exposto, o produto final da reagao entre [Pd(dmba)(tu)] e (RS)
possui a estrutura conforme ilustrada pela (figura 29), na qual os ligante tioureia
e cloro do ciclopaladado precursor sao substituidos por uma molécula de cisteina
coordenada no modo N, S-quelante demonstrado pela numeracao das posi¢cdes
dos atomos da cisteina complexada através do atomo de enxofre (Pd-S)
formando o quelato [Pd(C?,N-dmba)(RS)].

Figura 29. Numeragéao da estrutura molecular proposta como produto da reagao entre cisteina e
[Pd(dmba)Cl(tu)].
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4.3 Espectroscopia de absorgao na regiao UV-vis
4.3.1 Espectro UV-vis da interagao entre o complexo [Pd(dmba)(Cl)tu] e

cisteina

A reacédo entre o complexo [Pd(dmba)(Cl)tu] e cisteina (RS), equagao 4,
foi monitorada por espectrofotometria na regido do UV-Vis. O espectro eletronico
do complexo [Pd(dmba)(Cl)tu] apresenta uma banda centrada na regido do
comprimento de onda em 330 nm. Por outro lado, a cisteina ndo apresenta
banda de absor¢cdo nesta mesma regido do espectro. Apds a mistura das duas
espécies, [Pd(dmba)(Chtu] e cisteina, foi observado uma mudanga no espectro
eletrénico, em particular uma variagao na intensidade da banda de absorgao
centrada em 330 nm. Esta mudanca espectral foi atribuida a formacédo da
espécie [Pd(dmba)(RS)].

[[Pd(dmba)(Chtu] + RS-

[Pd(dmba)(RS)] + CI + tu  (4)




54

Essa reacdo ocorreu em uma escala de tempo de poucos minutos e,
portanto, foram realizados estudos cinéticos baseados na mudanca espectral

supracitada. Contudo, foram propostos e realizados experimentos utilizando
técnicas adequadas para o estudo em questao.

44 m — —Cisteina
g’ } - - - - Complexo
i — Cisteina-Complexo
3 - j .
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-—
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Figura 30. Espectros referente ao [Pd(dmba)(Chtu], a cisteina e a reagdo entre o
[Pd(dmba)(Cl)tu] e a cisteina. Condigdes: [Pd] = 1,0x1023 [RS] = 1,0x102. T = 25 °C.
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4.3.2 Medidas cinéticas da reagao entre o complexo [Pd(dmba)(Cl)tu] e

cisteina por Stopped-Flow

A figura 30 demonstra o comportamento geral da reagao com tempo total
de 200 s, conforme variagao da concentragdo segundo a tabela 2.

Em todas as condi¢cdes experimentais, observa-se que a reacio ocorre
em duas etapas.

Figura 31. Curvas de absor¢do molecular a 330 nm com o tempo pela reagéo entre ciclopaladado
(1mmol.L-') com variagdo da concentragdo de cisteina a 25 °C, pH=7,4, tempo total de 200 s,
para obtencéo da constante de pseudo-primeira ordem.
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A etapa mais rapida (figura 31) ocorre no primeiro segundo de reagao
cujas curvas individuais em cada variagao da concentracao de cisteina encontra-

se no apéndice.



Figura 33. Linearizagdo (In(A--Ai) da curva em fungéo
do tempo (s) no primeiro segundo da reagéao referente
areagdo entre ciclopaladado (1 mmol.L-') com cisteina
(10 mmol.L'") a 25 °C, pH=7,4 para obtengdo da
constante de pseudo-primeira ordem em relagdo a
etapa rapida da reagao. (Kobs: 3,720).
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Figura 32. Ampliagédo da curva de absorgdo molecular a 330 nm com o tempo pela reagéo entre
ciclopaladado (1 mmol.L-") com variagdo da concentragdo de cisteina a 25 °C, pH=7,4, para
obtencgao da constante de pseudo-primeira ordem no intervalo de 0 a 0,7 s. Etapa rapida.
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A partir dos graficos de In(A«-At) versus tempo (s), conforme ilustradas
pelas figuras 33, 34, 35, 36 e 37, foram calculados os valores de Kobs para as

diversas condi¢des experimentais supracitadas.

etapa rapida da reagéo. (Kobs: 4,891).

Figura 34. Linearizagdo (In(A«~-Ai) da curva em fungao
do tempo (s) no primeiro segundo da reacéo referente
a reagao entre ciclopaladado (1 mmol.L-') com cisteina
(20 mmol.L-") a 25 °C, pH=7,4 para obtengdo da
constante de pseudo-primeira ordem em relagéo a
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Figura 35. Linearizagao (In(A«-Ai) da curva em
fungdo do tempo (s) no primeiro segundo da reagao
referente a reacdo entre ciclopaladado (1 mmol.L")
com cisteina (30 mmol.L*') a 25 °C, pH=7,4 para
obtengao da constante de pseudo-primeira ordem em
relacdo a etapa rapida da reagao. (Kobs: 6,512).

5,5 1
5,0
—~ 4,54
<
<S
£ 4,01
Equation y=a+bx
Plot In
3,5 Weight No Weighting
Intercept 2,63067 +0,00887
Slope 6,51212 + 0,037
Residual Sum of Squares 0,00656
3!0 N Pearson's r 0,99971
R-Square (COD) 0,99942
Adj. R-Square 0,99939

T T T T T T T T T 1
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45 0,50
Tempo (s)

57

Figura 36. Linearizagao (In(A«-Ai) da curva em
fungdo do tempo (s) no primeiro segundo da reagao
referente a reagdo entre ciclopaladado (1 mmol.L-")
com cisteina (40 mmol.L-") a 25 °C, pH=7,4 para
obtengao da constante de pseudo-primeira ordem em
relagéo a etapa rapida da reagao. (Kobs: 8,231).
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Figura 37. Linearizag&o (In(A«-Ai) da curva em fungéo do tempo (s) no primeiro segundo da reagéo
referente a reagdo entre ciclopaladado (1 mmol.L-') com cisteina (50 mmol.L-') a 25 °C, pH=7,4 para
obtencéo da constante de pseudo-primeira ordem em relagéo a etapa rapida da reagéo. (Kobs: 9,174).
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Uma relagao linear pode ser observada na figura 38 referente aos valores
de kobs € a concentracdo de L-cisteina.

De acordo com a equacgao kobs = k1[RS] + k-1, foram calculados os valores
para as constantes de velocidades especificas ki1 e k-1 para a formagao da
espécie [Pd(dmba)(RS)tu], conforme a equacgao 4 (eq. 4):

K1

[[Pd(dmba)(Cl)tu] + RS- [Pd(dmba)(RS)tu] + CI  (eq. 4)

K-1
O valor de k1 (1743,7 M's") estd de acordo com outros sistemas

estudados na literatura os quais sugerem a saida do haleto e entrada do
nucledfilo (SUMMA et al., 2006).

Figura 38. Correlagéo linear entre Kobs € concentragao de total de cisteina pH = 7,4 para
obtencéo da primeira constante de segunda ordem (K1, coeficiente angular) através do ajuste
linear da reta. K1 = 1743,66 M-'s"! (etapa rapida). Dependente da concentragdo de cisteina.
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Ja a segunda etapa mais lenta ocorre logo apds o primeiro segundo da
reacao. A figura 39 demonstra o comportamento geral da reagao apds a etapa

rapida observando o intervalo de tempo lento da reacgao, de 1 s até 40 s.
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Figura 39. Ampliacdo da curva de absorgéo molecular a 330 nm com o tempo pela reacao entre
ciclopaladado (1 mmol.L') com variagdo da concentragdo de cisteina a 25 °C, pH=7,4, para
obtengao da constante de pseudo-primeira ordem no intervalo de 1 a 40 s. Etapa lenta.
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A partir dos graficos de In(A«-At) versus tempo (s), conforme ilustradas
pelas figuras 40, 41, 42, 43 e 44, foram determinadas as constantes cinéticas
de pseudo primeira ordem observadas (kobs) da etapa lenta cujas curvas

individuais em cada variacdo da concentracao de cisteina encontram-se no

apéndice.



Figura 40. Linearizagao (In(A«~-Ai) da curva em funcéo
do tempo (s) no primeiro segundo da reagao referente
a reagao entre ciclopaladado (1 mmol.L-') com cisteina
(10 mmol.L-") a 25 °C, pH=7,4 para obtencdo da
constante de pseudo-primeira ordem em relagdo a
etapa lenta da reacdo. (Kobs: 0,057).
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Figura 42. Linearizagao (In(A«~-Ai) da curva em funcéo
do tempo (s) no primeiro segundo da reagao referente
a reacao entre ciclopaladado (1 mmol.L-') com cisteina
(30 mmol.L-") a 25 °C, pH=7,4 para obtencdo da
constante de pseudo-primeira ordem em relagdo a
etapa lenta da reacgdo. (Kobs: 0,068).
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Figura 41. Linearizagao (In(A«~-Ai) da curva em fungao
do tempo (s) no primeiro segundo da reacgéo referente
a reagao entre ciclopaladado (1 mmol.L-') com cisteina
(20 mmol.L-') a 25 °C, pH=7,4 para obtengdo da
constante de pseudo-primeira ordem em relagéo a
etapa lenta da reacdo. (Kobs: 0,064).
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Figura 43. Linearizagao (In(A«~-Ai) da curva em fungao
do tempo (s) no primeiro segundo da reacgéo referente
a reagdo entre ciclopaladado (1 mmol.L-") com cisteina
(40 mmol.L') a 25 °C, pH=7,4 para obtengdo da
constante de pseudo-primeira ordem em relacéo a
etapa lenta da reacéo. (Kobs: 0,071).
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Figura 44. Linearizacdo (In(A«~-Ai) da curva em fungéo do tempo (s) no primeiro segundo da reacéo referente a
reacgao entre ciclopaladado (1 mmol.L-") com cisteina (50 mmol.L-') a 25 °C, pH=7,4 para obtencao da constante
de pseudo-primeira ordem em relagao a etapa lenta da reagéo. (Kobs: 0,076).
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Como discutido anteriormente, a primeira etapa da reagao é dependente
da concentragao de cisteina concordante com a substituicdo do cloreto por este
ligante. A segunda etapa da reagdo € mais lenta e independente da
concentracdo de cisteina conforme observado na comparagao entre as
constantes de observacéo (figura 45).

Segundo a literatura (SUMMA et al., 2006), a interagdo do tiol com um
complexo metalico similar ocorre em duas etapa, a saber: substituicao do ligante
cloreto pelo tiol por meio da coordenagao do enxofre e, em seguida, quelagao
deste tiol por meio da ligacdo da amina ao metal e saida de ligante. Este
mecanismo é bem enquadrado para nossos estudos cinéticos.

Portanto, a elevada reatividade do haleto presente no complexo
ciclopaladado favorece pioneiramente sua substituigdo. E proposto e
considerado que o efeito trans do grupo -NH2 do ligante DMBA favoreca a

formacéo do quelato com o Pd, tornando o produto um quelato.
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Figura 45. Comparagédo entre Ki = 1743,66 mmol.L-""'s! (etapa rapida), dependente da
concentragdo de cisteina e K2 = 4,5 mmol.L-'s"! (etapa lenta), independente da concentragéo de
cisteina,

pH=7,4 a 25°C.
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A figura 46, propde o mecanismo de substituicdo seguido da formagao do
composto quelato. E importante ressaltar que uma terceira etapa da reacéo
bastante lenta foi observada e atribuida a substituicdo do ligante cisteina por
solvente. Esta etapa ocorre apds 40 s de reacéo e a fase de equilibrio nao foi
monitorada.

Nesse caso, a reagdo estudada é analoga as reagao com tioureia e
complexos cujo centro metélico € a Pt(ll) com ligantes tridentados cuja

investigagcao ocorre com grupos piridina e aminas (FILHO et al., 2006).
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Figura 46. Mecanismo de reagao proposto para a formagao do novo composto quelato.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O aminoacido selecionado, cisteina, como molécula de importancia
bioldgica para investigagdo do mecanismo de reagao entre este com o complexo
de paladio com potencial atividade anticancer, demonstrou ser de fundamental
relevancia, posto que, estdo presentes no meio de cultura utilizado em estudos
in vitro. Neste trabalho foi observado que a reacio entre ciclopaladado e a L-
cisteina tende a formar um novo composto.

Essa importdncia ocorre uma vez que O complexo majoritario,
possivelmente formado, estard& em maior proporcdo quanto ao complexo
precursor contendo o ligante cloreto, mostrando, portanto, que a estrutura do
complexo em meio de cultura contendo cisteina ndo permanece estavel. Assim,
o estudo da relagao estrutura—atividade destes complexos de paladio deve levar
em consideragao sua estabilidade em solugcdo e em presenca de moléculas de
importancia bioldgica, tais como a L-cisteina e a glutationa, entre outras.

O trabalho desenvolvido abre novas perspectivas de estudos atrelados,
principalmente, para a sintese e obtengcdo do produto formado pela reacao
estudada no presente trabalho. Pretende-se obter um monocristal, a fim
caracteriza-lo para que, em seguida, possa submeté-lo em investigacédo
biolégica nos meios de cultura de células tumorais.

A realizacdo de novos experimentos de UV-vis e RMN em diferentes
concentragdes investigando a reagao entre novas classes de aminoacidos,
também podera conduzir novas possibilidades de compreensao e interpretagao
de resultados em ensaios de citotoxidade com outras linhagens tumorais e

linhagem de células normais.
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6 APENDICE

Figura 47. Mapa de contorno HSQC para o ligante cisteina realizado em 4-DMSO a 14,1T.
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Figura 48. Expansdo do mapa de contorno HSQC para o complexo livre realizado em 4-DMSO
a141T.
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Figura 49. Expanséo do mapa de contorno HSQC para o complexo livre realizado em DMSO g6
a141T.
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Figura 50. Expansdo do mapa de contorno HSQC para o complexo livre realizado em 4-DMSO
a14,1T.
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Figura 51. Ampliagdo do espectro de RMN 'H para o produto formado pela reagao realizado em
6-DMSO a 14,1T.
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Figura 52. Ampliagado do espectro de RMN 'H para o produto formado pela reagdo realizado em
06-DMSO a 14 ,1T.
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Figura 53. Ampliacdo da comparagéo dos espectros de RMN de 'H para o complexo precursor
com cisteina complexada realizado em 4-DMSO a 14,1T.
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Figura 54. Mapa de contorno HSQC para o complexo precursor com cisteina complexada
realizado em 4-DMSO a 14,1T.
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Figura 55. Ampliagdo do mapa de contorno HSQC para o complexo precursor com cisteina
complexada realizado em 46-DMSO a 14,1T.
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Figura 56. Ampliacdo do mapa de contorno HSQC para o complexo precursor com cisteina
complexada realizado em 4-DMSO a 14,1T.
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Figura 57. Ampliagdo do mapa de contorno HSQC para o complexo precursor com cisteina
complexada realizado em 4-DMSO a 14,1T.

T ; : . . - - ; . . - . ; . . T . . . - T .
4.0 25 2.0 25 F2 [ppm]



