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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar estruturalmente
compostos ciclopaladados motivado pela possivel aplicagdo dos mesmos como
farmacos antitumorais. Os complexos foram sintetizados utilizando como
precursores 0S COMpostos [Pd(S(-)-CZ,N-dmpa)(CI)]z (1) {S(-)-CZ,N-dmpa =
SN,N-dimetil-1-feniletilamina} e [Pd(C?N-dmba)(Cl)],, (6) {C%N-dmba = N,N-
dimetilbenzilamina) dos quais foram obtidos os dimeros [Pd(S(_)-CZ,N-dmpa)(X)]
(X =12, N3 3, NCS 4 e NCO 5) e [Pd(C%N-dmba)(X)]. (X =17, N3 8, e NCO 9)
pela reacdo com os sais KI, NaN3, KNCS e KNCO, respectivamente. Estes
dimeros foram clivados com o ligante 2,6-lutidina obtendo-se os compostos
[Pd(S()-C*N-dmpa)(X)(luti)] (X = CI 10, | 11, N3 12 e NCO 13) e [Pd(C*N-
dmba)(X)(luti)] (X = Cl 14, 1 15, N3 16, e NCO 17). As suas estruturas foram
propostas com base em medidas de analise elementar, espectroscopia
vibracional na regidao do infravermelho, espectroscopia de RMN e por difracédo
de raios X em monocristal.

As espeécies 1-5, 10, 12, 13, 14, 15 e 17 tiveram seus comportamentos térmicos
investigados por termogravimetria e analise térmica diferencial.

Os ciclopaladados 10-13 tiveram seus efeitos citotoxicos avaliados frente as
linhagens de glioblastomas U251 e T98G e de melanomas humanos HT144 e
LB737 MEL. Os compostos 14-17 foram testados frente as linhagens celulares
de melanoma murino B16F10-Nex2, melanoma humano A2058, Skmel-10 e
Skmel-05, de carcinoma murino de mama 4T1. Estas linhagens de células
representam modelos de tumores extremamente agressivos, evidenciando que
os resultados da citotoxicidade in vitro dos compostos apresentam potencial
para estudos bioldgicos mais aprofundados. A cisplatina — farmaco antitumoral
inorganico, empregado em aproximadamente 50% de todos os tratamentos de
cancer — foi utilizada como padrdo para fins de comparacdo. Os valores de
ICs0 (Concentracdo que inibe 50% do crescimento celular) mostraram que os
compostos [Pd(S(_)-Cz,N-dmpa)(X)(Iuti)] (X=CI10,111, N3 12 e NCO 13) foram
tdo citotdxicos quanto a cisplatina; e os compostos [Pd(C? N-dmba)(X)(luti)] (X
= Cl 14, 1 15, N3 16, e NCO 17) foram mais citotoxicos que a cisplatina, sendo
cerca de 100 vezes mais ativos que a cisplatina. Além disso, foi realizado

ensaio hemolitico para verificar a capacidade dos compostos em provocar
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hemolise em células sanguineas saudaveis. E o estudo de interacdo com DNA
indicou que houve interacdo dos complexos 14-17 com a molécula do DNA.

A capacidade dos complexos em inibir o crescimento dos bacilos
Mycobacterium tuberculosis, foi avaliada e os valores de CIM (concentragéo
inibitéria minima) obtidos indicaram que em relacdo a pirazinamida o0s

complexos 10 - 13 foram aproximadamente 12 vezes mais ativo.



ABSTRACT

The presente study aimed to synthesize and characterize structurally
cyclopalladated compounds motivated by their possible applications as
antitumor drugs. The complexes were synthesized using as precursors the
compounds [Pd(S()-C? N-dmpa)(Cl)]. 1) {S()-C*N-dmpa =
SN,N-dimethyl-1-phenethylamine} e [Pd(C? N-dmba)(Cl)],, (6) {C*N-dmba
N,N-dimethylbenzylamine} which were obtained [Pd(S¢,-C* N-dmpa)(X)] (X = |
2, N3 3, NCS 4 e NCO 5) e [Pd(C?N-dmba)(X)]. (X =1 7, N3 8, e NCO 9) dimers
by reaction with the salts KI, NaN3, KNCS e KNCO, respectivelly.

These dimers were cleaved with 2,6-lutidine ligand producing [Pd(S(-)-Cz,N-
dmpa)(X)(luti)] (X = CI 10, 1 11, N3 12 e NCO 13) e [Pd(C? N-dmba)(X)(luti)] (X =
Cl 14,115, N3 16, e NCO 17).

Their structures were proposed based on measurements of elemental analysis,

infrared and NMR spectroscopy and X-ray diffraction on single crystal.

The thermal behavior of compounds 1-5, 10, 12, 13, 14, 15 and 17 was studied
by thermogravimetry and differential thermal analysis.

The cytotoxicity effects of the cyclopalladated 10-13 were carried out using
tumor cell lines glioblastoma (U251 and T98G) and human melanoma (HT144
and LB737 MEL). The compounds 14-17 were tested against tumor cell lines
murine melanoma (B16F10-Nex2), human melanoma A2058, Skmel-10 and
Skmel-05, and mammary carcinoma murine 4T1. These cell lines represent
extremely aggressive tumor models, showing the in vitro cytotoxicity results of
the compounds have potential for more detailed biological studies. The cisplatin
— inorganic antitumor drug has been used in 50% of cancer tratament, were
used as standart.

The ICsp (concentration that inhibits 50% of cell growth) values showed that the
compounds [Pd(S(-)-Cz,N-dmpa)(X)(Iuti)] (X=CIl 10,111, N3 12 e NCO 13) are
as cytotoxic as cisplatin; in contrast the compounds [Pd(C? N-dmba)(X)(luti)] (X
= Cl 14, 1 15, N3 16, e NCO 17) are more cytotoxic than cisplatin, being about
one hundred times more active. Forthermore, was investigated their ability to
cause hemolysis in healthy blood cells. The interaction DNA study reveals

interactions of the compounds 14-17 with DNA molecule.



The ability of the complexes to inhibit the growth of Mycobacterium tuberculosis
bacilli was evaluated and MIC (minimum inhibitory concentration) values
obtained indicate that in relation to pyrazinamide the complexes 10-13 were

approximately 12 times more active
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1 INTRODUCAO

No presente estudo apresentar-se-a a discussao estrutural de novas espécies
ciclopaladadas, cujos ensaios preliminares de citotoxicidade frente a diversas
linhagens tumorais sugerem que sdo promissoras como agentes anti-neoplasicos. A
seguir sdo expostas algumas consideracdes que justificam o estudo de compostos

metalicos, especialmente os de paladio, como agentes antitumorais.
1.1 Desenvolvimento da Quimica Bioinorgénica

Muitos metais desempenham fun¢des Unicas e indispensaveis a manutencao
da vida em diversos organismos vivos, tais como transporte e ativagdo de Oy,
transporte de elétrons, centro catalitico em processos redox, em processos acido-
bases e funcéo estrutural (BARAN, 2005; BERALDO, 2005, THOMPSON; ORVIG,
2003).

Metais perdem elétrons com facilidade, formando ions carregados
positivamente e é na forma catidnica que executam suas fun¢des em sistemas vivos,
devido a melhor solubilidade em fluidos biol6gicos (ORVIG; ABRAMS 1999).

A atracdo destes cations por moléculas, tais como proteinas e DNA, ricas em
elétrons, define a tendéncia de ions metalicos a se ligarem e interagirem com
moléculas biolégicas (ORVIG; ABRAMS, 1999; BERALDO, 2005). O mesmo
principio aplica-se a afinidade de ions metélicos por moléculas pequenas e ions
cruciais para a vida, como o oxigénio (O,), 6xido nitrico (NO), entre outros (ORVIG;
ABRAMS, 1999; LIPPARD, 2006).

Esta versatilidade dos metais associada a sua disponibilidade foram fatores
essenciais para a incorporacdo dos mesmos, durante evolugcdo natural, em
processos bioquimicos celulares.

Ainda que o conhecimento sobre as fungbes bioldgicas dos metais seja
recente, seu uso em medicina tem registros milenares. Misturas contendo ferro eram
usadas no Egito 1500 anos antes de Cristo. No século XVI o médico suico
Theophrastus Paracelsus desenvolvia e usava compostos a base de mercurio para o
tratamento da sifilis (ORVIG; ABRAMS, 1999; BERALDO, 2005).

No entanto, a quimica bioinorganica estruturada nos moldes atuais teve suas

origens em meados do século XX. Seu marco inicial foi com a divulgacéo de estudos
7



conduzidos com metaloproteinas e metaloenzimas, biomoléculas que possuem
metais em seus sitios ativos, na primeira conferéncia de pesquisa de Gordon sobre
Metais em biologia realizada na escola de New Hamptom, em New Hampshire, e
originalmente denominada “Metais e ligacdo metalica em biologia” (GRAY, 2003;
NGUYEN et al., 2007).

Importantes contribuicbes para o desenvolvimento desta area do
conhecimento foram feitas por Paul Ehrlich, introduzindo as primeiras ideias da
relacdo entre a estrutura e a atividade e o conceito de indice terapéutico. Empregou
compostos de arsénio no tratamento contra a sifilis, obtendo o primeiro composto
organometalico bioativo bem sucedido no tratamento antisifilis, o cloridrato de
4,4’(1,2-diarsenil)bis[2-aminofenol], o Salvarsan (NGUYEN et al., 2007). Destacou-
se, também, o trabalho de Alfred Werner, considerado o pai da Quimica de
Coordenacao por propor uma explicacdo para a estrutura e a ligacdo quimica nos
complexos metalicos (BERALDO, 2005).

Embora houvesse melhor compreensdo das fungdes biologicas exercidas
pelos metais e os trabalhos de Ehrlich e Werner tivessem contribuido imensamente
para 0s avancos nesta area, o uso de compostos inorganicos para fins medicinais foi
muito limitado até o final do século XX. A preocupacdo com a toxidez, principalmente
pelo uso de metais ndo essencias, era a principal restricdo. Mas a descoberta das
propriedades antitumorais da cisplatina, cis-[Pt(NHz)2(Cl).], e a melhor compreenséao
do conceito dose-resposta, introduzido por Ehrlich renovaram o interesse de
pesquisadores na quimica medicinal baseada em metais (NGUYEN et al., 2007,
THOMPSON; ORVIG 2003).

No entanto, o emprego de qualquer composto, seja ele, organico ou
inorganico, como um agente medicinal necessita a avaliacdo de alguns critérios. O
requerimento mais trivial € que o agente quimico apresente um efeito benéfico do
ponto de vista médico e efeitos colaterais minimos. O beneficio relativo de um
farmaco comparado a sua toxicidade € expresso em termos do seu indice
terapéutico. Isto €, a razdo entre a dose necessaria para matar 50% dos animais
testados (LDsoy) € a dose requerida para produzir uma resposta terapéutica efetiva
em 50% dos animais testados (EDsge), LDsgw/EDsos. Um indice terapéutico alto é
notavelmente desejavel, indicando que uma dose relativamente alta é necessaria

para a observacao de efeitos toxicos, em relacdo a dose requerida na obtencéo dos
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efeitos terapéuticos. Contudo, este parametro deve ser empregado apenas para fins
comparativos entre os diferentes compostos avaliados, uma vez que nestes
resultados ndo € considerado a escala de tempo que o farmaco leva para ser
processado pelo organismo e excretado. Sendo assim, apesar do composto
apresentar um indice terapéutico alto, o que indica que o aumento da dose aumenta
seus beneficios terapéuticos, havera um momento em que os efeitos benéficos
serdo superados pelos toxicos, pois sua concentracao torna-se tao alta quanto a que
€ prejudicial ao paciente. Logo, ha uma faixa de concentracao particular, associada
a um regime de dosagem, os quais mantém os efeitos terapéuticos desejaveis
(JONES; THORNBACK, 2007).

Um composto farmacéuticamente util deve possuir biodisponibilidade e
biodistribuicAo apropriados, permitindo que ultrapasse barreiras tal como, a
membrana celular, a qual delimita o0 mundo exterior do sitio de agdo dos farmacos.
As taxas de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e eliminacdo de um farmaco
determina sua farmacocinética(JONES; THORNBACK, 2007).

Portanto, para ser efetivo um farmaco deve permanecer estavel in vivo por
tempo suficiente para que exerca seu efeito no alvo especifico, sem se acumular
irreversivelmente, de modo que os efeitos toxicos se manifestem (JONES;
THORNBACK, 2007).

A distribuicdo priméaria do farmaco pelo organismo ocorre via corrente
sanguinea. Portanto, o primeiro desafio a ser superado pelo composto farmacéutico
€ ser suficientemente sollvel no ambiente aquoso salino do sangue. Em segundo,
as interacbes com proteinas e outras espécies presentes no sangue devem ser
consideradas. Estas consideracdes s&do particularmente importantes para
metalofarmacos, uma vez que proteinas podem competir pela ligagcdo ao metal e,
entdo, influenciar sua biodistribuicdo e propriedade. Em alguns casos este pode ser
um efeito desejavel em outros ndo. Como exemplo, gdlio radiotivo é facilmente
convertido a uma forma insollivel em agua, portanto é injetado como citrato de galio,
forma mais estavel. No sangue proteinas de transporte de ferro, transferrina,
competem pelo galio e transferem-no para outros sitios em que é depositado. Por
outro lado, a ligacdo a proteinas séricas do sangue podem levar a uma distribuicao
indesejavel do metal, portanto pode ser necessario injeta-lo numa forma mais

resistente a ligacdo competitiva pelas proteinas séricas. Um desafio adicional é
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fornecido por processos metabdlicos naturais que influenciam a quebra de
substancias quimicas no corpo. No caso de metalofarmacos, este processo pode
libertar o metal e permitir que ele seja convertido a uma forma que se acumule no
organismo(JONES; THORNBACK, 2007).

A natureza do alvo a ser atingido por qualquer farmaco depende, obviamente,
de interacdes especificas entre ele e a biomolécula. Muitos complexos metalicos
citotoxicos tém como alvo o DNA, devido a sua importancia na replicacdo e
viabilidade celular. Compostos de coordenagdo demonstram muitos modos de
interacdo aos polinucleotideos, incluindo ligagdes ndo covalentes de esfera externa,
coordenacdo do metal as nucleobases ou ao grupo fosfato, bem como, pela
clivagem da fita induzida pelo uso de centros metalicos redox ativos. Os metais de
transicdo, como a platina e o ruténio, favorecem a ligacdo aos nitrogénios das
bases, especialmente a guanina. Titanio e outros metais podem se ligar tanto as
nucleobases quanto ao esqueleto de fosfatos (FARREL, 2003).

Portanto, o entendimento das funcdes que metais e complexos metalicos
desempenham nos sistemas biolégicos fornece uma plataforma versatil para o
design de novos farmacos, principalmente no que concerne a sua utilizacao para o
tratamento do cancer, uma vez que a cisplatina, farmaco derivado da platina, é o
mais amplamente empregado no tratamento desta doenca. (ALLARDYCE; DYSON
2016).

O céncer é, segundo o documento World Cancer Report 2014 da International
Agency for Reaserch on Cancer (larc), um problema de saude publica. Estima-se, no
Brasil, que uma entre cada 80 pessoas tem cancer (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER, 2015).

Far-se-a algumas consideracfes sobre esta patologia considerada a principal

causa de morbidade e mortalidade em todas as regidées do mundo.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

As caracterizacdes espectroscopicas, principalmente por difracdo de raios X
em monocristais, dos compostos [Pd(S(_)-CZ,N-dmpa)(X)]z (X=Cl1,12,N33,NCS 4
e NCO 5), [Pd(S()-C* N-dmpa)(X)(luti)] (X = Cl 10, I 11, N3 12 e NCO 13) e [Pd(C?N-
dmpa)(X)(luti)] (X = CI 14, 1 15, N3 16 e NCO 17) sintetizados neste trabalho de
doutorado, forneceu detalhes estruturais valiosos para a identificacdo e
compreensao da estabilidade destes ciclopaladados. Os dados indicaram que o0s
compostos 1-5 sdo dimeros devido a coordenacdo em ponte dos haletos (Cl e I) e
dos pseudohaletos (N3, NCS e NCO), em que a coordenacdo em ponte dos anions
azida e cianato ocorre por um unico atomo de N e a do anion tiocianato pelos
atomos de N e S. Os compostos 10-17 sdo mondmeros resultantes da clivagem dos
respectivos dimeros com o ligante 2,6-lutidina. A geometria de coordenacao ao redor
do centro metalico € quadratica planar levemente distorcida evidenciada pelos
angulos de ligacdo obtidos dos dados cristalograficos. Nos dimeros o plano de
coordenacao € formado pela ligacdo quelante dos atomos de N e C do ligante dmpa
e por dois &tomos de Cl, I, N-azida, N-cianato e N,S-tiocianato no complexos 1, 2, 3,
4 e 5 respectivamente. Nos mondmeros os planos de coordenagédo sdo formados
pelos atomos de C e N dos ligantes ciclometalados dmpa ou dmba, pelo N do ligante
2,6-lutidina e pelo atomo do hateto (cloro ou iodo) ou do pseudohaleto (N-azida ou
N-cianato).

A influéncia trans da ligacdo Pd-C sobre as liga¢cées Pd-X sdo identificadas,
tanto nas espécies diméricas quanto nos monémomeros. Foi possivel observar que
este efeito € mais pronunciado nos compostos com iodo, como observado pelas
distancias de ligacdo Pd-X nos compostos [Pd(C? N-dmpa)(l)(luti)] Pd-1 (2,7415(3) A)
em relacdo as ligacdes Pd-Cl (2, 4193(5) A), Pd-N(azida) (2,139(2) A) e Pd-
N(cianato) (2,1929(3) A); o que foi razoavelmente explicado pela teoria da
polarizacéo eletrostatica.

Outro aspecto estrutural interessante destes compostos decorrente do efeito
trans € a labilidade das ligacGes Pd-X, a qual facilita a interconversdo dos complexos
nas suas conformacdes cisoide e transoide como observado nos espectros de RMN
'H dos compostos [Pd(S()-C*N-dmpa)(X)]> (X = Cl 1, | 2, N3 3 e NCO 5) e
evidenciado em trabalhos como o de Ryabov et al., 1995, Edwards et al., 2005 e

Gul; Nelson, 2000. As estruturas destes compostos mostram a formacéo do isbmero
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CiS em o0posicdo ao composto [Pd(S(_)-CZ,N-dmpa)(NCS)]z (4) que cristaliza no
isbmero trans se mantendo como uma espécie estavel também em solucdo. Este
fato € atribuido & natureza ambidentada do &anion tiocianato, que possibilita a
coordenacdo via atomo de N ou S, dependendo a natureza do contra-ligante,
conhecido como efeito antissimbidtico descrito por Pearson, 1973, e que torna este
complexo mais estavel no estado sdélido, comprovado pela analise
termogravimétrica, e em solucéo, dificultando até mesmo a clivagem pelo ligante
2,6-lutidina.

A coordenacéo do ligante 2,6-lutidina ocorre de forma perpendicular ao plano
de coordenacdo do paladio e aumenta o impedimento estérico ao redor do metal
dificultando reacdes de troca de ligantes por mecanismos associativos, e
consequentemente aumentando a estabilidade quimica dos complexos em meio
bioldgico.

As analises espectroscopicas bem com as analises elementar e
termogravimétrica corroboram com as férmulas e estruturas propostas para 0s
complexos. O comportamento térmico dos compostos sdo semelhantes com uma
etapa inicial de decomposicdo em que todos os ligantes séo perdidos, seguido da
formacédo de mistura de PdO e Pd°, na qual é possivel observar em alguns casos
absorcdo de O,. Na Ultima etapa de decomposicdo é obtido como residuo Pd°
resultado da reducéo de PdO existente e evidenciado pelo evento endotérmico na
curva DTA, caracteristico dos compostos de paladio (STEVANATO; MAURO;
GODOY NETTO, 2009; SANTANA et al. 2005)

Os testes de citotoxicidade frente a linhagens de varios tumores murinos e
humanos indicaram que estes compostos apresentam potencial para candidatos a
farmacos.

Os compostos 10-13 testados frente as linhagens de glioma U251, T98G e
melanomas humanos malignos HT144 e LB373 MEL mostraram resultados
comparaveis ao da cisplatina, farmaco utilizado no tratamento de varios tumores. Ja
0s compostos 14-17 testados frente as linhagens tumorais murinas de mama e
melanoma, 4T1, B16F10-nex2, respectivamente, e linhagens tumorais humanas de
melanoma A2058, Skmel-110, Skmel-05, mostraram-se mais ativos que a cisplatina.

Frente a linhagem A2058 considerada um modelo de tumor maligno altamente
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agressivos e de alta resisténcia a tratamento, os compostos foram cerca de 52
vezes mais citotoxico que a cisplatina.

Verificou-se que o ligante 2,6-lutidina tem papel crucial para a atividade
citotoxica dos complexos, assim como observado por Edwards et al., 2005. Isto
também pode ser observado, comparando-se complexos analogos, por exemplo, no
complexo [Pd(dmba)CI(L)] a substituicdo do ligante (L) tu (tiouréia) pela 2,6-lutidina
aumenta a atividade do mesmo. O complexo [Pd(dmba)(Cl)(tu)] (MORO et al., 2009)
apresenta valor de ICs; de 72,4 umol L™ frente a linhagem LM3, enquanto o
[Pd(dmba)(Cl)(luti)] 14 apresenta valores entre 0,55 — 6,17 pmol L' para as
linhagens , 4T1, B16F10-nex2, A2058, Skmel-110 e Skmel-05.

A necessidade de avaliar a toxicidade destes compostos frente a células
saudaveis, para uma possivel aplicacdo como farmaco antitumoral, levou a
realizacdo de um estudo prévio da toxicidade dos complexos 10-17 pelo ensaio
hemolitico. Os resultados sugerem que 0S compostos ndo apresentam acao
hemolitica efetiva, ou seja, ndo sao téxicos para eritrocitos humanos, nédo agredindo
a membrana das células sanguineas.

O estudo qualitativo por espectroscopia no UV-vis indica que houve interacao
entre os complexos 14 - 17 e o DNA.

Os ensaios com o0s bacilos da M tuberculosis mostraram resultados
promissores para 0os compostos 10-13, os quais foram aproximadamente 12 vezes
mais ativos que o farmaco padrdo, pirazinamida, utilizado no tratamento contra
tuberculose. Estes ensaios mostraram a importancia da natureza do ligante do anel
ortometalado para a atividade do composto. Os compostos com o ligante dmpa
apresentaram atividade inferior a 10 pug mL™ e os com dmba > 25 pg mL™. Foi
possivel observar nestes ensaios que a presenca de ligantes mais volumosos como
I, N3 e NCO torna os complexos mais ativos. Estas evidencias sugerem que o
aumento do carater hidrofébico tem papel essencial para a atividade dos complexos.
O composto [Pd(dmpa)(N3)(luti)] (12), com azida, foi 0 mais ativo. O azida de sodio
apresenta citotoxicidade relevante frente aos bacilos da TB, observa-se, portanto um
efeito sinérgico com a coordenacéo.

Pretende-se para dar prosseguimento aos estudos biolégicos com os
complexos 10 - 17 realizar novos testes in vitro que permitam avaliar a citotoxicidade

frente outras linhagens tumorais e as suas toxicidades frente a células saudaveis,
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bem como verificar os mecanismos de morte celular. Além de estudos mais
aprofundados de interacdo com o DNA com o auxilio de técnicas a espectroscopia
de dicroismo circular, medidas de viscosidade, eletroforese, entre outras; e possiveis
interagdes com outros alvos farmacolégicos, como as Topoisémerases e a catepsina
B.
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