Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

Instituto de Quimica - Campus de Araraquara

Ana Maria Romao Polez

Sintese, caracterizacdo e estudo da interacdo com o DNA de um ciclopaladado

contendo tetralonaoxima e 2,6-lutidina

Araraquara
2023



Ana Maria Roméao Polez

Sintese, caracterizacao e estudo da interacdo com o DNA de um ciclopaladado

contendo tetralonaoxima e 2,6-lutidina

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado ao
Instituto de Quimica da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” como parte dos
requisitos para obtencéo do titulo de Bacharel em

Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy Netto

Co-orentador: Prof. Dr. Renan Lira de Farias

Araraquara
2023



Polez, Ana Maria Romao
P765s Sintese, caracterizacéo e estudo da interacdo com o DNA de um
ciclopaladado contendo tetralonaoxima e 2,6-lutidina / Ana Maria
Romao Polez. -- Araraquara, 2023
48 f. -l

Trabalho de conclusédo de curso (Bacharelado - Quimica) -
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Quimica,
Araraquara

Orientador: Adelino Vieira de Godoy Netto

Coorientador: Renan Lira de Farias

1. Céancer. 2. Paladio. 3. Oximas. 4. Farmacos. 5. DNA. |. Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Biblioteca do Instituto de
Quimica, Araraquara. Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha ndo pode ser modificada.




ANA MARIA ROMAO POLEZ

SINTESE, CARACTERIZAGAO E ESTUDO DE INTERACAO COM O DNA DE UM
CICLOPALADADO CONTENDO TETRALONAOXIMA E 2,6-LUTIDINA..

Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC)
apresentado ao Instituto de Quimica,
Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” como parte dos requisitos
para obtencao do titulo de Bacharelado em
Quimica.

Araraguara, 13 de janeiro de 2023

BANCA EXAMINADORA

Dados: 2023.01.13 15:50:20 -03'00"

~ Assinado de forma digital por
q/".f! /’7/; Adelino Vieira de Godoy
| t{d ~ Netto: 19560697803
L !),

Prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy Netto

Instituto de Quimica — UNESP - Araraquara

Dacuments assinado digitalmente

b ANGELICA FLLEN GRAMINHAWERDNI
g u Data: L6/ 3033 1033470100

Werifique em https:/ fverificador, it br

Dr2. Angelica Ellen Graminha

Instituto de Quimica — UNESP - Araraquara

Documento assinadoe digitalmente

Ub THALES REGGIAKI DE MOLIRA
g Ll Data: 1&/01/202% 10:59:42.0100

Weritgque em hittps: fserificadoritubr

Dr. Thales Reggiani de Moura

Instituto de Quimica — UNESP - Araraquara


Stamp

Stamp

Stamp


Dedico esse trabalho as minhas avés Maria e Anita (in memoriam).



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Prof. Dr. Adelino, pela oportunidade concedida de fazer do
grupo, por toda paciéncia, ajuda, compreensao e apoio nas horas mais dificeis, pela

amizade e confian¢a ao longo dos anos.

Ao meu co-orientador Prof. Dr. Renan Lira, por todo carinho, palavras de
incentivo, paciéncia e toda confianca direcionada a mim desde a minha primeira

sintese.

A todos os meus colegas que fizeram e fazem parte do grupo de Quimica de
Coordenacao e Organometdlicos: Renanzinho, Débora, Wladimir, Barbara, Débora,
Thales, Andresa, Angelica, Heitor, Pedro, Arielly, Ronaldo, Ana Beatriz por toda ajuda
oferecida desde 0 momento em que entrei no grupo, pelas conversas descontraidas

na copa do Departamento.

Ao Rafael (PT) pela infinidade de espectros de infravermelho, pela amizade ao

longo dos anos e pelas melhores playlists (contendo Creed, obviamente).

Aos colegas de Departamento, em especial a Prof Regina pelo carinho e

confianca no meu trabalho como monitora, ao Chicéria e Cross pelo apoio de sempre.

Ao Nivaldo pela obtencdo dos espectros de RMN, bem como as frutiferas

discussbes do mesmo, pela amizade e momentos de descontracéo.

Aos meus colegas de graducdo Fabio, Held, Larica, Ramiro, Lucy, Jean,

Marcos e Marina, por toda a ajuda e companheirismo nas horas mais dificeis.

Ao grupo do INSS, em especial a Marininha, Vinicios (Vibra), Rodolpho,
Leonardo Albino, Guilherme, Isabela, Laura, Leonardo (Leléo), Bruno e Douglas por

toda amizade, idas ao Raiz e os melhores churrascos.

As minhas amigas e irmas Natany e Nathalia pela amizade, companheirismo,

carinho, apoio e incentivo ao longo dos anos.

Aos meus amigos Marco Roberto e Lucas pela amizade, carinho, incentivo,
companheirismo, ensinamentos e pela constante presenca nos melhores momentos

e nos mais dificeis.

Ao meu primo Joao (Juninho) pela amizade, pelos momentos vividos e 0s que

ainda estéo por vir, por todo o apoio e incentivo de sempre.



A minha familia, em especial ao meu tio Guilherme que sempre esteve presente
na minha vida, ao meu primo Vitor (Gatito) pelos melhores momentos que ja vivi ao
seu lado desde a sua chegada a nossa familia, a Mayara por toda amizade ao longo
dos anos, a minha irma Jaqueline que sempre fez questdo de ser e estar presente em

todos 0os momentos.

Aos meus pais, Aparecida e Herso, que sempre fizeram tudo por mim desde o

meu nascimento, sem vocés nada seria possivel.
Ao Instituto de Quimica da UNESP por toda infraestrutura oferecida.

A CNPq pelo apoio financeiro na forma de bolsa de Iniciagédo Tecnoldgica.



“All that is gold does not glitter,
Not all those who Wander are lost.”
(TOLKIEN, 2002, p. 170)*

1 TOLKIEN, J. R. R. Lord of the Rings: Lord of the Rings. Sdo Paulo: Harper Collins 2002.



RESUMO

O cancer é a segunda doenca que mais causa mortes no mundo. Dentre os
tratamentos mais empregados, destaca-se a Quimioterapia, que sdo administrados
farmacos a base de platina. Entretanto, estes compostos apresentam algumas
limitacbes como baixa seletividade e efeitos colaterais. Nota-se uma significativa
demanda por novos metalofarmacos capazes de superar tais problemas. Assim, neste
trabalho apresenta-se o desenvolvimento e estudo de interagdo com o DNA de um
novo composto ciclopaladado contendo os ligantes tetralonaoxima e 2,6-lutidina, do
tipo [PdCl(tetrox)(luti)], onde tetrox = tetralonaoxima e luti = 2,6-lutidina. O composto
foi caracterizado através das técnicas de infravermelho (IV) e ressonancia magnética
nuclear (RMN) de *H, HSQC e HMBC e andlise elementar (CHN%). Adicionalmente,
a estrutura cristalina e molecular do composto 1t-AM foi interpretada através da
técnica de difracdo de raios X por monocristal. As habilidades dos compostos em
estimular a perda de viabilidade celular da linhagem MRC5 (pulméo) estdo sendo
avaliadas pelo método colorimétrico MTT. Finalmente os perfis de interagdo com o
DNA foram investigados via titulacdo espectrofotomética (K» = 3,05x10% M),

supressao de fluorescéncia (10%) e dicroismo circular (DC).

Palavras-chave: cancer; paladio; oximas; farmacos; DNA.



ABSTRACT

Cancer is the second main cause of death in the word. Among the most used
treatments, Chemotherapy stands out, in which platinum-based drugs are
administered. However, these compounds have some limitations such as low
selectivity and side effects. There is a significant demand for new
metallopharmaceuticals capable of overcoming such problems. Therefore, in this work
it is present the development and study of interaction with DNA of a new
cyclopalladated compound bearing tetraloneoxime and 2,6-lutidine, of the type
[PdClI(tetrox)(luti)], where tetrox = tetraloneoxime and luti = 2,6-lutidine. The compound
have been characterized by infrared (IR) and 'H nuclear magnetic resonance (NMR),
'H, HSQC and HMBC and elemental analysis (CHN%). Additionally, the crystalline and
molecular structure of the 1t-AM compound was interpreted using the single crystal X-
ray diffraction technique. The compounds' abilities to stimulate the loss of cell viability
towards cell line MRC5 (lung) are being evaluated by the MTT colorimetric method.
Finally, DNA interaction profiles have been investigated by spectrophotometric titration
(Kb = 3.05x104 M-1), fluorescence quenching (10%) and circular dichroism (CD).

Keywords: cancer; palladium; oximes; drugs. DNA



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Etapas da CarCiNOgENESE. .......cieiiviriiiiieeeeeiiiis e e e eeeiie e e e e et eeeeanaa e e 18
Figura 2 - Agentes metalofarmacos anticancer utilizados atualmente. ................... 18
Figura 3 - Mecanismo de agao da CiSplating..............ceevireeeeiiiiiiiiiiiiiie e 19

Figura 4 - Mecanismo associativo de substituicdo de ligantes em complexos
guadratico planares de paladio (I1). .......oeeeiiiiiiie e 20
Figura 5 - Exemplo de uma reacao envolvendo a aquacéo de um complexo contendo
o ligante bidentado quelante etilenodiamina (EN). .......ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiie e 21
Figura 6 - Representacdo esquemaética de ciclopaladados do tipo CY e YCY, sendo
Y = -NR2, NR, -PR2; -SR, =S, etc.; R1 e R2 = alquila, arila, etc. L = haletos, acetato,

(o PP TPPTR PPN 22
Figura 7 - Composto ciclopaladado proposto neste trabalho.............ccccoovvieiiiiiinee. 23
Figura 8 - Esquema da sintese do ligante tetralonaoxima (tetrox). ..........cccceeeeveeeee. 24
Figura 9 - Esquema da sintese do dimero precursor [Pd(C?N-tetrox)(u-CDJa. ........ 25
Figura 10 - Esquema da sintese do complexo 1t-AM. ........cccccoeiiiiiiiiiiiiieeeeeee e, 28

Figura 11 - Espectro de IV para a oxima (preto), dimero precursor (vermelho) e o

CoMPIEXO Lt-AM (AZUI). ... 30
Figura 12 - Espectro de RMN de 1H para o composto em CDCI3. ..............ccs 32
Figura 13 - Espectro de correlagdo HSQC (CDCls) de C e H para o complexo 1t-AM.
................................................................................................................................. 33
Figura 14 - Espectro de correlacdo HMBC (CDCIs) de C e H alifaticos para o complexo
LE-AM. e e e e e e e e ————————————— 34
Figura 15 - Espectro de correlagdo HMBC (CDCI3) de C e H aromaticos para o
COMPIEXO LE-AM. ..t e e ettt bbb e e e e e e e e e e e e e e eeeeanaanns 35

Figura 16 - Principais correlagdes observadas pelo HMBC para o ligante tetrox
presente N0 COMPOSLO LE-AM. ... e eaa s 36
Figura 17 - Principais correlacdes observadas pelo HMBC para o ligante luti presente
NO COMPOSTO LE-AM. oot e e e e e e e e et eeean e eeees 36
Figura 18 - Estrutura cristalina com complexXxo Lt-AM. .......cccciiiiiieriiiiiiiieereicne e, 37
Figura 19 - Estudo de estabilidade em solu¢&o para o complexo 1t-AM em DMSO-d6
nos intervalos de tempo de Oh, 24h @ 48h..........ccoooiiiiii i, 39
Figura 20 - Espectros eletronicos na regido UV-Vis para diferentes razées molares de
0 115 N P 42


file:///C:/Users/ana08/Desktop/IC/TCC/TCC%20AGORA%20VAI.docx%23_Toc121477829
file:///C:/Users/ana08/Desktop/IC/TCC/TCC%20AGORA%20VAI.docx%23_Toc121477837
file:///C:/Users/ana08/Desktop/IC/TCC/TCC%20AGORA%20VAI.docx%23_Toc121477838

Figura 21 - Determinagao da constante de ligacao Kb a partir da correlacao linear de

Benesi-HIdelbrand. ... 43
Figura 22 - Dicroismo Circular do DNA com relacéo de [1t-AM]/[DNA] variando entre
O T 0 PP 44

Figura 23 - Espectro de emisséo de fluorescéncia do Hoechst 33258-DNA com

concentracfes de 1t-AM variando entre 0-60 M. ...........coooiiiii i, 45



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Tabela 1 — Valores de CHN% obtidos e calculados para o complexo 1t-AM.

Tabela 2 - Principais absor¢des no infravermelho observadas nos espectros da tetrox,
do precursor metalico € do complexo Lt-AM. .......ccoouiiiiiiiiiiiii e, 31
Tabela 3 - Dados de RMN para 0 COmMPIEX0. ..........coeieiiiiiiiiiieeieiiee e 37
Tabela 4 - Principais distancias (A) e angulos (°) de ligacdo do composto 1t-AM.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A549: linhagem celular de cancer de pulméao

B-DNA: forma B do &cido desoxirribonucleico

CD: dicroismo circular

CDCls: cloroférmio deuterado

ctDNA: Acido desoxirribonucleico do timo de bezerro (calf thymus)
DMSO: dimetilsulfoxido

DMSO-ds: dimetilsulfoxido deuterado

DNA: Acido desoxirribonucleico

HMBC: Heteronuclear Multiple bond correlation

HSQC: Heteronuclear single-quantum correlation

ICso: concentracao inibitéria de 50% da viabilidade celular
IS: indice de seletividade

IV: infravermelho

KBr: brometo de potassio

luti: 2,6-lutidina

MRC-5: linhagem celular sadia de fibroblasto de pulméo
MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolio
NHzs: amonia; ligante Amin

Pd" : paladio (l1)

PPha: trifenilfosfina

Pt : platina (1)

RMN !H: ressonancia magnética nuclear de nucleo de hidrogénio
FBS: soro bovino fetal

UV-Vis: ultravioleta-visivel



SUMARIO

1. INTRODUGAO..... ..ottt 17
00 R %= o o= ST PPPPRP 17
1.2 Antitumorais abase de platina.............ceeiiiiiiiieiiii 18

1.3 Complexos de palddio como potenciais agentes citotoxicos contra células

L0010 010 ] =V ST PP PPTTPPPPPPN 20
1.4 Justificativa do trabalhno............coooi i 22
2 OBUJIETIVOS ..o et eeaans 23
2.1 ODJELIVO GEIaAl ....uunieiieieie e 23
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS . ..cuuiiiiiiiiiiie e 23
3 METODOLOGIA ... e e e e e e eees 24
3.1 Procedénciade reagentes € SOIVENLES ......cccecvvveiiiiiiieiiiiiiii e eeeeas 24
3.2 Obtencao dos compostos ciclopaladados ......cccccooveviviiiiiiiiiiiiiiieeeeeens 24
3.2.1Sintese da tetraloNa0XIMa ..........uuuuuuiiiiie e 24
3.2.2 Sintese do dimero precursor [Pd(C?,N-tetroX)(u-CD]2 .....ccovveeeeeiveeeeinnen. 25
3.2.3 Sintese do composto ciclopaladado [PdCI(tetrox)(Iuti)]..........ccevvvvvieeeennnns 25
3.3 Caracterizaco d0S COMPOSIOS c.eevuuuiiiiiiiiiiii e e e e e e e aeans 26
3.3.LANANISE EIEMENTA........uiiiiiiiiiiiiiiiiie e 26
3.3.2 Espectroscopia Vibracional na regiao do infravermelho.............c.cc....o.... 26
3.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear ...............ccccovvvvvvnnnnns 26
3.3.4 Difratometria de Raios X de monocristal..............cooooiiiiiiiiiiiiiiiiieee 26
3.4 Ensaio de estabilidade em SOIUCAOD...........cceveiiveiiiiiiiiiiicn e, 27
3.5 ENSAIOS DIOIOQICOS ..uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 27
3.5.1 Titulagéo Espectrofotométrica Com DNA .........cooviiiiiiiieee e, 27
3.5.2DICroiSMO CiICUIAT ......coeeiiiiiiiiee e e 28

3.5.3 Ensaio de Competicdo com Hoechst 33258 ..........cccooeeeiiiiiiiiieviiiieeeeee, 28



4 RESULTADOS E DISCUSSAO ....cooviueeeeeeeeeeeeeeeee et 28

O R OF- 1= 1] (=1 4= Lo - Lo 1PN 29
4.5.2 ANAlISE ElEMENTAr........ooi i 29
4.5.3 Espectroscopia Vibracional na regiao do infravermelho............................ 29
4.5.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear .............cccccccceeeeennn. 31
4.5.5 Difratometria de Raios X de monocristal.............cccooviiiiiiiiiiiiiiiiii, 37
4.6 Ensaio de estabilidade em SOIUCA0.........ccoeveeiiviiiiiii i, 38
4.7 ENSAIOS DIOIOGICOS .coiiiiiiiii et 40
4.7.2 Ensaios de interacdo com 0 CIDNA.......cooiiiiiii e 40
5. CONCLUSAO ...cooiiieteteieteete ettt ettt en e 45

REFERENCIAS ...oooeeeeeee e ettt e, 47



17

1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

Cancer € o termo que abrange um conjunto de doencas que possuem em
comum o crescimento desordenado de células que ocasionam a formacédo de tumores
(INCA 2022). As alteragBes genéticas destas células promovem danos a homeostase
dos tecidos a medida que as células mutadas se multiplicam. Tais células
transformadas caracterizam-se por rapidas taxas de proliferacdo e baixas taxas de

apoptose.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, o cancer € considerado como a
segunda maior causa de mortes em todo mundo (OMS 2022). Em pesquisas mais
recentes, o Instituto Nacional do Céancer (INCA) estimou mais de 2 milhdes de casos
novos no triénio de 2023 — 2025, sendo 704 mil casos novos por ano (INCA 2022).
Entre eles, 72 mil casos de cancer de préstata e 74 mil casos de cancer de mama. Em
comparacao com o triénio anterior, entre 2020 e 2022, foram estimados 625 mil novos
casos da doenca, sendo que as causas para esse rapido crescimento sdo complexas,
mas pode estar relacionado com o envelhecimento e crescimento da populagdo (INCA
2022).

O desenvolvimento de um tumor é chamado de carcinogénese ou oncogénese,
gue se da por diversos fatores, tais como a exposi¢do a agentes carcinogénicos, que
esta proporcionalmente relacionado aos habitos de vida de um individuo. Dentre os
fatores de risco, destaca-se o0 tabagismo, consumo de bebida alcodlica e
sedentarismo (INCA 2022).

A carcinogénese (Figura 1) envolve as etapas de iniciagdo, promocéo e
progressao. Quando os agentes cancerigenos entram em contato com as células
sadias, estes induzem a modificacdo em alguns genes (iniciacdo), ocasionando
alteracdes celulares. No entanto, nesta fase ainda nédo é possivel detectar a formacgéao
de um tumor. A promocdo ocorre quando as ceélulas iniciadas sdo expostas
frequentemente aos oncopromotores, sendo transformadas em células malignas.
Quando estas células se multiplicam de maneira desordenada, ocorre o estagio de

progresséo, que leva a formacao do cancer (INCA 2022).
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Figura 1 - Etapas da Carcinogénese.
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Fonte: elaborada pelo Autor (2023). Criado com biorender.com

Dentre as formas de tratamento disponiveis, destacam-se a radioterapia, cirurgia
e quimioterapia. Durante a quimioterapia, sdo administrados farmacos denominados
agentes antineoplasicos ou quimioterapicos, objetivando a reduc&o do quadro tumoral
(INCA 2022). Dentre os farmacos disponiveis, os agentes tumorais a base de platina
desempenham um papel muito importante nos regimes quimioterapicos. No entanto,
0 aumento da resisténcia celular bem como os efeitos colaterais associados ao uso

destes agentes é alvo de preocupacoes.

1.2 Antitumorais a base de platina

Desde que, fortuitamente, a atividade antineoplasica da cisplatina foi descoberta,
muitos complexos baseados neste metal foram planejados com o objetivo de obter
novos agentes antitumorais mais eficientes. Dentre eles, destacam-se a Carboplatina
e a Oxaliplatina, caracterizados por apresentarem vantagens sobre a cisplatina.
Outros farmacos foram aprovados em outros paises, como € o caso da nedaplatina
(Japao), lobaplatina (China) e heptaplatina (Korea), Figura 2 (FARIAS, 2020).

Figura 2 - Agentes metalofarmacos anticancer utilizados atualmente.
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Fonte: elaborada pelo Autor (2023).
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Compostos de Pt'" tem como principal mecanismo de sua acéo antitumoral, a
interacdo com o DNA. Quando a cisplatina € internalizada, seus ligantes Cl- sofrem
aquacdo, resultando na formacdo de complexos do tipo [PtNHsz]2(H20)2]%*. Os
aguocomplexos reagem majoritariamente com o N(7) da guanina, formando adutos
com essas nucleobases, conforme é descrito na Figura 3. Ao se ligar ao DNA, a lesao
resulta em uma distorcdo da estrutura de dupla hélice do DNA que, se nao for

reparada, conduz a uma cascata de eventos que culmina na morte celular.

Figura 3 - Mecanismo de acao da cisplatina.

Cisplatina ™., ™

"""""

@" Ocr Difusio ™
ativa
)

-+ Apoptose
{sem reparo)

Reparo -
(Resisténcia)

Fonte: elaborada pelo Autor (2023). Criado com biorender.com

Por outro lado, o DNA se encontra tanto nas células tumorais como nas células
sadias, com isso ambas as células sdo afetadas pelo mecanismo citotoxico. Sendo
assim, a cisplatina e seus analogos apresentam baixos indices de seletividade (1S),
gue proporcionam aos pacientes multiplos efeitos colaterais, como por exemplo
nefrotoxicidade, neurotoxicidade, nausea, vomito, dores de cabeca, entre outros,
durante o tratamento. Destacam-se ainda a resisténcia celular e os mecanismos de
defesa que podem diminuir o nivel de eficiéncia dos farmacos (GHOSH 2019, OUN et
al. 2018).
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Em face do exposto, muitos grupos de pesquisa tém buscado alternativas para
os complexos de platina usados medicinalmente visando obter complexos de platina

ou ndo capazes de destruir as células tumorais por outros mecanismos.

1.3 Complexos de paladio como potenciais agentes citotéxicos contracélulas
tumorais

Dentre os complexos pesquisados, os de Pd'" foram de inicio objetos constante
de investigacdo pela sua similaridade estrutural com os compostos de Pt'. No entanto
os compostos de Pd'" sdo mais labeis que os de Pt'" (MIESSLER; FISCHER; TARR,
2014). Sobre o ponto de vista de desenvolvimento de farmacos, essa é uma questédo
crucial, pois se o complexo ndo mantém sua estrutura integra até atingir o alvo
farmacologico sua utilidade como farmaco € nula. Nesse sentido, é possivel planejar
compostos de paladio (1) menos labeis a partir da escolha adequada dos ligantes que

0 compoe.

E bem estabelecido que complexos quadratico planares participam de reacdes
de troca de ligante via mecanismo associativo. Neste mecanismo, forma-se um
intermediario pentacoordenado apos a formacdo da ligacdo com o novo ligante.
Posteriormente, ocorre a liberacdo do grupo abandonador e regeneracdo da
geometria quadratica planar (Figura 4) (MIESSLER; FISCHER; TARR, 2014). Nesse
contexto, uma forma de diminuir a cinética de troca de ligantes em compostos de Pd"
envolve a incorporacdo de ligantes volumosos que dificultam a formacdo do
intermediario pentacoordenado (MIESSLER; FISCHER; TARR, 2014). Dentre o0s
ligantes volumosos disponiveis, destacam-se a trifenilfosfina (PPhs) e a 2,6-lutidina
(luti).

Figura 4 - Mecanismo associativo de substituicdo de ligantes em complexos
qguadratico planares de paladio (I1).

Ls
Le Ly L X
™ Pd - _* L—{pa)™* b . ™ Pd /
—_
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2

Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

Além do uso de ligantes volumosos, uma estratégia muito conhecida na
reducdo da cinética de troca de ligantes em compostos de paladio (II) faz uso de
ligantes quelantes devido ao efeito quelato (MIESSLER; FISCHER; TARR, 2014). A
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reacdo de substituicAo de um ligante quelante € usualmente mais lenta quando
comparada com a de um ligante monodentado. Este efeito baseia-se em dois fatores,
cComo a energia necessaria para a remocado do primeiro atomo coordenado e a
probabilidade da reverséao da primeira etapa (MIESSLER; FISCHER; TARR, 2014). A
Figura 5 exemplifica as etapas de uma reacéo hipotética que evolve a substituicdo do

ligante quelante etilenodiamina (en) por moléculas de agua.

Nesta reacéo, espera-se duas etapas de dissociacdo, uma para cada atomo de
nitrogénio coordenado do ligante em (a adicdo de agua nas etapas 2 e 4 deve ser

provavelmente rapida, devido a sua alta concentracdo no meio).

Figura 5 - Exemplo de uma reacdo envolvendo a aquagcdo de um complexo contendo
o ligante bidentado quelante etilenodiamina (en).
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Fonte: Adaptado de MIESSLER; FISCHER; TARR; 2014.

A variacdo de entalpia referente a descoordena¢do do primeiro atomo de N
(etapa 1) é maior do que para um ligante monodentado relacionado. Se esse atomo
se descoordenar, sua barreira cinética para a coordenacao subsequente € menor do
gue para um ligante monodentado relacionado, visto que o atomo descoordenado na
etapa 1 mantem-se muito préximo ao centro metalico. Espera-se que a etapa de
dissociacao (1) da en ocorra mais lentamente que a etapa correspondente para a

amonia, pois o ligante deve se dobrar e girar para separar o grupo NH: livre do metal.
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A segunda etapa de dissociacdo (3) também deve ocorrer mais lentamente devido a
dois fatores, sendo estes a baixa concentracdo do intermediario e a etapa de
dissociacdo 1 que pode ocorrer no sentido inverso. O nitrogénio descoordenado é
mantido proximo ao metal pelo resto do ligante, sucedendo uma possivel religacédo
(MIESSLER; FISCHER; TARR, 2014). De modo geral, esse efeito quelato cinético
minimiza as velocidades de reacdes de aquacéo por fatores de 20 a 10° (MIESSLER,;
FISCHER; TARR, 2014).

Dentre o0s principais complexos quelatos, destacam-se 0S compostos
ciclopaladados. Estes compostos constituem uma classe de complexos
organometalicos, e sdo caracterizados pela presen¢a de um anel resultante da ligacdo
de coordenacdo com atomos doadores de elétrons (Y) e uma ligacao intramolecular
covalente carbono-paladio, como esquematizado no esquema apresentado na Figura
6 (CAIRES, 2007; DUPONT; PFEFFER, 2008).

Figura 6 - Representacdo esquematica de ciclopaladados do tipo CY e YCY, sendo Y
=-NR2, NR, -PR2; -SR, =S, etc.; R1 e R2 = alquila, arila, etc. L = haletos, acetato, etc.

RJ R?
@ R, Ry @ Ry
L— Pd Y Y Pd Y
{ !
cY YCY

Fonte: Adaptado de DUPONT; PFEFFER, 2008.

As potencialidades terapéuticas dos compostos ciclopaladados vém sendo
constantemente investigadas pela comunidade cientifica (CAIRES, 2007; OMAE,
2014; CUTILLAS et al. 2013; GAROUFIS; HADJIKAKOU; HADJILIADIS, 2009). A
existéncia de um anel ortometalado “(C,N)Pd” contendo uma forte ligacado o C—Pd
aumenta a estabilidade do composto no meio biolégico tempo suficiente até interagir
com o alvo farmacolégico (CUTILLAS et al. 2013).

1.4  Justificativa do trabalho

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa vem investigando relacdes
estrutura-atividade de uma série de compostos ciclopaladados. No trabalho de Cunha
et al. (2020) foi descrito a atividade antiproliferativa de compostos do tipo

[PdX(dmba)(luti)] frente a uma variedade de células tumorais com valores de ICso da
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ordem de 0,3-8,0 uM, ao passo que a cisplatina foi menos ativa (23-100 uM ). Esses
resultados tém nos motivado a sintetizar complexos analogos objetivando detectar

guais partes da molécula séo importantes para a atividade e quais nao sao.

Neste trabalho, pretende-se avaliar os efeitos resultantes da substituicdo do
ligante N,N-dimetil-benzilamina (dmba) por tetralonaoxima (tetrox), mantendo o ligante
auxiliar 2,6-lutidina (Figura 7). A incorporacdo do nucleo da tetralona foi motivada
visando aumentar a lipofilicidade do composto para estabelecer interacdes favoraveis

com possiveis sitios hidrofébicos em biomoléculas alvo.
Figura 7 - Composto ciclopaladado proposto neste trabalho.
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Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho envolve a sintese, caracterizacéo,
investigacdo da atividade biolégica de um composto ciclopaladado inédito do tipo
[PdCl(tetrox)(luti)], em que tetrox = tetralonaoxima e luti = 2,6-lutidina, obtido a partir

da reacdo entre o precursor metalico [Pd(u-Cl)(tetrox)]2 e o respectivo ligante.

2.2  Objetivos Especificos
l. Sintetizar e caracterizar o precursor dimérico de férmula [Pd(C? N-
tetrox)(u-Cl)]2 a partir da reagéo de transciclometalag&o utilizando-se o
precursor [Pd(u-Cl)(C2,N-dmba)]2 (dmba = N,N-dimetilbenzilamina) e a
tetrox;
Il. Sintetizar e caracterizar o composto ciclopaladado de férmula

[PdCl(tetrox)(luti)]. Caracterizar 0os compostos sintetizados pelas



24

técnicas de analise elementar, espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), ressonancia magnética nuclear,
difracédo de raios X de monocristal;

II. Investigar o comportamento do complexo em solugao;

V. Determinar o indice de citotoxicidade (ICso) do complexo frente as
linhagens de tumores humanos de pulméao (A549) e nao tumorais MRC-
5 (fibroblasto de pulméo);

V. Investigar a interacdo do composto frente a biomolécula DNA através do
meétodo de titulacdo espectrofotométrica, Dicroismo Circular (CD) e

ensaios de substituicdo competitiva.

3 METODOLOGIA

3.1 Procedéncia de reagentes e solventes
Todos os reagentes, solventes e materiais de partida desse trabalho foram
adquiridos de fontes comerciais com padrdo de pureza analitico, sendo assim, foram

utilizados sem purificacao preévia.

3.2 Obtencao dos compostos ciclopaladados

3.2.1 Sintese da tetralonaoxima

A sintese do ligante tetrox foi adaptada do procedimento previamente reportado
na literatura (BUCHANAN; DAWSON 1978) de acordo com o esquema de reagao
apresentado na Figura 8. Assim sendo, partiu-se de 100 mg de (1,44 mmol) de
cloridratro de hidroxilamina e 400 mg (4,88 mmol) de a-tetralona em 2 mL de etanol.
A sintese foi realizada sob catélise basica e mantida em agitacéo sob refluxo durante
1 h. Transcorrido este periodo, sob o sistema ainda quente, adicionou-se 25 mL de
agua destilada gelada. O precipitado formado foi filtrado e isolado na forma de um
sélido branco cristalino. O rendimento obtido foi de 75%. O sélido, apds seco a vacuo,

foi caracterizado por espectroscopia na regido do infravermelho.

Figura 8 - Esquema da sintese do ligante tetralonaoxima (tetrox).
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Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

3.2.2 Sintese do dimero precursor [Pd(C?,N-tetrox)(u-Cl)]2

O dimero precursor de formula [Pd(C? N-tetrox)(u-Cl)]2 foi obtido por meio da
reacdo de transciclometalacdo do dimero [Pd(C? ,N-dmba)(u-Cl)]2, a partir de uma rota
ja estabelecida na literatura (RYABOV et al. 1992). Para esta reacdo, suspendeu-se
220,5 mg (0,399 mmol) do dimero [Pd(C? N-dmba)(u-Cl)]2em 20 mL de uma mistura
1:1 de CH3COOH:CHCIs, mantida em agitacdo e aquecimento a 55°C. A esta
suspensao, foi gotejada uma solucéo contendo 135,0 mg (0,838 mmol) de tetrox em
5 mL de uma mistura de solventes 1:1 de CHzCOOH:CHCIs. Conforme a adi¢éo do
ligante tetrox, o0 meio reacional tornou-se soltvel com coloragéo laranja-esverdeado.
A solucao foi mantida em agitacao e temperatura (T = 55°C) constantes durante 24 h
e apos esse periodo cessou-se essas condicdes e observou-se a formacdo de um
precipitado verde escuro. O sélido foi isolado por filtrac&o simples e lavado com CHCls,

e apos seco a vacuo, foi caracterizado por espectroscopia na regido do infravermelho.

Figura 9 - Esquema da sintese do dimero precursor [Pd(C2,N-tetrox)(u-Cl)]2.
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Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

3.2.3 Sintese do composto ciclopaladado [PdCI(tetrox)(luti)]
O mondmero inédito de formula [PdClI(tetrox)(luti)] foi obtido através da reacao
de clivagem do dimero precursor [Pd(C? N-tetrox)(u-Cl)]2. A metodologia empregada

assemelha-se ao descrito por Bozza et al. 2019.

Sendo assim, partiu-se de 77 mg (0,188 mmol) do dimero [Pd(C?N-tetrox)(u-
Cl)]2 suspensos em 10 mL de acetona, resultando em uma suspensdo amarelada. A
esta suspensao, foram adicionados lentamente 5 mL de uma solugéo do ligante 2,6 —
lutidina em acetona. A medida que o ligante é adicionado, a suspensao inicial se
transforma em uma solucéo de coloracdo amarelo palido. A reacdo permaneceu em

agitacdo durante 1 h a temperatura ambiente, e ap0s esse periodo foi filtrada por
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filtracdo simples. Ao decorrer da evaporacgéo do solvente do filtrado, houve a formagéo

de um sélido amarelo cristalino com rendimento de 80%.

O sdlido foi seco a vacuo e em seguida foi caracterizado pelas técnicas de
analise elementar, espectroscopia na regido do infravermelho e RMN e difracédo de

raios X de monocristal.

3.3 Caracterizagdo dos compostos
3.3.1 Andlise Elementar

A andlise elementar, para a determinacéo dos teores de carbono, hidrogénio e
nitrogénio do complexo, foi realizada em analisador elementar Perkin Elmer 2400
series Il com detector de condutividade térmica (TCD) através do método Pregl —
Dumas, disponivel na central analitica do Instituto de Quimica da Universidade de S&o
Paulo (USP - capital).

3.3.2 Espectroscopia Vibracional na regiao do infravermelho
Os espectros de FTIR foram obtidos no espectrofotometro Nicolet IS5 Thermo
Scientific, na regido de 400 — 4000 cm-?, utilizando pastilhas de KBr.

3.3.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) para os nlcleos de H,
e 13C, HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) e HMBC (Hetero Multiple
Bond Coherence) foram obtidos no espectrometro multinuclear BRUKER Avance il
HD 600 (14, 1T), equipamento disponivel na plataforma multiusuério no Instituto de
Quimica da UNESP, Campus de Araraquara. O solvente utilizado foi CDCls e seu sinal

residual em 7,26 ppm foi utilizado como referéncia.

3.3.4 Difratometria de Raios X de monocristal

As medidas de difracdo de raios X de monocristal foram feitas pelo Prof. Dr.
Javier Ellena no Instituto de Fisica de S&o Carlos — USP. Os dados foram obtidos a
temperatura ambiente (25 °C) no difratbmetro Rigaku XtaLAB mini, utilizando a
radiacdo Mo Ka (A = 0,710 A), monocromatizada por cristal de grafite. A estrutura foi
resolvida por método direto usando o software SHELXT. As correcfes de reducéo,
dimensionamento e absorcdo de dados foram realizadas usando CrysAlisPro. A

representacao grafica da estrutura foi elaborada pelo software Mercury 4.1.
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3.4 Ensaio de estabilidade em solucéo

A estabilidade quimica do complexo foi avaliada pela técnica espectroscopica
de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H. As amostras foram solubilizadas em
DMSO-ds e 0s espectros foram adquiridos em um espectrometro multinuclear
BRUKER Avance Il HD 600 (14, 1T) a 298 K nos tempos de 0, 24 e 48 h.

3.5 Ensaios hiolégicos
3.5.1 Titulacdo Espectrofotométrica com DNA

Espectros de UV-Vis foram obtidos para os complexos na presenca de
guantidades crescentes de ctDNA, na regido de 200 a 800 nm em tampéao salino Tris-
HCI (pH 7,4). A titulacdo foi realizada a temperatura ambiente mantendo a
concentracdo do complexo constante em 20 uM, enquanto a concentracdo do ctDNA
foi variada de 0 até 60 uM.

O complexo foi solubilizado em DMSO a fim de se obter uma solucédo de
concentracao de 1 mM, e a partir desta solugao, foram adicionados 60 uL do composto
em 2940 pL de tampdo em uma cubeta de quartzo de 3,5 mL. Em uma segunda
cubeta, o branco foi preparado com 60 yL de DMSO puro e 2940 pL de tampao salino
tris-HCI, pH 7,4. Apés a primeira leitura da cubeta 1, foram adicionados
sucessivamente aliquotas de 18 yL de uma solugéo fresca de ctDNA (1x10 mol L)
em ambas as cubetas 1 e 2, sucessivamente, até um total de 10 adi¢cdes. Deste modo,
a proporcao molar do aduto, complexo—DNA, foi variada de 0,3 a 3,0 com intervalos

de 0,3 em cada adicéo.

A constante de ligacédo (Kbp) foi obtida através da equagéo de Benesi-Hildebrand

(Equacéo 1):

Ao &g &g 1
+ X
€y-¢ — &6 Kp[DNA]

A—AO_ Ey-¢ — &¢

Sendo, Ao e A as absorbancias do complexo livre e do complexo com DNA,
respectivamente. Os coeficientes €¢ e en-¢ 0S coeficientes de absortividade molar do

complexo ciclopaladado livre e do aduto composto—DNA, respectivamente.

Logo, Kb foi obtido através da razdo entre o coeficiente linear e o angular

obtidos a partir da curva de o _em funcao de -
(A-Ap) [DNA]
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3.5.2 Dicroismo Circular

O espectro de dicroismo circular (CD) foi obtido para uma solucdo de DNA
preparada em tampao salino Tris-HCI (pH 7,4) com a adicdo de crescentes
guantidades do composto 1t-AM. A concentracdo do DNA foi mantida constante (50

uM) enquanto a concentracdo do complexo variou de 0 a 20 uM.

Foram realizadas crescentes adi¢cdes do complexo a solugdo do DNA, partindo-
se de uma solucédo 1x102 mol.L't em DMSO. As amostras foram incubadas a 37 °C
durante 24h. Apos esse tempo, as medidas foram registradas utilizando uma cubeta
de quartzo, na faixa 235 a 320 nm, com acumulacéo de 5 scans, largura de banda 1,0
nm, com velocidade de 100 nm/min e temperatura a 25 °C.

3.5.3 Ensaio de Competicdo com Hoechst 33258

O estudo de competicao foi realizado com a sonda Hoechst 33258. O espectro
de emissao foi registrado no comprimento de onda de excitagcdo 338 nm, em uma faixa
de 358 a 660 nm. Preparou-se uma solucéo de ctDNA (60 uM) em tampé&o salino Tris-

HCI (ph 7,4), com o Hoechst 33258 (6 uM).

Diferentes concentracdes do composto 1t-AM em DMSO (2x10-2 mol.L1) foram
adicionados a solucdo Hoechst 33258-DNA. A concentracdo do complexo foi variada
de 0 a 60 uM e as medidas foram realizadas ap6s 5 minutos de repouso entre cada
adicao.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A reacao de clivagem do dimero pela lutidina conduz a formacao de um anico

produto, o qual foi caracterizado pelas técnicas abaixo.

Figura 10 - Esquema da sintese do complexo 1t-AM.
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Fonte: elaborada pelo Autor (2023).
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4.1 Caracterizagédo
4.5.2 Analise Elementar

Os valores obtidos na andlise quantitativa de carbono, hidrogénio e nitrogénio,
e seus respectivos valores calculados para o0 composto ciclopaladado encontram-se

na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de CHN% obtidos e calculados para o complexo 1t-AM.

% C % H % N

Composto
Obt. Calc. Obt. Calc. Obt. Calc.

1t - AM 49,8 49,9 4,5 4.6 6,8 6,8
Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

Observa-se que a porcentagem obtida para cada elemento encontra-se
proximo da calculada, sugerindo a férmula minima proposta Ci7H19N2OPd. Esta

férmula concorda com a estequiometria do complexo [PdCl(tetrox)(luti)].

4.5.3 Espectroscopia Vibracional na regido do infravermelho

As atribui¢des realizadas em todos os espectros foram baseadas em trabalhos
envolvendo a caracterizacdo por espectroscopia no IV (CUNHA, 2017; VELASQUES
et al. 2022).

Os espectros obtidos para a tetralonaoxima, dimero precursor e o complexo 1t-
AM sao apresentados na Figura 11, com destagque para 0S principais grupos

funcionais.
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Figura 11 - Espectro de IV para a oxima (preto), dimero precursor (vermelho) e o
complexo 1t-AM (azul).
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Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

Para o diagnostico da coordenacdo das oximas ortometaladas, sao
monitorados os deslocamentos das bandas associadas aos estiramentos dos grupos
OH, C=N e NO. No espectro da tetrox livre observa-se trés bandas em 3449, 1639 e
965 cm, atribuidas aos modos vOH, vC=N+30H e vNO. No espectro do dimero
precursor, observa-se que a banda vOH torna-se mais estreita e deslocada para
regido de mais baixa frequéncia (3380 cm™) devido a reducdo das ligacdes de
hidrogénio intermoleculares em funcdo da coordenacg&o. No caso do composto 1t -
AM, observam-se duas bandas vOH em 3457 e 3221 cm™. A primeira banda de
caracteristica alargada é atribuida ao grupo OH livre de ligacdo de hidrogénio. Ja a
segunda banda mais estreita é atribuida ao grupo OH envolvido em ligacdes de
hidrogénio intramoleculares. A banda vC=N+80OH (dimero, 1556; 1t-AM, 1560 cm™)
sofreu deslocamento significativo apds a ciclometalacédo. Este fato deve-se ao efeito
do deslocamento de carga do atomo de nitrogénio para o centro metalico em fungao
da coordenacdo. Detectou-se também um deslocamento significativo da banda vNO
para 1055 (dimero metalico) e 1058 cm™? (1t-AM), sendo este um indicativo da
participagdo do grupo oxima na coordenacdo (VELASQUEZ et al. 2022). J4 a

presenca da luti pode ser evidenciada pelo aparecimento das suas bandas vCN tipicas
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em 1600 e 1470 cm? (RAMALINGAM et al. 2011). No espectro do complexo 1t-AM,
observa-se o surgimento de uma banda em 1469 cm™, o que concorda com a

presenca da luti na composi¢cdo do complexo 1t-AM.

Na Tabela 2 encontram-se os valores de comprimento de onda dos principais
grupos caracterizados para o ligante livre tetrox, para o dimero precursor e para o

complexo.

Tabela 2 - Principais absorcdes no infravermelho observadas nos espectros da tetrox,
do precursor metalico e do complexo 1t-AM.

NUmero de Onda/cm™

Atribuicdes
tetrox [Pd(u-Cl)(C?,N-tetrox)]2 1t - AM
3449 3380 3457, 3221 VOH
1639 1556 1560 VC=N+50H
965 1055 1058 VNO
1469 VCNIuti

Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

4.5.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

O composto foi submetido aos experimentos de RMN para os nlcleos de H,
bem como as técnicas de correlacdo bidimensional HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Coherence) e HMBC (Hetero Multiple Bond Coherence). Todas as medidas

foram realizadas utilizando cloroférmio deuterado (CDCls) como solvente.

A caracterizacao dos sinais nos espectros seguiu a numeracao apresentada na

Figura 12 é apresentado o espectro de RMN de 'H para o composto 1t-AM.
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Figura 12 - Espectro de RMN de 1H para o composto 1t-AM em CDCls.
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Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

A presenca de um Unico conjunto de sinais no espectro de RMN de 'H para a
tetrox ortopaladada e a luti coordenada indica a presenca de uma Unica espécie em
solucdo. Todos os sinais apresentam deslocamentos em relacédo aos ligantes livres,

sugerindo a formacgédo de uma nova molécula.

De acordo com a Figura 12, uma analise da integracdo dos sinais referentes
aos hidrogénios dos ligante tetrox e 2,6-lutidina revela uma proporcdo 1:1,

concordando com a estequiometria proposta [PdClI(terox)(luti)].

O espectro mostra claramente a ortopaladacao da tetrox. Além da auséncia do
sinal H2, observa-se o sistema de spin dos nucleos aromaticos H3, H4 e H5 em 5,60
(d, J® = 7,6 Hz), 6,71 (t, J® = 7,6 Hz) e 6,79 ppm (dd, J® = 7,6 Hz, J* =1 Hz). E
importante destacar que o sinal referente ao H3 esta deslocado para campo mais
protegido em relacdo aos demais hidrogénios aromaticos da tetrox. Este efeito deve-
se a acdo do cone de protecdo que surge dos elétrons 1 da 2,6-lutidina coordenada
(CUNHA, 2017). O efeito da anisotropia magnética exercido pelo anel aromatico do
ligante luti, que blinda o préton orto ao sitio de metalacdo, concorda com a disposi¢cao
trans da luti em relacdo ao nitrogénio da tetrox. Os atomos de H que compdem a
porcdo alifatica da tetrox sdo observados em 2,82 (t, J° = 6,2 Hz), 2,71 (t, J®= 6,2 Hz)
e 1,94 ppm (g, J® = 6,2 Hz). O sinal em 1,94 ppm ¢é atribuido ao H8 que acopla com
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0s H7 e H9. Contudo, ndo é possivel atribuir os sinais de H7 e H9 sem o auxilio dos
espectros bidimensionais. Na regido de campo de maior desblindagem, observa-se a

presenca de um singleto em 9,87 ppm referente ao grupo OH da oxima.

Os hidrogénios arométicos referentes ao anel da luti sdo associados ao dubleto
em 7,22 ppm (Hb e Hb’, J3 = 7,7 Hz) e ao tripleto em 7,67 ppm (Hc, J® = 7,7 Hz). O
sinal em 3,13 ppm é atribuido aos hidrogénios Ha e Ha’ das metilas do ligante luti. O
fato deste sinal aparecer na forma de singleto com integracéo para 6H indica que ha
um plano de simetria que passa pelo plano de coordenacéo, tornando os ndcleos da

luti equivalentes magneticamente.

O espectro HSQC foi discutido em duas partes: a parte dos carbonos e

hidrogénios da tetrox e a dos atomos da luti, Figura 13.

Figura 13 - Espectro de correlacdo HSQC (CDCIs3) de C e H para o complexo 1t-AM.
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Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

Na regido dos carbonos alifaticos da tetrox, o quinteto referente ao H8
correlaciona-se com o sinal em 22,03 ppm. Os sinais de 13C em 24,72 e 28,55 ppm
correlacionam com os dubletos em 2,82 e 2,71 ppm, respectivamente. Na porgéo
aromatica da tetrox, nota-se que o dubleto atribuido ao H3 em 5,61 ppm tem

correlacdo com o sinal em 128,44 ppm. Ja os sinais referentes ao H4 (6,71 ppm) e H5
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(6,79 ppm) mostram correlagdes com os sinais 3C em 129,01 e 124,59 ppm,

respectivamente.

Na porcdo aromética da luti, verifica-se que o dubleto associado aos atomos
Hb e Hb’ apresenta correlagdo com o sinal de carbono em 122,86 ppm enquanto que
o tripleto em 7,68 ppm (Hc) correlaciona-se com o sinal em 138,70 ppm. O singleto

associado as metilas Ha e Ha’ (3,13 ppm) mostra correlagdo com o sinal em 28,02
ppm.
O espectro HMBC foi discutido em duas partes: a parte dos carbonos e

hidrogénios alifaticos e aromaticos dos ligantes tetrox e luti, Figura 14 e 15,

respectivamente.

Figura 14 - Espectro de correlacdo HMBC (CDCIs) de C e H alifaticos para o complexo
1t-AM.

|
>
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ppm

Fonte: elaborada pelo Autor (2023).
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Figura 15 - Espectro de correlacdo HMBC (CDCls) de C e H arométicos para o
complexo 1t-AM.

98 94 9.0 8.6 82 78 74 70 6.6 6.2 58
ppm

Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

Na regido alifatica da tetrox os carbonos C9 em 24,72 ppm, C8 em 22,03 ppm,
C7 em 28,55 ppm e C6 em 139,45 ppm sao identificados pelas suas correlacdes
diretas com o0s respectivos hidrogénios no espectro de HSQC (Figura 14). J4 o
carbono C10 em 165,67 ppm correlaciona-se com o H11 da oxima. O hidrogénio H9
(2,82 ppm) apresenta correlacdo com os C10, C8 e C7, jA o H8 (1,94 ppm)
correlaciona-se com os C10, C9, C7 e C1 (139,9 ppm) da porcdo aromatica da tetrox.
O hidrogénio H7 pode acoplar com C9 e com os carbonos C5 (124,59 ppm) em para
e e C1 em meta da por¢cdo aromatica da tetox. J& o C10, correlaciona-se com 0s

carbonos C9 e CS8.

Na regido aromatica da tetrox os carbonos C3 em 128,44 ppm, C4 em 1290,1
ppm e C5 em 124,59 ppm séao identificados pelas suas correlacdes diretas com o0s
respectivos hidrogénios no espectro de HSQC (Figura 15). O hidrogénio H3 (5,61
ppm) correlaciona-se com os carbonos C5 em para e com o C6 em meta, ja o H4
apresenta correlagdo com os carbonos C6 em para, C1 em meta e com o0 C2 em
151,81 ppm. Ja o hidrogénio H6 correlaciona-se com os carbonos C3, C6 e C7 da

porcao alifatica.



36

Os hidrogénios e carbonos restantes pertencem ao sistema aromatico e
alifatico do ligante luti. Os hidrogénios alifaticos Ha (3,13 ppm) e Ha' (3,13 ppm) deste
ligante correlacionam-se com os carbonos Cd e Cd’ em 160,06 ppm e os hidrogénios
Hb (7,22 ppm), Hb’ (7,22 ppm) da porgao aromatica do ligante 2,6-lutidina apresentam
correlagdes com os carbonos Ca e Ca’ em 28,02 ppm e com Cd e Cd’, ja o hidrogénio

Hc correlaciona-se com os carbonos Cd e Cd'.

A Figura 16 mostra as correlacfes feitas para o espectro HMBC, com os

hidrogénios do ligante tetrox.

Figura 16 - Principais correlagbes observadas pelo HMBC para o ligante tetrox
presente no composto 1t-AM.

Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

A Figura 17 mostra as principais correlacdes feitas com o espectro de HMBC

para o sistema aromatico do ligante luti.

Figura 17. Principais correlac8es observadas pelo HMBC para o ligante luti presente
no composto 1t-AM.

Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

Os dados obtidos no experimento de RMN para o composto 1t-AM estao

resumidos na Tabela 3.
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Tabela 3 - Dados de RMN para o complexo.

Atribuicédo

WN P~

10
11
a, a
b,b’

H HSQC HMBC
® (m,J=Hz, n°H IH-BC H-BC
5,60 (d,J*=7,6 C3 C5, C6
Hz, 1H)
6,71 (t, J*=7,6 Hz, C4 C1,C2,Co6
1H)
6,79 (dd, 3*=7,6 C5 C6,C7,C3
Hz, J* = 1 Hz, 1H)
2,71 C5,C1, C9
1,94 (q,)*=6,2 C7,C1,
Hz, 2H) C9, C10
2,82 C7,C9 C8, C7,
C10
--- --- C9, C8
9,87 (s, 1H) C10
3,13 (s, 6H) Ca,Ca’  Cd,Cd
7,22 (t, J*=7,7 Hz, Cb, Cb’ Cd, Cd’,
2H) Ca, Ca’
7,67 ppm (Hc, J = Cc Cd, Cd’
7,7 Hz

4. 5.5 Difratometria de Raios X de monocristal

Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

A representacdo ORTEP com a estrutura deste complexo se encontra na Figura

18.

Figura 18 - Estrutura cristalina com complexo 1t-AM.

Fonte: elaborada pelo Autor (2023).
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Os dados de difragéao de raios X de monocristal confirmam que o composto 1t-
AM é um mondmero. A partir dos valores dos angulos de ligacdo N2 — Pd — C1 (95.42°)
e N1 — Pd — CI1 (78.83°). Estudos por difracdo de raios X do composto 1t-AM
confirmaram a obtencdo de um complexo de geometria quadrética planar distorcida.
Essa geometria ocorre devido a coordenacédo quelante dos a&tomos C e N no ligante
tetrox, formando o anel ortometalado de cinco membros, seguida pela coordenagéo

do atomo de N do ligante 2,6-lutidina e do CI no ciclopaladado.

Em relacéo ao ligante 2,6-lutidina, este encontra-se trans em relacdo ao atomo

de N do ligante tetrox, como ja observado pelo espectro de RMN de H.

O composto 1t-AM apresenta distancias Pd — N1 = 1,979 A e Pd — C1 = 1,974
A, comparéaveis as distancias de ligac&do de outros ciclopaladados analogos descritos
na literatura (CUNHA et al. 2020).

A distancia de ligacdo Pd — N2 (2,019 A) é ligeiramente mais curta em relaco
a distancia de ligacdo no complexo [Pd(C2 N-dmba)(luti)(Cl)] de (2,0492 (14) A)
(CUNHA et al. 2020).

Os valores das distancias e os angulos de ligacbes observadas para o
ciclopaladado se encontram na Tabela 4.

Tabela 4 - Principais distancias (A) e angulos (°) de ligagdo do composto 1t-AM.

Angulo de ligagio (°)
C1 Pd N1 78,83
C1 Pd N2 95,42
Ligagdao Quimica (A)
Pd N1ox 1,979
Pd C1 1,974
Pd Cl 2,442
Pd N2 2,019

Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

4.6 Ensaio de estabilidade em solucgéo

Considerando a realizacdo de ensaios in vitro, é necessario investigar a
integridade dos complexos metalicos em solugdo. Os compostos sdo considerados
estaveis quando nao se observa alteragBes no nucleo de coordenacao da espécie,

como a saida ou troca de ligantes nas condi¢cdes dos experimentos.
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Devido a baixa solubilidade dos complexos em agua, é utilizado o solvente
dimetilsulféxido (DMSO) para a solubilizacdo dos mesmos nos ensaios de avaliacao
da viabilidade celular. No entanto, o solvente DMSO apresenta natureza coordenante,
com isso, a solubilizagdo dos complexos neste solvente pode apresentar trocas de
ligantes, dando origem a outras espécies.

Sendo assim, objetivando o estudo da estabilidade do composto 1t-AM em
solucdo, foram coletados espectros de RMN de 'H nos tempos de 0, 24 e 48h. Este
periodo de tempo foi selecionado pois € o tempo de incubacdo usualmente
empregado nos ensaios de viabilidade celular. Os espectros para 0 experimento de

estabilidade séao apresentados na Figura 19.

Figura 19 - Estudo de estabilidade em solucéo para o complexo 1t-AM em DMSO-d6
nos intervalos de tempo de Oh, 24h e 48h.

48 h

24nh

100 20 02 na B a0 76 12 on 64 6.0 50 52 41
ppm

Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

Observando os espectros coletados em diferentes intervalos de tempo (0, 24 e
48h), nota-se a presenca de um conjunto de sinais associado a espécie majoritaria
em solucdo. Este conjunto de sinais possui 0 mesmo padrao daquele observado em
CDCIs, sugerindo que essa espécie contém a tetrox ortopaladada e a luti coordenada
em uma configuragéo trans ao N da oxima. Essa espécie € formada imediatamente
apos a dissolucéo do sélido em DMSO, uma vez que a intensidade de seus sinais nao

sofreu nenhuma alteracdo ao longo do periodo analisado. Verifica-se ainda um
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conjunto adicional de sinais de baixa intensidade associado a presenca de lutidina
livre (2,42; 7,08 e 7,60 ppm) (CUNHA, 2017) Integrando-se os sinais referentes ao
grupo metilico da espécie majoritaria e da luti livre, encontrou-se uma relacéao de 6:1
(espécie majoritaria:lutidina livre). Tal fato indica que uma pequena fracdo do
complexo sofre uma reacdo de substituicdo envolvendo a lutidina coordenada. Nao foi
possivel detectar com precisdo os sinais referentes a espécie [Pd(tetrox)(S)z2]* (S =

solvente) resultante da substituicdo da luti.

4.7 Ensaios biologicos

4.7.2 Ensaios de interacdo com o ctDNA

Véarias moléculas pequenas capazes de ligar ao DNA genbmico tém
demonstrado ser eficientes agentes quimioterapicos contra células tumorais,
microrganismos patogénicos e virus. O DNA é o alvo farmacolégico de um namero
significativo de farmacos usados clinicamente ou em testes clinicos avancados. A
ideia de atingir o DNA para regular as fungdes celulares, a partir da modulacéo da
expressdo génica ou da interferéncia na replicacdo, demonstra ser légico e
conceitualmente simples (BARRA; NETTO, 2015).

O DNA é um biopolimero linear de nucleotideos unidos por ligacdes fosfodiéster
capazes de estocar e transmitir a informacao genética na célula. A cadeia de acucar-
fosfato carregada negativamente € hidrofilica e encontra-se exposta a solu¢do aquosa
do meio intracelular. J& as bases nitrogenadas planares e de carater mais lipofilico
orientam-se para o interior da dupla-hélice. A orientacao das ligacées no DNA faz com
gue se formem dois sulcos — 0 sulco maior e menor. A estrutura supramolecular da
hélice dupla é estabilizada por vérias forcas ndo-covalentes, tais como, ligacdes de
hidrogénio e interagbes -1 atuando entre as bases nitrogenadas; atracao
eletrostatica entre as cadeias acuUcar-fosfato (negativas) e os céations em solucao.
Dada a complexidade estrutural desta biomolécula, a interacdo entre uma molécula
pequena e o DNA pode ser covalente ou ndo-covalente via interacdes eletrostaticas
ou hidrofébicas nos sulcos do DNA ou entre os pares de bases empilhados
(intercalacdo) (BARRA; NETTO, 2015).

Vérias técnicas vém sendo usadas para investigar as interacées covalentes e
nao-covalentes entre moléculas pequenas e o DNA (SIRAJUDDIN et al. 2013;

REHMAN et al. 2015). Dentre as técnicas conhecidas, a espectroscopia de absorgéao
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eletrdbnica é uma das mais utilizadas pois fornece informagfes preliminares
importantes. O espectro de absorcao no UV-VIs do DNA apresenta uma banda intensa
e larga na regido do UV (200-350 nm) com um maximo em 260 nm, que tem
contribuicdes das transi¢des eletrénicas dos croméforos presentes na purina (adenina
e guanina) e pirimidina (citosina e timina). A probabilidade dessas transicbes é
elevada e, consequentemente, a absortividade molar (¢) é da ordem de 10% M-lcm™.
Esta técnica permite determinar a concentracao molar do DNA baseado na medida do
valor de absorbancia em 260 nm. A razdo das absorbancias (A260/A280 e
A260/A230) pode também indicar a pureza do DNA. O DNA suficientemente livre de
proteina d4 uma razdo no interval de 1,8-1,9. Pequenas alteragcbes no maximo da
absorcéao e na absortividade molar podem ocorrer com variagdes no pH ou forca iénica

no meio.

A interagcdo com o DNA pode ser investigada comparando-se o0 espectro da
molécula pequena, do DNA livre e do complexo DNA/molécula pequena. A banda do
DNA, bem como as absor¢gdes do complexo sofrem mudancgas caso ocorra algum tipo
de interacdo. Assim, esse tipo de estudo requer o monitoramento de uma dessas
bandas a medida que aliquotas de solu¢des de concentracéo crescente de DNA séo
adicionadas a uma solugdo contendo concentracdo constante do complexo. Ao
aumentar a concentracdo da molécula pequena, monitora-se qualquer mudanca na
absorcéo ou no deslocamento do maximo da absorcdo. Alteracdes na estrutura de
dupla hélice do DNA resultam no surgimento de efeitos hipercrémicos ou
hipocrémicos. Qualquer alteracdo na conformacao e estrutura do DNA induzida pela
ligacdo da molécula pequena é traduzida em mudancas espectrais. Desestabilizagdo
da estrutura secundaria resulta em um hipercromismo enquanto que o hipocromismo
€ resultante da estabilizacdo da estrutura secundaria do DNA via efeitos eletrostaticos
ou de intercalacdo (REHMAN et al. 2015).

Quando ocorre a intercalacdo, o orbital ™ da molécula intercalante pode
interagir com o orbital T dos pares de base do DNA e, assim, diminuindo a energia da
transicdo 1T-11*, resultando em batocromismo. Em contrapartida, o orbital m esta
parcialmente preenchido com elétrons, diminuindo a probabilidade das transicdes e,
consequentemente, resultando em hipocromismo (GAO et al. 2010). Desse modo, a

combinacdo de batocromismo e hipocromismo é atribuida a ocorréncia da
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intercalacdo. Em um tipico caso de intercalagéo, observa-se um hipocromismo > 35%

e batocromismo > 15 nm.

No caso de molécula que se ligam aos sulcos do DNA, ndo se observa
batocromismo (ou o efeito batocrébmico € muito pequeno, 6-8 nm). Ja o efeito
hipercromico é o aumento significativo da absorbancia do DNA mediante a
desnaturacao. As duas fitas do DNA sdo mantidas unidas principalmente por ligagdes

de H, interacdes de empilhamento e efeitos hidrofébicos entre os pares de bases.

A Figura 20 apresenta 0s espectros eletronicos do complexo 1t - AM na

presenca de aliquotas crescentes de ct-DNA.

Figura 20 - Espectros eletrbnicos na regido UV-Vis para diferentes razdes molares de
CtDNA.
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Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

Observa-se que o aumento da concentracao do ct-DNA resultou em um efeito
hipocrémico de cerca de 11% referente a banda TC do complexo em 323 nm, sem
deslocamentos batocrémico ou hipsocrémico. A magnitude da afinidade de ligacéo
entre um complexo metalico e o DNA pode ser avaliado por meio dos valores das
constantes de ligagdo (Kp). De acordo com a literatura, compostos intercaladores
classicos e metalointercaladores apresentam valores de Ko no intervalo entre 10° —
107 M1, Valores inferiores a estes sugerem a ocorréncia de outros modos de ligacéo

nao covalente entre o DNA e uma molécula pequena (SIRAJUDDIN et al. 2013).

O valor da constante de ligacdo (Kp) entre o DNA e o complexo 1t - AM foi

obtido por meio da equacéo de Benesi-Hildebrand (Equacéo 1):
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AO &g n &g 1
= x
A— Ay &g ¢— & Ep¢— & Kp[DNA]

Onde A e Ao sdo as absorbéancias do complexo livre e do aduto complexo-DNA
respectivamente. €c e ep-c sdo 0s coeficientes de absor¢cdo do complexo livre e do
aduto complexo-DNA, Kp é a constante de ligacdo (ABDEL-RAHMAN et al. 2019). Por

A ~ 1
£ em funcdo de —,

meio da equacdo acima, foi construido o grafico de ——
(A—A4p) DNA

representado na Figura 21.

Figura 21. Determinacdo da constante de ligacdo Kb a partir da correlacao linear de
Benesi-Hidelbrand.
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Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

O valor da constante de ligacdo (Kb) encontrado para o complexo (3,05x10* M-
1) é inferior aos valores apresentados por compostos intercaladores. Além disso, ndo
foi observado o deslocamento batocrémico da banda monitorada, esperado no caso
da intercalacdo. De acordo com a literatura, o hipocromismo também pode ser
observado como consequéncia da formacao de uma ligagéo nao covalente via sulcos
da estrutura do DNA.

Para obter mais evidencias da interacédo entre o complexo de paladio com o
ctDNA, experimentos de dicroismo circular (CD) e ensaios de competicdo foram

realizados.

Devido a sua alta sensibilidade, o dicroismo circular (CD) é uma técnica
espectroscépica utilizada para analisar mudancas conformacionais causadas pela

ligacdo de moléculas pequenas ao DNA. O espectro de CD do DNA na forma B, no
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gual o plano das bases encontra-se perpendicular ao plano central, exibe duas bandas
tipicas na regido do UV. Observa-se uma banda negativa na regido de 245 nm e uma
banda positiva na regido de 275 nm, que sao atribuidas a estrutura de dupla hélice e
ao empilhamento das nucleobases, respectivaente (SILVA, 2020). Caso ocorra
intercalacdo ao DNA, esta ocasiona mudancas significativas na intensidade das duas
bandas do DNA, enquanto que as interagbes do tipo eletrostaticas ou nos sulcos

resultam em pequenas ou nenhuma alteracao espectral (SILVA, 2020).

O espectro de CD do ctDNA na auséncia e na presenga do composto 1t-AM foi
registrado, Figura 22. De acordo com o0 espectro obtido, pode-se observar que o
complexo ndo causou nenhuma mudanca significativa, demonstrando que a estrutura
do B-DNA é mantida quando o composto interage com a biomolécula, sugerindo que
o complexo 1t-AM pode interagir com o ctDNA por meio de ligagdes nos sulcos ou
interacdes eletrostéticas.

Figura 22. Dicroismo Circular do DNA com relagéo de [1t-AM]/[DNA] variando entre 0
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Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

Estudos de ligacdo competitiva com o Hoechst 33258 foram realizados para o
composto 1t-AM, a fim de evidenciar possiveis modos de ligacdo ao DNA. O Hoechst
33258 se liga ao sulco menor do DNA e apresenta uma intensa fluorescéncia quando

ligado a esta biomolécula. Apos sua ligacdo ao DNA, a fluorescéncia do Hoechst
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aumenta aproximadamente 30 vezes (SILVA, 2020). Se um complexo metalico for
capaz de substituir ou expulsar a sonda do aduto Hoechst-ctDNA sera observada uma

supressao da fluorescéncia.

Os espectros de fluorescéncia do aduto Hoechst-ctDNA coletados apés
adi¢cBes de aliguotas do composto 1t-AM s&o apresentados na Figura 23.

Figura 23 - Espectro de emissdo de fluorescéncia do Hoechst 33258-DNA com
concentracdes de 1t-AM variando entre 0-60 pM.
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Fonte: elaborada pelo Autor (2023).

A medida que aumenta-se a concentracdo do complexo, ocorre uma Supressao
da fluorescéncia de aproximadamente 10%. Esse resultado indica que, mesmo em
concentracbes elevadas, o complexo é incapaz de substituir ou expulsar todo o
Hoechst ligado no aduto. Dessa forma, € possivel sugerir que a for¢a da interacao
entre o complexo e o DNA € mais fraca que a forca que mantém unida o aduto

Hoechst-ctDNA.

5. CONCLUSAO

Nesse trabalho foi obtido um complexo ciclopaladado inédito de férmula
[PdCl(tetrox)(luti) a partir da reacéo de clivagem do dimero precursor e 2,6-lutidina.
O complexo foi devidamente caracterizado pelas técnicas de analise elementar,
espectroscopia no infravermelho e espectroscopia de RMN, o complexo teve a sua
estrutura molecular determinada pela técnica de difracdo de raios X de monocristal.

Os resultados cristalograficos mostram a estrutura mononuclear do ciclopaladado na
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gual a tetrox esta ligada no modo C,N-quelante e a 2,6-lutidinina esta coordenada

trans em relacdo ao nitrogénio da tetrox.

Estudos do comportamento em solucdo de DMSO indicaram que o complexo
mantém sua estrutura relativamente intacta por no minimo 48h. Esse resultado
possibilitou iniciar uma série de estudos biofisicos/bioquimicos envolvendo o

complexo.

Os resultados da titulacao espectrofotométrica e de dicroismo circular sugerem
gue o complexo interage com o DNA de modo nao intercalativo. J4 os resultados
provenientes dos ensaios de substituicAo competitiva com o Hoechst 33258 indicam
que o complexo interage fracamente com o0 DNA uma vez que o0 mesmo nao foi capaz

de substituir ou expulsar o Hoechst ligado ao DNA.
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