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RESUMO

O céancer € uma das enfermidades que causam um grande namero de mortes
no mundo. De acordo com o INCA, o Brasil terd mais de 2 milhdes de novos casos de
cancer no triénio 2023-2025. Apesar dos grandes avancos no diagndstico e
tratamento da doenca, o desenvolvimento de resisténcia frente aos farmacos continua
sendo o principal fator limitante para a eficacia do tratamento de pacientes com
cancer. Particularmente, os complexos metalicos surgem naturalmente como
candidatos muito promissores pois sdo capazes de atuar em multiplos alvos.
Entretanto, os complexos de paladio (Il) ttm atraido consideravel interesse pela sua
acao citotdxica in vitro e in vivo contra varios tipos de células tumorais. Neste sentido,
0 presente trabalho objetiva sintetizar e caracterizar um novo complexo contendo o
metil-éster da L-fenilalanina (L-Fame) ciclometalada de férmula [Pd(C2N-L-
Fame)(Br)(L)] (L = 2,6-lutidina). O ciclopaladado foi preparado a partir da reacdo de
clivagem do dimero precursor [Pd(C2,N-L-Fame)(Br)]2 e a 2,6-lutidina. Os compostos
sintetizados foram caracterizados por analise elementar (CHN), espectroscopia
vibracional no infravermelho (IV), ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e
espectrometria de massas. O comportamento do complexo [Pd(C?,N-L-Fame)(Br)(L)]
em solugéo foi estudado por RMN de H, visando analisar se sua estrutura sofre
alteracdo em condicbes semelhantes ao meio biolégico. A acdo citotoxica do
complexo [Pd(C2%,N-L-Fame)(Br)(L)] foi avaliada em um painel de linhagens de células
tumorais humanas. Particularmente, o ciclopaladado demonstrou ser ativo contra
células tumorais de ovario resistentes a cisplatina (A2780cis) e de mama triplo-
negativo (MDA-MB-231), com valores de ICsp igual a 9,13 + 0,25 e 6,04 + 0,40 uM,
respectivamente. Considerando que o DNA é um alvo classico dos farmacos a base
de platina (Il), estudos de interacdo entre o ciclopaladado e o ctDNA foram
conduzidos. As bandas, negativa (244 nm) e positiva (276 nm) do espectro de
dicroismo circular do ctDNA néo sofreram alteracées com o aumento da concentracao
do ciclopaladado, sugerindo que a conformacao do ctDNA sofre pouca ou nenhuma
alteracdo na presenca do complexo. Além disso, 0 aumento da concentragdo do
ciclopaladado néo foi capaz de causar a supressao da fluorescéncia do aduto Hoescht
33258-ctDNA, indicando que as for¢cas que mantém o Hoescht 33258 ligado ao DNA
sdo significativamente mais fortes em relacdo aquelas estabelecidas pelo
ciclopaladado.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer, paladio(ll), L-fenilalanina, DNA, citotoxicidade.



ABSTRACT

Cancer is one of the diseases that cause a large number of deaths in the world.
According to INCA, Brazil will have more than 2 million new cases of cancer in the
three-year period 2023-2025. Despite the great advances in the diagnosis and
treatment of the disease, the development of drug resistance remains the main limiting
factor for the effectiveness of the treatment of cancer patients. Particularly, metal
complexes emerge as very promising candidates, as they are capable of acting on
multiple targets. Particularly, palladium(ll) complexes have attracted considerable
interest due to their in vitro and in vivo cytotoxic action against various types of tumor
cells. In this sense, the present work aims to synthesize and characterize a new
complex containing the cyclometallated L-phenylalanine (L-Fame) methyl ester with
formula [Pd(C?,N-L-Fame)(Br)(L)] (L = 2 ,6-lutidine). The cyclopalladated compound
was obtained from the reaction between the precursor [Pd(C? N-L-Fame)(Br)]2 and 2,6-
lutidine. The synthesized compound was characterized by elemental analysis (CHN),
vibrational infrared (IR) spectroscopy, *H nuclear magnetic resonance (NMR) and
mass spectrometry. The behavior of the complex [Pd(C?,N-L-Fame)(Br)(L)] in solution
was studied by *H NMR aiming at analyzing structure changes under conditions similar
to the biological environment. The cytotoxicity of the [Pd(C2?N-L-Fame)(Br)(L)]
complex was evaluated in a panel of human tumor cell lines. Complex [Pd(C?,N-L-
Fame)(Br)(L)] demonstrated to be active against cisplatin-resistant ovarian (A2780cis)
and triple-negative breast (MDA-MB-231) tumor cells, with ICso values equal to 9.13 *
0.25 and 6.04 + 0.40 uM, respectively. Considering that DNA is a classic target of
platinum(ll)-based drugs, studies between [Pd(C? N-L-Fame)(Br)(L)] and ctDNA were
carried out. Circular dichroism spectrum showed that the negative (244 nm) and
positive (276 nm) bands of the ctDNA did not change with increasing [Pd(C? N-L-
Fame)(Br)(L)] concentration, suggesting that the ctDNA conformation undergoes little
or no change in the presence of the complex. Furthermore, increasing the
concentration of [Pd(C?N-L-Fame)(Br)(L)] was able to induce a fluorescence
quenching of the Hoescht 33258-ctDNA adduct, indicating that the [Pd(C? N-L-
Fame)(Br)(L)] interacts weakly with DNA.

KEYWORDS: Cancer, palladium(ll), I-phenylalanine, DNA, cytotoxicity
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1. INTRODUCAO

O céancer € uma das maiores causas de mortes do mundo. Segundo a Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC), pertencente a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), o numero de mortes estimado para o ano de 2020 € de
aproximadamente 10 milhdes de vitimas provocada pelas neoplasias. Além disso,
segundo a IARC, a estimativa de novos casos de cancer para 0 mesmo periodo é de
quase 20 milhdes de novos casos. Observa-se na figura 1, 0s numeros
correspondentes as estimativas de novos casos incidentes e mortes provocados pelo

cancer em todo o mundo, para ambos 0s sexos e todas as idades.
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Colorretal
Prostata
Estdmago
Figado
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I Mortalidade

Bexiga

T
2000000 2500000

T T

T T
1000000 1500000

Numeros

T
0 500000

Figura 1: Numero estimado de casos incidentes e mortes em todo o mundo em 2020.

Fonte: Adaptado da IARC-OMS, 2022.

As maiores incidéncias de novos casos no mundo estdo relacionadas com os
canceres de mama e pulméo, correspondendo a cerca de 11,7% e 11,4% dos casos

totais. Porém, as maiores estimativas relacionadas com os nimeros de mortes sao
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atribuidas aos canceres de pulméo e colorretal, representando 18,0% e 9,40% dos

Obitos relacionados ao cancer.

No Brasil o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
vinculado ao Ministério da Saude, estimou gque a incidéncia de novos casos, em 2020,
ligados as neoplasias, podem atingir a marca de 626 mil possiveis novos pacientes.
Em 2019 foram constatados pelo INCA cerca de 232 mil ébitos provocados pelos
carcinomas. Na tabela 1, podemos observar os numeros estimados para possiveis
novos casos em 2020 e os Obitos registrados pelo INCA em 2019, referente a

incidéncia de canceres na populacao brasileira masculina e feminina.

Tabela 1: Incidéncia e mortalidade de cancer no Brasil.

Localizagdo Primaria Novos casos* Obitos* Localizag&o Priméria Novos casos* Obitos*
Todas as Neoplasias 309.750 121686  yomens Mulheres  1odas as Neoplasias 316.280 110.344
Prostata 65.840 15.983 Mama feminina 66.280 18.068
Colorretal 20.540 10.191 Colorretal 20.470 10.385
Traqueia, Bronquio e Pulméo 17.760 16.733 Colo do Gtero 16.710 6.596
Estdmago 13.360 9.636 Traqueia, Bronquio e Pulméao 12.440 12.621
Cavidade Oral 11.200 5.120 Glandula Tireoide 11.950 571
Esbfago 8.690 6.802 Estdbmago 7.870 5.475
Bexiga 7.590 3.115 Ovario 6.650 4123
Laringe 6.470 3.985 Corpo do Utero 6.540 1.936
Sistema Nervoso Central 5.870 5.049 Sistema Nervoso Central 5.230 4.663
Leucemias 5.920 4.014 Linfoma néo-Hodgkin 5.450 1.523

*2020 **2019

Fonte: Adaptado de Instituto Nacional de Cancer, 2021.

De acordo com o INCA, as maiores incidéncias de novos casos de cancer, em
2020, na populacdo brasileira masculina estdo relacionadas com as neoplasias de
prostata e colorretal, representando um total de 21,2% e 6,6% dos possiveis novos
casos. Porém, ao analisarmos os nimeros de 6bitos ocorridos em 2019, os canceres
de traqueia, brénquio, pulmdes e prostata foram os responsaveis pelo maior nimero

de vitimas, representando um total de 26,9% dos numeros de mortos.

Na populagéo feminina brasileira, as maiores incidéncias de novos casos estao
relacionadas com os canceres de mama, correspondendo a 20,9% dos casos totais,
e o colorretal, representando 6,42% dos novos casos. Além disso, o cancer de mama
€ uma das maiores causa de morte entre as vitimas das neoplasias, correspondendo
a 16,4% dos numeros divulgados pelo o INCA, conforme a tabela 1. Os canceres

envolvendo o trato respiratério inferior, como traqueia, brénquios e pulmdes,
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corresponde como a segunda maior causa de mortes provocada pelas neoplasias na

populacao brasileira feminina, chegando a um total de 11,4% dos mortos.

A alta incidéncia de numero de casos tem gerado um grande impacto financeiro
e social no mundo. Os custos dos tratamentos dos canceres aumentaram
exponencialmente devido a ocorréncia em idades relativamente mais jovens. Além
disso, em alguns casos sdo detectados tardiamente e necessitam de farmacos e
tecnologias caras, nos quais em alguns casos, estdo associados a tratamentos
paliativos, em que as chances de cura em estagios avancados da doenca ja sdo muito
remotas. Segundo a Sociedade Norte-Americana de Cancer a estimativa para o0s
gastos com tratamento de cancer, em nivel mundial, passara de US$ 290 para US$
458 bilhdes por ano entre 2010 e 2030 (MEDICI, 2018).

No Brasil, com o0 aumento do nimero de doentes e de pacientes atendidos pelo
Sistema Unico de Satde (SUS), o financiamento para os tratamentos oncolégicos vem
se tornando um grande desafio para o Estado. Entre 1999 e 2016, os gastos com 0s
servigos oncologicos no SUS sairam de R$ 470 milhdes para R$ 3,90 bilhdes em
valores nominais, representando um crescimento de oito vezes em um periodo de 17
anos. Deste montante, gastou-se 59,9% com procedimentos clinicos e 31,5% com
procedimentos cirdrgicos (Gomes et al., 2021; Medici, 2018).

Porém, quando sdo diagnosticados precocemente, 0s canceres nem sempre
seguem um curso téo letal, alguns séo descobertos cedo o bastante para serem tratados
através de cirurgias, radioterapias, imunoterapias, terapias hormonais, transplante de
células-tronco e por quimioterapia (Kumar et al., 2016). Além disso, em alguns casos &

necessario combinar mais de uma modalidade de tratamento.

Dentre os possiveis tratamento para o cancer, as modalidades tradicionais de
tratamento de canceres no Brasil incluem as radioterapias, quimioterapias e cirurgias.
Entretanto, o Brasil vem enfrentando uma escassez ao tratamento por radiagao,
devido a falta de pessoal e unidades suficientes. Nesse sentido, a escassez deste

tratamento tem provocado um aumento do numero de Obitos oncoldgicos, que
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poderiam ser evitados, caso houvesse a universalizacao desta terapia no SUS para o

tratamento dos canceres mais comuns no Brasil (Mendez et al., 2018).

No entanto, o método terapéutico mais utilizado no Brasil para o tratamento de
cancer é a quimioterapia. De acordo com o INCA, a quimioterapia € um tratamento
gue utiliza medicamentos para destruir as células doentes, malignas, que formam um
tumor. Estes medicamentos se misturam com 0 sangue e séo levados a todas as
partes do corpo, destruindo as células doentes que estdo formando o tumor e
impedindo que elas se espalhem pelo corpo, consequentemente 0s quimioterapicos
sdo considerados como um tratamento sistémico, diferente das cirurgias e

radioterapias que sdo um tipo de tratamento localizado.

Entretanto, alguns quimioterapicos atuam de forma né&o especifica, lesionando
tanto células malignas quanto benignas, provocando, em alguns casos efeitos
colaterais severos, no qual, excedem os beneficios por ele proporcionados. Além
disso, o organismo acaba criando uma resisténcia a esses medicamentos, o que leva
a uma reducdo da sua eficacia, limitando a utilizacdo de muitos quimioterapicos
(Bangde et al., 2019).

1.1. Cisplatina, o primeiro metalofarmaco para tratamento de cancer

Durante a década de 1970, o professor doutor Barnett Rosenberg estudava o
efeito de um campo elétrico na inibigcdo da divisédo celular da Escherichia coli. Um meio
de cultura foi exposto a um campo elétrico gerado por eletrodos de platina, sendo
observado a inibicdo da divisdo celular, mas ndo a interrupcdo do crescimento,
levando a formacdo de filamento cerca de 200 a 300 vezes maior que seu
comprimento original, figura 2. Posteriormente, descobriu-se que o agente inibidor ndo
era o campo elétrico, mas outro agente desconhecido formado in situ, iniciando uma

intensa busca para identificar a espécie (Hoeschele, 2014).
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Figura 2: Microscopia eletrénica da Escherichia coli: a) Estrutura normal b) Estrutura em
filamentos devido a presenca do agente desconhecido.

Fonte; Adaptado de Hoeschele, (2014).

Rosenberg e sua equipe avaliaram sistematicamente todas as variaveis do
sistema que poderia ser 0 possivel agente inibidor da divisdo celular. Eventualmente,
foi levantada a hipotese de que o hexacloroplatinato de aménio ((NHa4)2PtCle)
produzido pela eletrdlise, dos eletrodos de platina, durante o experimento, poderia ser
o agente inibidor. Desta forma, utilizaram-se uma solucao de (NHa4)2PtCls para realizar
0S experimentos in vitro, com o objetivo de replicar os efeitos de inibicdo observados,
durante a submissdo em um campo elétrico. Entretanto, quando submetidos ao meio

de cultura, essa espécie sofreu uma alteracao fotoquimica, equacéao 1.

Equacdo 1: Conversao fotoquimica do hexacloroplatinato de aménio em cis-
diamintetracloroplatina(lV).

(NH,),(PtCl,) —— [Pt(NH,),Cl,] + 2HCI

Fonte: Do Autor.

A espécie responsavel pelo aumento da inibicdo do crescimento celular foi
isolada do meio e caracterizada constatando que era a cis-diamintetracloroplatina(lV),
sendo sintetizada independentemente utilizando cis-diaminodicloroplatina(ll) como

precursor (Hoeschele, 2014).
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Ao avaliarem a atividade citotdxica do cis-[Pt(NH3)2Cls] e 0 seu precursor cis-
[Pt(NH3)2Cl2], constataram, que ambas as espécie foram capaz de inibir a divisdo
celular in vitro. Entretanto, o cis-[Pt(NH3)2Clz] demostrou atividade inibitéria muito
superior. A partir dessa premissa, Rosenberg resolveu aplicar a hipétese de que se
esse agente era capaz de inibir a divisdo celular em bactérias, porque néo testa-la na
inibicdo da divisdo celular de células cancerigenas, sendo posteriormente testado in
vivo para avaliar a possivel atividade antitumoral da cisplatina (Corinti et al., 2016;
Hoeschele, 2014).

Os testes para avaliacdo da atividade antitumoral da cisplatina, foram
realizados em camundongos portadores de tumores S180, figura 3, permitindo o
crescimento por oito dias. Posteriormente, a partir do oitavo dias, os roedores foram

tratados com uma Unica dose de 8,0 mg.kg™ de cisplatina.

CAMUNDONGO COM SARCOMA 180

8°dia 12° dia 16° dia 20° dia 21°dia
CAMUNDONGO TRATADO COM CISPLATINA

8°dia 12° dia 16° dia 20°dia  36°dia

Figura 3: Teste in vivo da cisplatina em camundongos com sarcoma 180.

Fonte: Adaptado de Rosenberg et al., 1970.

A figura 3, representa os resultados obtidos a partir da realizagcédo do teste in
vivo em dois cenarios diferentes. O primeiro cenario foi realizado como controle, ou

seja, permitindo o crescimento do tumor sem nenhuma intervencao, essa acao acabou
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levando o camundongo a Obito entre o 20° e 21° dia. No segundo cenario,
representado na parte inferior da imagem 3, o camundongo foi tratado com uma dose
Unica de cisplatina no oitavo dia de crescimento do tumor. Nota-se que a partir do 16°
dia, é possivel observar a regressao progressiva e bem sucedida do tumor que apoés
trinta e seis dias da aplicacdo, 0 mesmo encontrava-se livre do sarcoma 180, as
descobertas idealizadas por Rosenberg representa um marco no desenvolvimento de
protocolos quimioterapicos para tratamento de tumores (Corinti et al., 2016;
Hoeschele, 2014; Rosenberg et al., 1970).

Desta forma, a partir de testes subsequentes em laboratérios, verificou-se que a
cisplatina, figura 4, era eficiente contra uma grande variedade de tumores, entrando para
0s ensaios clinicos em 1972 nos EUA e aprovado pelo Food and Drug Administration
(FDA) em 1978 para utilizagcdo no tratamento de tumores incluindo tumores na cabeca,
pescoco, pulméo e trato geniturinario, sendo a primeira metalodroga aprovada para o
tratamento de cancer (Ciarimboli, 2021; Fanelli et al., 2016).

H3N ol
\Pt/
H3N/ \
Cl
Figura 4. Estrutura da cisplatina.

Fonte: Do Autor.

O mecanismo de atuacéo da cisplatina no organismo, figura 5, encontra-se bem
descrito na literatura, mas ainda existem algumas lacunas a serem preenchidas, que
devem ser esclarecidas com novas pesquisas. O farmaco é administrado em
pacientes, com prescricdes semanais de 5 mg.kg, por meio intravenoso devido a alta
concentragéo de cloreto no meio extracelular, corresponde a cerca de 100 mM. Essa
qguantidade elevada de cloreto inibe a aquacédo dos ligantes clorido na corrente
sanguinea, impedindo a substituicdo por outros ligantes. No entanto, uma grande
guantidade da cisplatina liga-se de modo covalente as proteinas plasmaticas, apenas

uma pequena quantidade do composto é direcionada ao alvo celular.
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O mecanismo bioquimico pelo qual a cisplatina atravessa a membrana celular
ainda é incerto. Inicialmente alguns estudos indicavam que a cisplatina entraria nas
células principalmente por difusdo passiva, no entanto alguns estudos recentes
demonstraram que parte da absor¢cdo da cisplatina depende de energia. Além disso,
0s compostos de platina podem entrar nas células normais e tumorais por meio de

transportadores catidnicos organicos presente na membrana celular.

Ao entrar no meio intracelular, acontece uma reducgédo drastica na concentracdo
de cloreto, para a ordem de 2 — 30 mM, figura 5. Nessas condicdes, os cloretos
tornam-se susceptiveis a reacdes de aquacado. Os metabdlitos resultantes da aquacao
s&0 mais reativos aos alvos celulares e fornecem derivados de platina com uma carga
positiva que encaminhara para os alvos celulares. A espécie reativa reagira com
inumeros alvos celulares, dentre os quais destaca-se o DNA. O atomo central de
platina, liga-se covalentemente ao nitrogénio 7 das bases purinicas, como guanina e
adenina, formando ligacdes cruzadas intra (maior proporcao) e interflamentares

(menor proporcgéao).

A ligacdo forma o aduto Pt-DNA, que é capaz de desencadear uma série de
resposta celulares, como inibicdo da replicacéo e transcri¢cao celular, paralisacao do
ciclo celular e por fim a morte celular por apoptose, podendo interromper o

desenvolvimento de células tumoral (Cohen et al., 2001; Tchounwou et al., 2021).

HaN “ H3N\ /OH2 H3N\ / HaN a8
3 + +

\F’t/ #HO.-CL Opt! +H,0, -CI Pl —— \Ptz

/ . -H,0,Cl / N -H,0,"Cl / OH, /
ci
HaN “ HgN HaN HaN
[C1=100 mM [CT]=~2-30 mM
Membrana

celular

Figura 5: Mecanismo de atuacéo da cisplatina no organismo.

Fonte: Do Autor.
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Apesar dos efeitos positivos dos compostos de platina, eles apresentam
elevada toxicidade para o organismo. Os pacientes que recebem esses agentes
apresentam efeitos colaterais graves, limitando a dose que pode ser administrada,
além disso, a baixa solubilidade destes compostos em solucdes fisiolégicas acaba
limitando a eficacia destas metalodrogas (Bangde et al., 2019). Os efeitos colaterais
dos compostos incluem: toxicidade as células em geral, nauseas e vomitos,
diminuicdo da producdo de células sanguineas e plaguetas na medula 0Ossea,
diminuicdo da resposta a infeccdo, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, ototoxicidade,
toxicidade gastrointestinal, presséo arterial elevada e alergia (Bangde et al., 2019;
Florea et al., 2011; Rubino et al., 2017).

1.2.Quimioterdpicos de platina

O impacto causado pela descoberta da atividade antitumoral da cisplatina e sua
aprovacdo para uso clinico bem como suas limitagbes motivou varias pesquisas
dedicadas no planejamento e avaliagdo da atividade antitumoral de analogos da
cisplatina. Neste contexto, surge a carboplatina, figura 6, descrita por Cleare e
Hoeschele em 1973, sendo o segundo farmaco aprovado para uso clinico pelo FDA

em 1989. O composto € comercializado mundialmente, com o nome de Paraplatina.
O

HsN 0

HaN 0
o)

Figura 6: Estrutura da carboplatina.

Fonte: Do Autor.

A estrutura é diferente da cisplatina, devido a substituicdo dos ligantes cloretos
por ligantes do tipo carboxilato. A alteracdo dos ligantes, confere uma maior
solubilidade e uma reatividade menor, diminuindo a interagdo covalente com as

proteinas plasmaticas em comparacdo com a cisplatina. Além disso, a Paraplatina
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apresenta uma toxicidade menor, sendo facilmente excretada pelo sistema urinario,
permitindo a utilizacdo de uma dose maior. O composto € usado mundialmente no
combate a uma variedade de cénceres, principalmente no tratamento de cancer de

pulm&o e de ovério (Pasetto et al., 2006; Wheate et al., 2010).

Outro farmaco de grande sucesso é oxaliplatina, figura 7, desenvolvido e
comercializado mundialmente pela Sanofi-Aventis, aprovado pelo FDA para estudos
clinicos em 2002, sendo o primeiro farmaco ativo contra alguns tipos de canceres
resistentes a cisplatina. E indicada para o tratamento de cancer coloretal metastatico

em combinacdo com a 5-fluorouracila e acido fdlico.

\

\

NHé""'Pt—O
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Figura 7: Estrutura da oxaliplatina.

Fonte: Do Autor.

O oxaliplatina € constituido por um grupo abandonador oxalato e pelo ligante
carreador diaminoclicohexano. O aduto formado com o DNA, ndo sao reconhecidos
pelos sistemas de reparo do mesmo, permitindo que esse farmaco seja ativo em
algumas linhagens resistentes a cisplatina. Os metabdlicos formado in vivo,
apresentam pouca interacdo com as proteinas plasmaticas, além disso, nao

apresentam nefrotoxicidade (Pasetto et al., 2006).
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Além da Paraplatina e oxaplatina, existem outros, figura 8, como o Nedaplatina,
utilizado desde 1995 no Japao para o tratamento de canceres de pulméao, eséfago,
cabeca e pescoc¢o. Outro farmaco utilizado na Coreia do Sul, desde de 1999, é o
Heptaplatina, utilizado no protocolo de tratamento de tumores gastrointestinais
avancados e o Lobaplatina aprovado para utilizacdo em 2003 na China, eficiente

contra a leucemia mieloide crénica, cancer de mama metastatico e pulmao.

0
@) o NH2
H3N\P{ NH{Pt/ ‘:/\ >Pt/O
/ \O Né \O N \o
H3N o o)
Nedaplatina Heptaplatina Lobaplatina

Figura 8: Estrutura de outros quimioterapicos a base de platina.

Fonte: Do Autor

1.3. Compostos de Palédio

Mediante aos efeitos colaterais severos associados aos compostos de platina,
iniciou-se a busca por novos possiveis quimioterapicos, que possam superar essas
desvantagens associadas a quimioterapia. Esses novos compostos devem apresentar
uma reducdo dos efeitos colaterais e ampliacdo das atividades antineoplasicas
(Karami et al., 2019).

Uma das estratégias quem vem sendo adotada para o desenvolvimento de
novas metalodrogas, € mudar a natureza metdlica, ou seja, o ion central de certos
compostos. Um dos possiveis candidatos sdo os complexos de paléadio(ll), uma vez
que a geometria de coordenac&o e raio idnico do paladio(ll), 0,64 A, muito proximo
aos do ions platina(ll), 0,60 A, sendo uma alternativa promissora a terapia do cancer
(Naskar et al., 2022; Karami et al., 2019). A platina e o paladio apresentam
configuracéo eletrénica d8, portanto, a geometria de coordenacéo de seus compostos
€ a quadratica planar para ambos os ions, formando complexos de estruturas muito

similares (Fanelli et al., 2016).
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Apesar de ainda existir poucos farmacos antitumorais a base paladio(ll),
avancos significativos ocorreram no uso de complexos de Pd(Il) em sistema de terapia
fotodin@mica. Recentemente em 2020, o FDA concedeu autorizagéo para iniciar a
terceira fase de estudo clinico do Padeliporfin, figura 9, uma porfirina contendo
paladio(ll) derivada de uma clorofila solivel em agua. Em 2017 o mesmo recebeu
aprovacao para utilizacdo na Unido Europeia, comercializado sob o nome de TooKad,

utilizado no tratamento de pacientes com cancer de prostata de baixo risco.

Figura 9: Estrutura do Padeliporfin.

Fonte: Do Autor.

A utilizacdo deste composto é vinculada com uma terapia de ativacao
fotodindmica. Apds a administracdo intravenosa, 0 mesmo € ativado por um sistema
de baixa energia fornecida por um comprimento de onda especifico de 753 nm, por

fibras Opticas posicionadas na prostata (Lebdai et al., 2017).

O processo de ativacéo do Padeliporfin, consiste no desencadeamento de uma
série de reacdes fotoquimicas, liberando altos niveis de espécies reativas de oxigénio,
gue induz danos irreversiveis aos endotélio dos vasos sanguineos, resultando em
processo de oclusdo do vaso por trombose, levando o tumor a sofrer necrose (Chelly
et al., 2020; Lebdai et al., 2017).
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Além disso, esse protocolo de tratamento vem sendo testado para diversos
canceres urologicos de baixo risco e os resultados oncologicos preliminares relataram
que em um curto periodo de tempo, grande parte das biopsias realizadas,
apresentaram resultados negativos com uma regressao da doengca em 24 meses. Um
grande numero de pacientes evitou a utilizacdo de terapias mais agressivas, apos a

utilizacao do Padeliporin.

O protocolo de tratamento entre o Padeliporfin e terapia fotodinamica, vem
emergindo como uma opc¢ao para o tratamento destas neoplasias, devido aos efeitos
colaterais minimos. Mesmo em altas doses, 0 composto apresenta extravasamento
minimo para outros tecidos, sendo rapidamente eliminados pelos sistemas hepatico e
renal (Chelly et al., 2020).

Os efeitos colaterais mais frequentes associados ao Tookad, séo problemas de
micgao, incontinéncia urinaria, problemas sexuais, sangue na urina, infecgéo do trato
urinario e sangramento ao redor da area genital. Outros efeitos colaterais estdo
relacionados com a anestesia geral, como perda de memoria breve, anormalidades
da frequéncia cardiaca e efeitos leves no figado, de acordo com as informacdes

fornecidas pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA).
1.4.Planejamentos de compostos de Paladio(ll) bioativos

O grande desafio na preparacdo de compostos de paladio(ll) para fins
medicinais € a sua elevada cinética de troca de ligantes em relacdo aos compostos
de platina, sendo esta 10°vezes mais rapida que os analogos de platina. Tal fato pode
resultar na dissociacéo ou hidrolise dos ligantes antes de atingir o alvo farmacologico
(Bangde et al., 2019; Rubino et al., 2017) reduzindo, portanto, sua atividade.

Neste contexto, os complexos de paladio(ll) apresentam uma reacdo de troca
de ligantes relativamente rapida e, desta forma, séo classificados como labeis. Um
complexo labil tem uma energia de ativacdo muito baixa para a substituicdo de
ligantes. Entretanto, os compostos de platina(ll), também s&o susceptiveis a
substituicao de ligantes, simplesmente reagem de forma mais lenta em comparacao

com os compostos de Pd(Il). Os analogos de platina apresentam uma energia de
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ativacdo maior para a substituicdo do ligante, devido a contracdo lantanidica que os
elementos pos-lantanidios da série 5d sofrem. Tal fato, resulta na formacéo de atomos
mais compactos, com uma acentuada diminuicdo nos raios atdmicos e ibnicos,
gerando &tomos com maior densidade de carga, formando ligagcdes M-L mais fortes,
gerando consequentemente, uma energia de ativacdo mais alta e uma cinética de

substituicdo mais lenta (Miessler et al., 2014; Ricci, 2018).

Os complexos com geometria quadratica planar, com configuragédo d?&, realizam

as reacdes de troca de ligantes por meio do mecanismo associativo, figura 10.

A A A Y
\Pd/ — X A—P(L""‘\‘\\\Y L \Pd/
A/ \\A Lento \ Rapido A/ \A

Intermediario

Figura 10: Mecanismo associativo para troca de ligantes do Pd(ll).

Fonte: Do Autor.

Neste mecanismo o ligante Y ataca perpendicularmente o plano do paladio,
ligando-se ao complexo e formando um intermediario com um numero maior de
coordenacao, gerando um intermediario pentacoordenado. A primeira etapa ocorre de
forma lenta, seguida pela etapa de saida do ligante abandonador, que apresenta uma
velocidade de saida muito rapida. Posteriormente, o complexo é reorganizado
novamente na estrutura de coordenacéo de origem, com a presenca do ligante novo
(Miessler et al., 2014).

A incorporacéo de ligantes volumosos na esfera de coordenacéo de complexos
quadraticos planares d2, reduz consideravelmente a cinética de troca de ligantes
nestes complexos. Geralmente as reacdes de substituicoes de ligantes em complexos

guadraticos planares, recebem o ataque do grupo de entrada por uma das faces do
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plano, com o grupo de entrada fornecendo densidade eletrénica ao orbital vazio do

metal dS.

Ao utilizar um ligante volumoso, como a 2,6-lutidina, o acesso ao orbital é
obstruido, conforme a figura 11. Tal fato, impede a aproximacé&o do solvente ou outras
moléculas ao ion metalico. Em um mecanismo de reacdo associativo, a interacao
repulsiva entre o substituinte volumoso e os outros ligantes no intermediario penta-
coordenado s&o desestabilizadas, retardando a reagao de troca do ligante cloreto pela
agua (Edwards et al., 2005; Jones et al., 2007)

CHg
N—/M—CI +  H 7 cl s <:\§ s
— ClI \/O/ —_— N—M—=Cl — / N—M—cCl + cr
CHg \H — B _OHg
CHg H20 CHg

Figura 11: Reacédo de aquacao na presenc¢a de um ligante volumoso.

Fonte: Do Autor.

Outra forma de reduzir esta labilidade é a utilizacdo de ligantes que pode
conferir ndo somente uma maior estabilidade termodinamica, mas também uma
cinética de troca de ligantes mais lenta para os complexos de paladio(ll) permitindo
torna-los ativos farmacologicamente (Rubino et al., 2017). Como o ion Pd(ll) € um
acido de Pearson macio, ligantes polidentados contendo atomos doadores macios ou
intermediarios (ex. S, P, N, C) sdo empregados ndo somente para aumentar a
estabilidade termodindmica mas também reduzir a labilidade do complexo desejado
bem como evitar a isomerizacao cis-trans (Jones et al., 2007; Zmejkovski et al., 2022).

E bem estabelecido que o efeito quelato também influéncia os parametros
cinéticos de complexos metalicos. A reacdo de substituicdo de um ligante quelato é
geralmente mais lenta, quando comparada a de um ligante monodentado. As

explicagBes para esse efeito baseiam-se em dois fatores: a energia necessaria para
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retirar o primeiro atomo coordenado e a probabilidade da reversdo dessa primeira

etapa (Miessler et al., 2014).

A figura 12 ilustra as etapas de uma reagdo hipotética envolvendo a
substituicéo do ligante bidentado quelante etilenodiamina (en) por moléculas de agua.
Nessa reacao de hidrolise, sdo esperadas duas etapas de dissociacdo, uma para cada

atomo coordenado do ligante en.

NH,
o (Y
\NH NH2
2

OH
rapldo

\f+H20‘—M f
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/
M NH,
(3) \ f Iento
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(4)

rapido T
M + HZO = M.

Figura 12: Reacé&o hipotética envolvendo a hidrolise de um complexo contendo o ligante.

Fonte: Adaptado de Miessler et al. (2014).

A variacdo de entalpia associada a descoordenagdo do primeiro atomo
coordenado, etapa 1, é maior quando relacionado com apenas um ligante
monodentado. Se esse atomo realmente se descoordenar, sua barreira cinética para
religacdo subsequente é menor, uma vez que, o atomo descoordenado durante a
primeira etapa permanece muito proximo do centro metalico. A primeira etapa de

dissociacdo da etilenodiamina é esperada ser mais lenta que a etapa correspondente
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para a amina, pois o ligante deve se dobrar e girar para afastar o grupo NHz livre do

metal.

A segunda etapa de dissociagdo (3) também deve ser lenta por dois motivos: a
concentracdo desse intermediario € baixa e a primeira etapa de dissociacdo pode
ocorrer facilmente no sentido inverso. O nitrogénio descoordenado € mantido proximo
ao metal pelo resto do ligante, fazendo com que a sua religacédo seja muito provavel.
No geral, o efeito quelato cinético reduz as velocidades de rea¢gfes de aquacao por
fatores de 20 a 10° (Miessler et al., 2014).

Dada a importancia da incorporacgao de ligantes quelantes e ligantes volumosos
na estrutura de molecular de determinados complexos de paladio, nosso grupo de
pesquisa tem usado essa estratégia, da combinacdo destes ligantes em complexos,
para nortear a sintese de uma variedade de compostos de paladio para posterior
investigagdo das suas atividades citotoxica frente a células tumorais e antiproliferativa
contra determinados agentes patogénicos.

1.4.1. Compostos ciclopaladados

Os compostos ciclopaladados, figura 13, tém sido amplamente estudados
devido a suas novas aplica¢cdes em uma vasta gama de areas, como sintese organica,
reacbes de insercdo, como possiveis drogas antitumorais e em catalise. Os
ciclopaladados caracterizam-se pela presenca de um anel resultante da ligacéo de
coordenacdo com atomos doadores de elétrons (Y) e uma ligacdo intramolecular
covalente carbono-paladio, tornando um composto organometalico. A ligacdo metal-
carbono é estabilizada intramolecularmente por pelo menos um atomo doador de
elétrons derivado de moléculas heteromoléculas. Esta configuragdo permite uma
grande versatilidade reacional, podendo-se obter espécies diversificadas pela
variacdo do atomo doador (N, P, As, O, S ou Se), do tamanho do anel que pode variar
de 3 a 11 membros, sendo os mais comuns com anéis de 5 a 6 membros (Bangde et
al., 2019; Caires et al., 1996; Karami et al., 2019).
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Figura 13: Representagéo do ciclopaladado.

Fonte: Do Autor.

Os primeiros relatos e caracterizacdo desses tipos de complexos foram na
década de 60, porém, a descoberta como catalisador ocorreu apenas na década de
90. O termo ciclopadalacao foi definido por Trofimenko em 1972, o que implica a
formacdo de complexos de paladio em que um ligante organico sofre metalacéo
intramolecular, com a formag&o de um complexo quelante, apresentando uma ligagao
Pd-C com outra ligacdo Pd-L (L= N, S, P). Devido a essa variedade de ligantes, é
possivel ter inimeros mecanismos de atuacdo em sistemas biolégicos (Bangde et al.,
2019).

As potencialidades terapéuticas dos compostos ciclopaladados vém sendo
constantemente investigadas pela comunidade cientifica. A presenca de um anel
ortometalado “(C,N)Pd” contendo uma forte ligagdo cC—Pd aumenta a estabilidade
do composto organometalico, permitindo que sua estrutura seja mantida
essencialmente intacta no meio biolégico tempo o suficiente até interagir com o alvo
farmacoldégico (Cortés et al., 2012; Cutillas et al., 2013; Omae, 2014).

O artigo intitulado “Sintese e atividade citotoxica de alguns azido-
ciclopaladados estabilizados com ligantes bifosfinicos” (CAIRES et al., 1999) foi o
primeiro estudo no &mbito nacional sobre o estudo do potencial antitumoral de
ciclopaladados. Neste trabalho, foram reportados resultados muito promissores sobre
a atividade citotoxica de organometalicos mono e binucleares de Pd(ll) contendo
difosfinas frente as linhagens de células tumorais humanas C6 (glioma cerebral), Hep-

2 (orogaringe) e HelLa (colon de utero). As estruturas dos compostos sintetizados e
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caracterizados, estéo representadas na figura 14, onde também sao apresentadas as
concentragdes inibitorias (ICs0) dos complexos frente as linhagens de células proposta

para a realizacéo do estudo.

Os complexos de paladio(ll) com ligantes difosfinicos demonstraram ser
suficientemente estaveis nas condi¢cdes biolégicas, a ponto de induzirem efeitos
citotéxicos significativos. Os compostos mononucleares. No entanto, os ciclopadados
deste trabalho apresentaram atividade citotoxica superiores aos da cisplatina.
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Figura 14: Estrutura dos ciclopaladados de Caires et al. (1999) e ICso.

Fonte: Adaptado de Caires et al. (1999).

Caires et al. (1999) mostraram que a atividade citotoxica desses compostos,
seja resultado de uma acdo combinada de fatores cinéticos, termodinamicos e
estrutural que resultaram em uma labilidade menor ao complexo formado, permitindo

que o mesmo seja direcionado ao alvo farmacoldgico.

Desde entdo, os avangos importantes no entendimento do mecanismo de agao
de ciclopaladados contendo ligantes volumosos contra varios tipos de células tumorais
foram alcancadas mediante a inUmeros estudos. Por exemplo, RODRIGUES et al.
(2003), mostraram que o complexo [Pd2(S(-)-C?,N-dmpa)2(u-dppe)Clz2] {dmpa = N,N-
dimetil-1-feniletilamina; dppe = 1,2-etanobis(difenilfosfina)} induziu a morte de 100%

das células de melanoma murino (B16F10-Nex2) a uma concentragao inferior a 1,25
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umol.L. Ensaios in vivo indicaram que esse composto néo foi téxico aos ratos quando
injetado trés vezes, com dose semanal de até 60 umol.L%, e foi capaz de retardar o
crescimento do tumor e prolongar a sobrevivéncia animal. Ao final do experimento, 0s

camundongos pareciam saudavel sem les6es nos 0rgaos.

Pd—
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—— Ph
Ph / /Ph
Ph P~
Cl
\P/d\N/\

Figura 15: Estrutura do [Pd2(S(-)-C2,N-dmpa)2(u-dppe)Clz].

Fonte: Adaptado de (Rodrigues et al., 2003).

Por apresentar atividade in vivo, Rodrigues e seus colaboradores determinaram
o efeito do complexo [Pd2(Sy-C?N-dmpa)2(u-dppe)Clz] sobre a linhagem celular
tumoral do melanoma murino. A partir do DNA extraido das células em suspenséao,
observou-se um padrao claro de degradacdo na estrutura da dupla fita, mas nao
aumentam os niveis de caspases 1 e 3, sugerindo a inducdo de apoptose
independente de caspase. No entanto, o enantibemero S afeta muito ativamente o
metabolismo respiratério da célula, causando um colapso no gradiente de protons
mitocondrial, provocando uma queda abrupta na acidificacéo extracelular (Rodrigues
et al., 2003).

MORAES et al. (2013) demonstraram que o ciclopaladado [Pd2(R+)-C?,N-
dmpa)2(p-dppe)Clz], enantiomero R da figura 15, foi capaz de promover a morte das
células K562 a uma concentragdo inferior a 1,50 pmol.L' (células de leucemia
humana), sem apresentar toxicidade para células sanguineas. Ensaios posteriores
evidenciaram que a atividade citotoxica in vitro desse ciclopaladado esta associada a

oxidacdo de grupos tidis de proteinas embebidas na membrana mitocondrial. A
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oxidacdo dessas proteinas resulta na abertura de poros que promovem a perda dos
componentes da matriz mitocondrial, 0 aumento na producéo de espécies oxigenadas
reativas, o inchaco e a ruptura da membrana, levando a liberagéo do citocromo C e a
ativacdo da Caspase 3, e consequentemente, a morte celular por apoptose. A
presenca de redutores de tiol, tais como ditioltreitol (DTT), glutationa (GSH) e N-
acetilcisteina (NAC) inibiram a acdo do composto, comprovando que a morte celular
foi desencadeada pela oxidacao de grupos tidis de proteinas presentes na membrana
mitocondrial das células tumorais (Moraes et al., 2013).

Bincoletto et al. (2005) descreveram que ciclopaladado binuclear difosfinico,
[Pd2(C? N-Sdmpa)z(u-dppf)Cl2], derivado da N,N-dimetil-1-feniletilamina (dmpa) e
1,1’-bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf), figural6. Esse composto foi capaz de inibir a
cetepsina B de forma reversivel. Os resultados indicaram que o ciclopadado, figura
16, liga-se a catepsina livre B, com constante de dissociacdo Ku= (12 + 1) uM e ao
sistema enzima/substrato com aKn= (2,4 + 0,3) uM. A aplicagdo deste complexo, em
ratos com tumor de Walker, resultou em 90% de inibicdo do crescimento do tumor.
Apoés doze dias da inoculagéo, as células tumorais produziram tumores sélidos com
uma massa de 4,0 g, no entanto, quando os animais foram tratados com uma dose de
2,0 mg.kg?, a massa tumoral foi reduzida para 0,3 g. Contudo, os estudos
toxicolégicos mostraram que ndo houve alteragbes morfolégicas aos globulos
vermelhos e brancos, foram obtidos resultados semelhantes com os tecidos hepético,

renais e do baco murino (Bincoletto et al., 2005).
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Figura 16: Estrutura do ciclopaladado [Pd2(C?,N-Sdmpa)z(u-dppf)Clz].

Fonte: Adaptado de Bincoletto et al. (2005).
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Bechara e seus colaboradores (2014) avaliaram a atividade antitumoral in vitro
do ciclopaladado [Pd(C?,N-Sdmpa)2(u-dppf)], figura 17, para linhagem celular Saos,
osteossarcoma humano, resistente a maioria dos quimioterapicos comerciais. A
linhagem celular foi tratada com o composto com presenca e auséncia de catepsina
B e quelantes de célcio, monitorando varios parametros relacionados apoptose. Os
resultados in vitro, mostram que o complexo da figura 17, induziu a morte celular por
apoptose com a presenca da catepsina B e célcio, necesséarios para a atividade
antitumoral do composto (Bechara et al., 2014).
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Figura 17: Estrutura do ciclopaladado [Pd(C? N-Sdmpa)2(u-dppf)].

Fonte: Adaptado de Bechara et al. (2014).

Entretanto, devido aos resultados excelentes obtidos no estudo in vitro, 0os
autores estenderam a investigacao citotoxica do complexo da figura 17 nos ensaios
in vivo. O estudo foi realizado aplicando células tumorais metastaticas B16F10-Nex2,
em camundongos, tratados com o complexo [Pd(C? N-Sudmpa)2(u-dppf)] por um
periodo de 10 dias. Os resultados mostraram que os camundongos tratados com o
complexo, apresentavam menos colbnias metastaticas, em comparagao com 0 grupo
nao tratado com o mesmo, indicando, que 0 composto apresenta uma excelente agao

in vitro e in vivo.
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Uma alternativa na substituicdo dos anéis ciclopaladado formado pelas
benzilaminas € a substituicdo por aminoacidos aromaticos, conforme € mostrado na
figura 18. Entretanto, a ortopaladacdo de aminoacidos ndo € uma tarefa trivial. Por
muito tempo, acreditou-se que as arilalquilaminas primarias eram inertes para a
ativacdo direta de ligagdbes N-H por Pd (ll), mas sua ciclometalacdo provou ser
possivel quando as condi¢cdes adequadas de reacdo sao utilizadas. No entanto, a
maioria das sinteses dos complexos obtidos tem apresentado rendimentos baixos ou
moderados. Neste contexto, a sinteses e aplicagdes de complexos organometalicos
utilizando aminoacidos tem ganhado grande destaque por se tratarem de agentes
guelantes, sendo muito versateis por coordenarem com o paladio via grupos
funcionais amino e carboxilicos (HAJIPOUR et al., 2009). Além disso, a presenca de
grupos funcionais amino e carboxilico possibilita a conjuga¢éo de outros aminoéacidos

bem como outros grupos de interesse, como anticorpos.
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Figura 18: Substituicdo das benzilaminas por amino&cidos arométicos (AA) para a formacédo
de ciclopaladado.

Fonte: Do Autor

1.5. Ortometalacdo de aminoé&cidos: potencialidade de obtencao de novos

compostos bioativos

No artigo de Vicente et al. (2007), é relatada uma certa dificuldade de
ortometalar a L-fenilalanina devido a formacdo de uma espécie N,O-quelantes ao
paladio. Uma forma de contornar esse problema é a utilizacdo de grupos ésteres em

vez de acidos carboxilicos, evitando a coordenagéo N,O quelante da L-fenilalanina e
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impedindo a coordenacdo do metal pelo grupo carboxilato, levando, portanto, a
formacdo do ciclopaladado. Neste trabalho, a ortometalacdo foi realizada usando
quantidade equimolares acetato de paladio e L-fenilalanina, em acetonitrila, durante
seis dias sob condicao de refluxo.

Em 2011, Vicente e seus colaboradores publicaram um novo trabalho, no qual
descreveram uma nova metodologia para ciclopaladacdo de aminas primérias e
secundérias utilizando o sal triflato do metil-éster da L-fenilalanina em vez seu

cloridrato, figura 19.

NH3C| - - NH3(038CF3)
@) (l) O (l)
CH, CH,

Figura 19: Substituicdo do cloridrato pelo triflato.

Fonte: Do Autor.

As condicdes empregadas anteriormente, para obtencdo de ciclopaladados
formados a partir de ésteres de aminoacidos aromaticos, foram substituidas para
condi¢cBes mais brandas de reacao, no qual, deveriam ocorrer em condicao de refluxo
com uma temperatura de 65 °C por 2h e 78 °C por 4h, reduzindo drasticamente o
tempo de sintese. Além disso, ao empregar a espécie contendo o sal triflato do metil-
éster da L-fenilalanina, nota-se uma melhora significativa no rendimento de obtencéo
do ciclopaladado, quando comparada com as espécies que utilizacdo as aminas livres

ou seus respectivos cloridratos (Vicente et al., 2011).
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Os complexos orto-paladados de L-fenilalanina sdo interessantes por pelo
menos trés razbes. Em primeiro lugar, os complexos de paladio contendo aminoacidos
como ligantes, bem como os complexos ciclopaladados, tém atraido grande interesse
por sua potencial atividade citotoxica. Em segundo lugar, eles podem ser precursores
Uteis para preparar derivados funcionalizados de L-fenilalanina. Entre os derivados
possiveis, os aminoacidos orto-halogenados sdo particularmente interessantes, pois
séo facilmente preparados por outros métodos, como substituicdo eletrofilica direta e,
além disso, podem ser usados para preparar outros aminoacidos por meio de reagfes
catalisadas por paladio. Finalmente, paladaciclos opticamente ativos sdo reagentes
auxiliares adequados para a resolucdo de misturas racémicas e determinacdo da
pureza enantiomérica e configuracdo absoluta de fosfinas quirais, aminoacidos, e

outros ligantes (Vicente et al., 2007).

1.6. Aminas aromaéticas ortopaladadas contendo 2,6-lutidina: contribuicao

recentes do grupo

Mediante ao descrito até o0 momento, as pesquisas desenvolvidas no nosso
grupo consistem em novas estratégias de simplificacdo ou hibridacdo molecular,
utilizando como ponto de partida as estruturas dos compostos organometalicos ativos
descritos por CAIRES et al. (1999). Essas estratégias vém sendo implantadas nas
sinteses de novas moléculas, buscando compreender quais partes das estruturas sao
importantes para atividade e quais ndo sdo. Essa estratégia de simplificacdo
molecular consiste na modificacdo da estrutura da substancia original, de interesse
terapéutico, preservando os pontos e grupos farmacoféricos e buscando manter ou
otimizar as propriedades farmacoldgicas e reduzir seu padrdo de complexidade

molecular.

Em face do exposto, novas familias de compostos ciclopaladado, tem surgido.
Um exemplo de compostos desenvolvido por da Cunha et al. (2020) é a substituicao
das difosfinas exobidentada, em estruturas ciclopaladados binucleares, por 2,6-
lutidina (lut). Um ligante piridinico volumoso monodentado, figura 20, obtendo-se
assim os ciclopaladados mononucleares [PdX(C?,N-dmba)(lut)].
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Figura 20: Substituigdo das difosfinas exobidentada pela 2,6-lutidina.

Fonte: Do Autor.

O trabalho de Cunha et al. (2020) teve como objetivo sintetiza e caracterizar
estruturalmente composto ciclopaladado de formula [Pd(C2,N-dmba)(X)(luti)] a partir da
reacdo de clivagem entre os dimeros [Pd(C2N-dmba)(X)]z, (X=Cl, I, N3 e NCO) e a
2,6-lutidina, figura 21.

H CH
HaC,  CHs €/ 3| HsC  CHs HaC_ CHs
\
N NCO N N3
AN \Pd/ s Ny fMs Ny s
I:)d\ \N/ \N/ N\ —_—
g | | ]
X / N N\ N
HsC HaC HaC
H3C
[PACIC* N -dmba)(iut)] [PdI(C? N -dmba)(lut)] [PANCO(C? N -dmba){(lut)] [PdN;(C2,N -dmba)(lut)]

Figura 21: Estrutura dos compostos [Pd(C2,N-dmba)(X)(luti)].

Fonte: Adaptado de da Cunha et al. (2020).

Os compostos [PdX(C?,N-dmba)(lut)], figura 21, tiveram sua atividade citotdxica
testada frente as linhagens celulares 4T1 (adenocarcinoma mamario murino),
B16F10-Nex2 (melanoma murino), A2058, SK-MEL-110 e SK-MEL-5 (melanomas 13
humano) e foi utilizada a cis-platina como teste controle. Verificou-se que o0s
complexos foram ativos, apresentando valores de ICsp inferiores a 10 uM. Além disso,
todos os compostos foram cerca de 100 vezes mais ativos que a cisplatina em todas
as linhagens testadas. Observou-se que a natureza do ligante aniénico X nao

desempenhou um papel significativo na atividade citotoxica. Neste caso, 0s autores
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sugeriram que sua citotoxicidade pode néo ser o efeito direto do composto de Pd(ll)
original, mas é provavelmente que possa ser mediado por alguma espécie ativa

semelhante produzido em solucédo (da Cunha et al., 2020).

O fato desses compostos ciclopaladados apresentar indices de citotoxicidade
interessantes foi um ponto importante para a continuacao de estudos posteriores para

aumentar o conhecimento sobre a relacao estrutura-atividade.

O trabalho publicado por Zanetti et al. (2022), compreende dois complexos
ciclopaladados derivados da N,N-dimetil-1-feniletilamina (dmpa) e 2,6-lutidina (lut)
com formula geral [Pd(C2,N-dmpa)(X)(lut)] com X=Cl e N3, figura 22. Esses compostos
foram sintetizados a partir da reacao de clivagem do dimero [Pd(C2,N-dmpa)(X)]2com
a 2,6-lutidina.

CH
ch\ /CH3 H3C\ / 3
N Cl NG Ne ey
\ /  CHg N 3
Pd Pd.
\N/ N=—
H,C H3C
[PACKC? N -dmpa)(Iut)] [PAN,(C2,N -dmpa)(lut)]

Figura 22: Estrutura dos complexos [Pd(X)(C2,N-dmpa) lut)].

Fonte: Adaptado de Zanetti et al. (2022).

O estudo in vitro do efeito inibitdrio dos compostos mononucleares
[Pd(X) (C2,N-dmpa)(lut)], foi realizado contra o glioblastoma humano (U251 e T98G)
e linhagens celulares de melanoma (HT144 e LB373). Utilizando a cisplatina para fins

de comparacao utilizando as mesmas condicdes.

Os valores de ICso nas células T98G e HT114 mostraram que ambos
ciclopaladados foram ativos com valores de ICso entre 0,9 e 1,7 UM, respectivamente.

Ja os indices de citotoxicidade da cisplatina foram de 1,7 puM, para T98G, e 1,3 uM
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para HT144. A atividade citotdxica dos ciclopaladados nas células LB373MEL mostrou
valores semelhantes, estando muito proximo da faixa de ICso encontrada para a
cisplatina, quando analisados dentro margem de erro. Para a linhagem U251, o azido-
composto apresentou um valor de ICso muito semelhante a cisplatina (Zanetti et al.,
2022).

Levando em conta a similaridade dos efeitos antiprofilerativos desses
ciclopaladados frente as linhas tumorais, bem como seu comportamento em solucéo,
o complexo [Pd(C? ,N-dmpa)(Nz)(lut)] foi escolhido para investigar sua capacidade de
interagir com o ctDNA. Ao realizar o estudo de interacdo do [Pd(C?,N-dmpa)(Ns)(lut)]
com o ctDNA por titulagdo espectrofotométrica via UV-Vis, com concentracdes
crescentes da biomolécula, observou-se que nao houve nenhum deslocamento
batocrémico e hipocromismo das bandas monitoradas, sugerindo o estabelecimento
de uma interacao fraca com o DNA. Além disso, devido a baixa magnitude observada
no hipocromismo, ndo foi possivel determinar a constante de ligacao do aduto (Zanetti
et al.,, 2022). O espectro de dicroismo circular (CD), mostra que a presenca do
composto de azida, mesmo em concentracdes elevadas, ndo provocou alteracdo no
perfil espectral do ctDNA, sugerindo que o ciclopaladado participa de interacdes fracas
com a biomolécula. Como interacdes fracas com o DNA ou por sulco menor ndo
causam mudancas espectrais significativas, Zanetti e seus colaboradores realizaram
o experimento de competicdo de fluorescéncia no ctDNA entre o corante Hoeschst-
33258 e 0 complexo [Pd(C?,N-dmpa)(Ns)(lut)]. Apds adicdes sucessivas do composto
para o DNA-Hoechst 33258, observou-se uma baixa supressao de cerca de 4,6%,
indicando que o complexo ciclopaladado foi incapaz de deslocar o Hoechst 33258
ligado ao ct-DNA (Zanetti et al., 2022).

Os estudos de ligagdo do composto com ctDNA com o [Pd(C?N-
dmpa)(Ns)(lut)], no entanto, mostraram baixa ou nenhuma afinidade, sugerindo que a
citotoxicidade observada contra as linhagens celulares humanas, pode envolver
diferentes mecanismos de acdo em comparacdo com a do agente anticancer

cisplatina.
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2. HIPOTESE DO TRABALHO

Baseando nos resultados anteriores envolvendo os complexos do tipo
[PdX(dmba)(lut)] e [PdX(dmpa)(lut)], pressupds que a substituicio do anel
ortometalado C?,N-dmba e C?N-dmpa por C?N-aa (L-fenilalanina), figura 23, pode
gerar compostos ndo somente interessantes do ponto de vista da bioatividade, como
também pode ser usado como plataforma para a preparacdo de novos compostos

ciclopaladados contendo cadeias complexas de peptideos.

R=He CH3

Figura 23: Proposta de substituicdo das benzilaminas pelo éster metilico da L-fenilalanina.

Fonte: Adaptado de Zanetti et al. (2022) e Cunha et al. (2020).
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3. OBJETIVOS

Em face do exposto, o presente trabalho teve como objetivo geral obter
complexos Pd(Il) contendo 2,6-lutidina e o ligante C,N-doador derivado do éster
metilico da L-fenilalanina, assim como avaliar o potencial antitumoral do composto por

estratégia in vitro e estudar a interacdo com a biomolécula de ctDNA.
3.1.0bjetivos especificos

e Sintetizar o ligante triflato do éster metilico da L-fenilalanina (L1);

e Sintetizar o complexo dimero [Pd(C?,N-L-Fame)(Br)]z (C1-Br);

e Preparar o complexo monomérico [Pd(C? N-L-Fame)(Br)(2,6-lut)] (C1-Br-Lut)
oriundo da reacao de clivagem entre o C1-Br com a 2,6-lutidina;

e Caracterizar todos os compostos obtidos pelas técnicas espectroscopicas de
ressonancia magnética nuclear (RMN *H), infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR) e analise elementar;

e Avaliar o comportamento do complexo (C1-Br-Lut) em solucéo por meio da técnica
espectroscopicas de RMN *H, utilizando o solvente ndo coordenante (acetona) e
solvente coordenante (dimetilsulfoxido);

e Realizar os teste de viabilidade celular do C1-Br-Lut, pelo método colorimétrico
MTT frente as linhagens celulares A2780cis (tumoral de ovario com resisténcia a
cisplatina), A549 (tumoral de pulméo), HepG2 (tumoral de figado), MDA-MB-231
(tumoral de mama triplo-negativo) e MRC5 (ndo tumoral de pulmdo de origem
fetal);

e Avaliar a interagcdo do complexo C1-Br-Lut frente a biomacromoléculas DNA
através da técnica de dicroismo circular (DC), pelo método de titulagédo
espectrofotométrica e a competicdo com o H-33258 por supressdo de

fluorescéncia.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1.Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes, tabela 2 e 3, utilizados para o desenvolvimento deste

trabalho eram padrdo analitico (P.A), com um alto grau de pureza e confiabilidade,

permitindo a utilizacdo sem purificacao prévia.

Tabela 2: Reagentes utilizados para sinteses.

Reagentes Quimicos Férmula quimica TF (°C) TE (°C) Procedéncia
2,6-Lutidina C,HgN 6,0 1440 MABRCK
Acetato de paladio [Pd(OAC).], 205,0 216,3* W Sigma-Aldrich
Acido deoxiribonucleico tipo | Ct-DNA ok - w Sigma-Aldrich
Acido trifluorometanossulfénico CF3SOzH -40,0 162,0 w Sigma-Aldrich
Brometo de sédio NaBr 747,0 1396,0 Riedel-de Haén™
Carbonato de sédio Na,CO3 851,0 1600,0 (amrormnal
Cloreto de sédio NacCl 801,0 1465,0 @

Ester metilico I-fenilalanina C1oH13NO, .HCI 158,0 S sigM|dpinn
Fosfato de potassio monobasico K,PO, 252,6  400,0 Synihy
Fosfato de so6dio dibasico Na,HPO, 200,0 1340,0 @
Sulfato de magnésio MgSO, 1124,0 S/ Riedel-de Haén™
Tris-(Hidroximetil)-Aminometano NH,C(CH,0H);3 167,0 220,0 W Sigma-Aldrich

*Temperatura de decomposicdo ** Sem informagéo

Fonte: Do Autor.
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Tabela 3: Solventes quimicos para andlises e sinteses.

Solventes Quimicos Férmulaquimica TF (°C) TE (°C) Procedéncia
Acetonitrila C,H;N 450 820 INNEON
Acetona (CH5),CO 940 56,0 NEON
Acetona deuterada (CD3),CO -93,8 55,5 w Sigma-Aldrich
Cloroférmio CHClI; -63,5 61,2 NE&ECON
Cloroférmio deuterado CDCl; 64,0 60,9 W Sigma-Aldrich
Diclorometano CH,Cl, 96,7 39,6 NEON
Dimetilsulfoxido (CH,),SO 18,5 189,0 W Sigma-Aldrich
Dimetilsulféxido deuterado (CD3),SO 20,2 189,0 W Sigma-Aldrich
Eter etfico (CoHs),0 1163 34,6 (Synth
Metanol CH3OH 97,6 64,7 W Sigma-Aldrich
Oxido de deutério D,O 3,8 1014 w» SiQLlL-'i—fldriEh
Pentano CsHio 1298 36,1 Synil

Fonte: Do Autor.

4.2.Sintese dos compostos

As sinteses do ligante e do complexo dimero foram relatadas no trabalho de
Vicente et al. (2011), no qual foi apresentada uma nova metodologia sintética para
ciclopaladacdo de aminas primarias e secundarias a partir de sais triflatos do
aminoacido desejado ao invés dos seus respectivos cloridratos. Contudo, foram
necessarias realizar algumas otimizacbes com a finalidade de melhorar os

rendimentos e a pureza dos produtos.
4.2.1. Sintese do ligante triflato do metil-éster da L-fenilalanina (L1)

Em um béquer de 250 mL, reagiu-se 1,0000 g (4,64 mmol) de cloridrato de
éster metilico de L-Fenilalanina com 0,6000 g (5,66 mmol) carbonato de sédio, figura
24, em excesso, em 30,00 mL agua e sob agitagdo magnética por quinze minutos.
Esta reacao visa neutralizar o cloridrato, regenerando o grupo NH2 para reagir com o
acido triflico. A solugcéo aquosa resultante da neutralizac&o foi colocada em um funil
de separacao de fases. Adicionou-se 15,00 mL de diclorometano e agitou-se o funil

suavemente. Apos a agitacao, o funil foi deixado em repouso para as fases liquidas
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se separarem. Apds a separacdo, a fase mais densa (diclorometano) foi extraida,

repetiu-se o processo de lavagem da fase organica por mais duas vezes.

O/CH3 CH3

H H

o/

O 4 NapCO3 =—=> » O +2NaCl +H,0+CO,

NH3CI NH2

Figura 24: Reagéo de neutraliza¢éo do cloridrato.

Fonte: Do autor.

Em seguida, adicionou-se na fase organica sulfato de magnésio anidro, com a
finalidade de extrair residuo de agua. Realizou-se uma filtracdo simples, separando a
mistura formada apdés a adicdo de MgSOas. Posteriormente, a fase organica foi

concentrada no rotaevaporador, sob baixa pressao, até um volume de 5,00 mL.

A solucao concentrada foi transferida para um béquer de 100 mL e, em seguida,
adicionou-se lentamente 0,51 mL (5,65 mmol) de acido triflico com o auxilio de uma
pipeta, sob agitacdo magnética. Apds a adicao do acido, notou-se a formacdo de um
sélido branco, indicando a formacgéao do triflato do metil-éster da L-fenilalanina, figura
25. Em seguida, adicionou-se 5,00 mL de CH2Clz e a suspensao foi mantida sob
agitacao por 10 minutos. Ao término, a suspensao foi filtrada e o sélido lavado com

porcBes de CH2Clz e posteriormente seco sob vacuo. O rendimento foi de 83%.

CH3
O/CH3 o~
H
H F O
o I o
+ F ﬁ—OH - .
o
NH2 F O NH3 |
O=s=0

Figura 25: Sintese do ligante L-Fame-OTf.

Fonte: Do autor.
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4.2.2. Sintese do precursor [Pd(C?N-L-Fame)(CHsCN)2]OTf (C1)

Dissolveu-se em um baldo de fundo redondo de 50 mL, adicionou-se 0,1023 g (0,456
mmol) de acetato de paladio(ll) em 20,00 mL de acetonitrila (CH3CN) e, em seguida,
adicionou-se lentamente, durante a primeira etapa de aquecimento, o ligante L1
(0,1500 g, 0,456 mmol), figura 25, sob agitacdo magnética constante e refluxo. O
aquecimento foi mantido a 65 °C nas primeiras 2h de reacdo e 78°C durante 4h
subsequentes. Ao término da reacéo, figura 26, a suspensao foi filtrada utilizando-se
uma mistura de celite e carbonato de sédio. O filtrado foi rotaevaporado, formando-se

um material oleoso/so6lido com um odor de acido acético.

CH3 - 4

o~ -OTf

H
Hzc—O
© 4 pd(oAg)
P <=—>=
Pd

o:?:o NT N

CF3 Jl \\\\

H3C CH3

Figura 26: Formagé&o do precursor C1.
Fonte: Do autor.

4.2.3. Sintese do dimero [Pd(C? N-L-Fame)(Br)]2 (C1-Br)

Em um balédo de fundo redondo de 50 mL, o produto da sintese anterior (C1)
foi solubilizado em 30,00 mL de acetona e, em seguida, adicionou-se excesso de
brometo de sédio (0,2005 g; 2,76 mmol), deixando reagir por 12h sob agitacdo
magnética, figura 27. Ao término da reacdo, o solvente foi removido no
rotaevaporador, gerando um solido de coloragdo verde-marrom. Em seguida,
adicionou-se diclorometano ao produto e a suspenséao de cor alaranjada resultante foi
filtrada em um filtro com celite. O filtrado foi concentrado para um volume de 5,00 mL
no rotaevaporador. A adicdo de pentano a solugdo concentrada resultou na
precipitacdo do composto. O sélido foi isolado por filtracdo e seco sob vacuo. O

rendimento foi de 82%.
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Figura 27: Sintese do dimero C1-Br.

Fonte: Do autor.

4.2.4. Sintese de clivagem [Pd(C? N-L-Fame)(Br)(2,6-lut)] (C1-Br-lut)

Em um béquer de 10 mL, adicionou-se 8,16 uL (0,0824 mmol) de 2,6-lutidina

com uma pipeta em 5,00 mL de acetona. Em um outro béquer de 50 mL, preparou-se
uma solucéo contendo 0,0306 g (0,0412 mmol) de [Pd(C? N-L-Fame)(Br)]2, em 15,00
mL de acetona. Em seguida, adicionou-se lentamente a solucéo de 2,6-lutidina sob a

solucdo contendo o dimero. A mistura foi mantida sob agitagcdo magnética durante 2h,

figura 28, em temperatura ambiente, resultando em uma solucdo de coloracdo

amarela. A solucdo foi concentrada e, ap0s adicdo de pentano, observou-se a

formacao de um precipitado. O sdlido foi isolado por filtracdo e seco sob vacuo com

rendimento de 90%.

(@)
H _CH3
O
NH
Br 2 H3C N CH o
/ \P/d 3 SN 3 H3C/
/ = Acetona
NHp Br
/O
H3C H

H3C
,Pd/N/ \
NHo| —
ZBr H3C
(@)

Figura 28: Reacédo do C1-Br-Lut.

Fonte: Do autor.
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4.3.Técnicas de caracterizacao

4.3.1. Anéalise elementar

As andlises dos teores de carbono (C), hidrogénio (H) e nitrogénio (N) foram
realizadas em um analisador Elemental Analyser 2400 CHN da Perkin Elmer series Il,

figura 29, pertencente a Central Analitica do Instituto de Quimica da USP, S&o Paulo
(IQ-USP).
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Figura 29: Equipamento de andlise elementar CHN.

Fonte: Central Analitica IQ-USP, 2022.

4.3.2. Espectroscopia vibracional naregido do infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram registrados em um
espectrometro da marca Thermo Scientific Nicolet e modelo IS5, que opera entre 4000
e 400 cm?, utilizando a técnica de pastilhas de KBr. O equipamento esta disponivel
no laboratério de Organometalicos I, localizado no Departamento de Quimica

Analitica, Fisico-Quimica e Inorganica do Instituto de Quimica da UNESP, Campus
Araraquara.
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Figura 30: Espectrometro FTIR Nicolet™ iS™ 5,

Fonte: Thermo Fisher Scientific, 2022.

4.3.3. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) para os nucleos de H,
e 13C foram obtidos no espectrémetro BRUKER Avance 1l HD 600 (14,2 T e 600 MHz
para 'H) e BRUKER Fourier 300 (7,1 T e 300 MHz para *H), figura 31, equipamentos
disponiveis na plataforma multiusuario no Instituto de Quimica da UNESP, Campus
de Araraquara. As amostras foram preparadas com cerca de 1 - 3 mg dos compostos

solubilizando em solventes deuterados.

Figura 31: Espectrédmetros de RMN 600 e 300 MHz.

Fonte: Plataforma Instrumental de RMN UNESP - 1Q — Campus Araraquara, 2022.
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4.3.4. Estudo de comportamento em solugéo por RMN H

O comportamento dos compostos em solucdo € de suma importancia para
podermos compreender os mecanismos de atuagcdo de um potencial agente
antitumoral. Deste modo, as analises de RMN sé&o ferramentas de grande importancia
para tentarmos aumentar nosso conhecimento sobre tal comportamento, ja que a
técnica nos permite a utilizagédo de solu¢des que mimetizam, pelo menos em parte, as
condicdes fisiologicas nos quais os testes de viabilidade celular sdo realizados. As
analises de estabilidade em solucéo foram realizadas monitorando os sinais de *H no
espectrometro de RMN BRUKER Fourier 300, pertencente ao Instituto de Quimica da
UNESP, Campus de Araraquara. Os testes de comportamento em solugédo foram
realizados utilizando 2,00 mg (4,24 pmol) do complexo C1-Br-Lut em diferentes
condicBes com medidas em t=0, 24 e 48h, utilizando o volume final igual a 600 L. Os
solventes utilizados foram acetona-ds, dimetilsulfoxido-ds, 0xido de deutério e tampé&o

fosfato em D20 com pH=7,4.

Tabela 4: Condi¢8es para os estudos de comportamento em solugéo.

Condi¢des Acetona-dg (uL) D,O (uL) Tamp&o (uL) [CIT(mM)

1 600 - - -
2 480 60 60 -

3 480 60 60 100
Condicdes Dimetilsulféxido-dg (uL) D,O (uL) Tamp&o (uL) [CIT(mM)
4 600 - - -

5 480 60 60 -

6 480 60 60 100

Fonte: Do Autor.

4.3.5. Espectrometria de massas

Os espectros de massas foram determinados pela razdo massa/carga (m/z)
com o equipamento Amazon Speed ETD, figura 32, pertencente a Central Analitica
do Instituto de Quimica da USP, Sdo Paulo (IQ-USP). O equipamento apresenta fonte
de ionizacado por electrospray com o analisador do modo ion trap operando em modo

positivo.
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Para realizar as analises foram utilizados cerca de 1,00 mg das amostras
previamente solubilizadas em dimetilsulfoxido ou acetona, posteriormente, diluidas
em metanol para injecao por infusao direta. As condic¢des utilizadas foram Nebulizer:
12 Psi, Dry gas: 4 L.min%, Capilary: 4500V e Dry temp: 280 °C.

Figura 32: Espectrédmetro de massas Amazon Speed ETD — Bruker.
Fonte: Central Analitica IQ-USP, 2022.

4.3.6. Espectroscopia de absorc¢éo naregido do ultravioleta-visivel

Os espectros de absorcao na regido do Ultravioleta — Visivel foram registrados
no espectrobmetro THERMO Cientific — Modelo Evolution Array UV-Visible,
pertencente ao laboratério de Organometélicos |, no Departamento de Quimica
Analitica, Fisico-Quimica e Inorganica — IQAr/UNESP. Utilizou-se uma cubeta de
guartzo com um caminho 6ptico de 1 cm. A faixa espectral utilizada foi de 200 —

1000nm, com uma resolucdo de 1 nm.

L

Figura 33: Espectrémetro FTIR Nicolet™ iS™ 5.
Fonte: Thermo Fisher Scientific, 2022.

61



4.3.7. Espectropolarimetro de Dicroismo Circular

O equipamento utilizado para as analises de dicroismo circular foi o
Espectrometro de Dicroismo Circular da marca Jasco e modelo J-815, pertencente ao
Laboratério Multiusuarios | de Analise Quimicas do IQAr/UNESP, figura 34. As leituras
foram realizadas no intervalo de 190 a 900 nm, realizadas por leituras de varreduras
de comprimento de onda com temperatura fixa e comprimentos de ondas em funcao

do tempo.

Figura 34- Equipamento de Dicroismo Circular.

Fonte: Laboratério Multiusuario de Andlises Quimicas UNESP — |Q — Campus Araraquara,
2022.

4.4.Ensaio de viabilidade celular

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados no Laboratério de Composto de
Coordenacédo na Quimica Medicinal no Departamento de Quimica da UFSCar pelo
doutorando Mauro Almeida Lima e Dra. Gabriela Porto de Oliveira sob supervisao do
Prof. Dr. Fillipe Vieira Rocha.

As linhagens celulares que foram utilizadas: A2780cis (tumoral de ovario com
resisténcia a cisplatina), MRC5 (n&o tumoral de pulméao de origem fetal), DU-145
(tumoral de préstata) e PNT2 (ndo tumoral de prostata). Para essas linhagens, as

solugbes-maes dos compostos C1-Br-Lut e 2,6-lutidina foram obtidas em acetona.
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Em modo comparativo, os ensaios de citotoxicidade também foram realizados
com o complexo C1-Br-Lut e 2,6-lutidina solubilizado em dimetilsulfoxido, utilizando
as seguintes linhagens: A2780cis (tumoral de ovario com resisténcia a cisplatina),
A549 (tumoral de pulmé&o), HepG2 (tumoral de figado), MDA-MB-231 (tumoral de

mama triplo-negativo) e MRC5 (ndo tumoral de pulméo de origem fetal).

A linguagem celular A2780cis foi cultivada em meio RPMI-1640 e as demais
linhagens em meio DMEM, ambos meios de cultura foram suplementados com 10%
(v/v) de FBS (soro fetal bovino). O cultivo foi realizado dentro de garrafas de plastico

armazenadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de COo.

A contagem das células foi realizada utilizando o contador automético TC20
(Bio Rad) com auxilio do corante Azul de Tripano. Apds a contagem da suspencao,
foram adicionadas as placas de 96 pocos aliquotas com 150 pL contendo 1,5x104
células mL. As placas foram mantidas por 24 h na estufa e em seguida foi adicionado
a cada poco 0,75 pL de uma solugdo de dimetilsulfoxido e acetona contendo os
compostos de interesse. As concentracdes finais dos compostos nos pocos foram de
1,00x10%; 2,00x10%; 3,90x10°%; 8,00x10%; 1,58; 3,16; 6,25; 12,50; 25,00; 50,00;
100,00 ymol.L!; ajustadas de acordo a toxicidade do composto. Em seguida, as
placas foram incubadas novamente na estufa por mais 48 h com atmosfera de 5% de
COo..

Apos a incubacgao das microplacas foi adicionado a cada poco 50 uL de uma
solugcdo de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazolio), com
concentracdo de 1 mg.mL™?, e incubada novamente na estufa por 4h. Por fim, retirou-
se a solucdo de cada poco e adicionou-se 100 L de Alcool Isopropilico com 10% de
DMSO, em seguida foram realizadas as medidas de absorbancia em cada po¢o com
o leitor de microplacas hibrido da BioTek modelo EPOCH. Os dados obtidos foram
tratados utilizando Excel 360 e GraphPadPrism 8.0.2.

63



4.5.Interacdo com biomolécula ctDNA
45.1. Preparo de solugbes para ensaios com biomolécula
Neste topico serdo relatadas as metodologias para o preparo das solucdes
utilizadas nos ensaios de interagdo com a biomolécula ctDNA.

4.5.1.1. Tampéo Tris-HCI 5 mM + 50 mM de NacCl

Foram dissolvidos 0,3029 g Tris(hidroximetil)aminometano (121,14 g.mol?) em
500 mL de agua destilada. Adicionou-se a solucédo anterior 1,462 g de NaCl (58,44
g.mol?) e ajustou-se o pH entre 7,2 a 7,4 utilizando HCI 1M. O tampéo foi armazenado

em geladeira com a temperatura entre 2 a 8 °C.
4.5.1.2. Solucédo de ctDNA (Calf thymus)

A solucdo de ctDNA foi preparada pela adicdo aproximada de 10,00 mg da
biomolécula em 5,00 mL de uma solucdo de tampao salina Tris-HCI, pH=7,4. A razao
entre as absorbancias das bandas de absor¢édo molecular em 260 e 280 nm resultou
no valor de 1,85, indicando que a solugcdo estava isenta de proteinas. Assim, a
concentracdo de ctDNA foi determinada espectrofotometricamente através da lei de
Lambert-Beer utilizando o coeficiente de absortividade molar (¢) de 6600 L.mol2.cm

para a banda de 260 nm (Equacéo 2).

Equacédo 2: Determinacéo da concentracao.

C — A26O
6600 —-Db

Segundo a equacgéo 2, C = concentracao de ctDNA, A260 = banda de absorcao

em 260 nm, b = caminho Optico.
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4.5.1.3. Solucéo do corante Hoechst 33258 (1 mM)

Foram dissolvidos 6,239 mg do corante Hoeschst 33258 (623,96 g.mol?) em
10,00 mL de &gua. O recipiente de armazenamento, deve ser protegido para evitar o

contato com a iluminacéo, devido a fotossensibilidade do Hoeschst.

45.2. Ensaios com abiomolécula ctDNA

45.2.1. Titulacdo espectrofotométrica do DNA por UV-Vis

Os espectros de UV-Vis foram obtidos para o complexo na presenca de
guantidades crescentes de ctDNA, na regido de 200 a 350 nm em tampéao salino Tris-
HCI, pH 7,4. A titulacdo foi realizada a temperatura ambiente mantendo a
concentracdo do complexo fixa em 20 uyM, enquanto a concentracdo do ctDNA foi
variada de 0 até 60 yM.

Partindo de uma solucdo do complexo de 1 mM preparado em DMSO, foram
adicionados 60 pL do composto em 2940 uL de tampao em uma cubeta de quartzo
de 3,5 mL (cubeta 1). Em uma segunda cubeta, o branco foi preparado com 60 pL de
DMSO puro e 2940 uL de tampéao salino tris-HCI, pH 7,4. Apds a primeira leitura da
cubeta 1, foram adicionados sucessivamente aliquotas de 18 pL de uma solugao
fresca de ctDNA (1x10-3 mol.L't) em ambas as cubetas 1 e 2, sucessivamente, até um
total de 10 adigbes. Assim, a propor¢cdo molar do aduto, composto-DNA, foi variada
de 0,3 a 3,0 com intervalos de 0,3 em cada adicao.

A constante de ligacéo (Kb) foi obtida através da equacéo de Benesi-Hildebrand
(Equacéo 3):
Equacédo 3: Equacgdo Benesi-Hildebrand

A, & . & 1
A=A, &yc—8 &gt K,[DNA]

Onde Ao e A séo as absorbancias do complexo livre e do complexo com DNA,
respectivamente. Os coeficientes € e €n-¢ S&0 0S coeficientes de absortividade molar

do complexo de Pd(ll) livre e do aduto composto-DNA, respectivamente.
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De tal modo, Kb foi extraido através da razao entre o coeficiente linear e o

angular obtidos a partir da curva de Ao em funcéo de .
A-A, [DNA]

4.5.2.2. Ensaio de interagdo com DNA via dicroismo circular

Espectros de dicroismo circular (CD, do inglés “circular dichroism”) foram
obtidos para amostras de ctDNA na presenca de quantidades crescentes do complexo
C1-Br-Lut. As medidas foram registradas no espectropolarimento de Dicroismo
Circular J-815 da JASCO. Utilizando cubeta de quartzo de 3 mL, na faixa 216 a 300
nm, com acumulo de 8 scans, largura de banda de 1,0 nm, velocidade de 100
nm.min! e temperatura de 25 °C. A concentracdo de ctDNA foi fixada em 50 uM em
tampao salino Tris-HCI (pH 7,4), enquanto que a concentracdo dos complexos variou
de 0 a 15 uM, isto €&, obteve-se razdes molares dos adutos (composto-DNA) entre 0 a
0,3 mantendo-se o percentual de DMSO inferior a 2 % (v/v). Adi¢cdes crescentes do
complexo de Pd(Il) foram realizadas, partindo-se de uma solucdo recém-preparada
em concentragdo de 1 mM em DMSO. As amostras foram incubadas a 37 °C por 24h

e apos este periodo os espectros de CD foram coletados.
4.5.2.3. Ensaio de competicdo pelo DNA com Hoechst 33258

O estudo de competicdo com Hoechst 33258 pelo ctDNA foi realizado por meio
da técnica de espectroscopia de fluorescéncia. Espectros de emissdo foram
registrados em um espectropolarimetro JASCO (J-815) entre 358 a 660 nm, largura
de banda 5,0 nm e acumulag&o de 2 scans a 25 ° C. O comprimento de onda de
excitacao foi 338 nm. Incialmente em tampao salino Tris-HCI, foram preparados 30
mL de uma solug¢ao de 60 uM de ctDNA com 6 uM de Hoechst 33258, ou seja, razao
molar do aduto Hoechst—ctDNA igual a 1:10. Tal solucéo foi igualmente distribuida
em dez tubos de ensaio com posteriores adi¢des crescentes dos compostos, partindo-
se de solugdes recém-preparadas em DMSO (2 mM). Dessa forma, foram obtidas
concentragdes na faixa entre 0 a 60 yM de modo que o percentual de DMSO néo que
excedesse 1% (v/v). Apés 5 min de repouso entre cada adicdo, 0s espectros de

fluorescéncia foram coletados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 35 esta representado um breve resumo das sinteses realizadas neste
trabalho. A reacdo de orto-metalacdo da L-fenilalana foi conduzida segundo o
procedimento descrito por Vicente et al. (2011). A partir do dimero (C1-Br), realizou-
se uma reagédo de clivagem com 2,6-lutidina, obtendo o composto C1-Br-Lut, o qual

teve sua atividade citotoxica e capacidade de interacdo com o DNA avaliada.

CHg
o
H
° 4 65°C e 2h
- Pd(OAC
NH5 (|3 (A2 764G an mecn
CF4

L1

NaBr
12 h e acetona

— Infravermelho

— Andlise elementar
—> RMN H
2 6 Lutidina
Acetona . ~
—> Estabilidade em solugéo
NH2 > Atividade citotoxica
H3 ——Interacdo com o DNA

C1-Br-Lut

Figura 35: Fluxograma das sinteses.

Fonte: Do Autor.
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5.1.0timizacao das sinteses

Ao realizar a metodologia de sintese proposta por Vicente et al. (2011) para
obtencdo do complexo dimero C1-Br, o rendimento obtido foi de 23% muito
discrepante com o relatado, que era de 89%. Assim, foram propostas trés otimizacdes

na metodologia da sintese, para aumentar o rendimento, figura 36.

Na etapa | da otimizacao 1, o ligante L1 foi adicionado lentamente, durante 1h,
na solugdo contendo Pd(OAc)2/MeCN. Em seguida, o sistema foi levado ao
aguecimento de 65 °C por 2h e, posteriormente, a 78 °C por 4h. J4 a etapa | da
otimizacgédo 2, o ligante foi adicionado lentamente durante 2h com temperatura de 65
°C. Em seguida, a temperatura foi aumentada para 78 °C por 4h.

Ao término das sinteses da etapa |, as suspensdes das otimizacdes 1 e 2 foram
previamente filtradas em uma mistura de celite e carbonato de sédio com a finalidade
de neutralizar o acido acético formado durante a primeira etapa. Em seguida, o filtrado
foi rotaevaporado, em baixa pressao, para retirar o solvente utilizado na primeira etapa
da sintese. Posteriormente, iniciou-se a etapa Il da sintese das otimiza¢des 1 e 2. O
produto isolado da etapa | foi devidamente solubilizado em acetona, onde 0 mesmo
reagiu com brometo de sédio por 12h. Ao fim do periodo da reacédo, a suspensao foi
rotaevaporada, resultando na formacéo de um sélido de coloracéo verde-marrom. Em
seguida, realizou-se uma extracdo do composto desejado com diclorometano. A fase
organica de cor laranja foi filtrada em celite e foi concentrado em 5,00 mL no
rotaevaporador. Em seguida, adicionou-se pentano para forcar a precipitacdo do
composto C1-Br. Apds a realizacdo da etapa Il, as metodologias alternativas 1 e 2

resultaram em um rendimento de 46 e 48%, respectivamente.
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Figura 36- Fluxograma de otimiza¢Bes da sintese.

Fonte: Do autor.
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Na fase | da otimizacdo 3, foi empregada uma proporcédo maior do ligante de
3:1, adicionado-o de forma rapida, porém, o isolamento do composto nao foi possivel,
pelo fato de formar um O6leo gelatinoso, portanto, inviabilizando as analises de

caracterizagao.

Nota-se que, ao adotar as otimizagdes 1 e 2 de sintese, houve um aumento
consideravel do rendimento, em cerca de 50%, indicando que a saturacao do meio
reacional é um fator determinante para o rendimento. Porém, a discrepancia do
rendimento com o artigo permaneceu grande. Outro fato muito importante € que a
utilizacao do triflato do metil-éster da L-fenilalanina, conforme o artigo de Vicente et
al. (2011), provoca a reducéao drastica do tempo de reacdo em relacdo ao Vicente et

al. (2007), passando de seis dias para uma reacao de 6h.

ApoOs a reacao da etapa ll, o artigo de Vicente et al. (2011) recomenda que a
solucdo seja concentrada seguida pela adicdo de éter dietilico (Et2O) para
precipitacdo de precipitado amarelo, porém, o resultado desta mistura € uma solucéo
homogénea, sem nenhuma precipitagéo e com o decorrer do tempo, a solugao tornou-
se esverdeada. Para contornar esse problema, o Et20 foi substituido pelo n-pentano,

resultando na precipitacdo de um composto marrom.

Apesar dos avancos iniciais nas otimizacdes das metodologias de sintese,
fomos surpreendidos com a pandemia do COVID-19, sendo necessério a realizacéo
do isolamento social, 0 que resultou em uma série de limitacées no desenvolvimento
do projeto e das andlises. Ao restabelecer as atividades, foi realizado uma anélise
RMN de tH do ligante triflato do éster metilico da L-Fenilalanina (L1) e do cloridrato de
éster metilico de L-Fenilalanina (AA-HCI), em dimetilsulféxido-ds, figura 37, permitindo

uma comparacao entre o produto obtido e o reagente de partida.
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L1 Impuro

B (s) E (s)
8.24 7.09
A(s) D (s) H(3)
8.39 7.00 3.69
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T T T T
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T T T T
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Deslocamento quimicod (ppm)
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Deslocamento quimicod (ppm)

Figura 37- Espectro de RMN de *H do Ligante L1 e AA-HCI.

Fonte: Do autor.

Analisando na figura 37 os espectros de tH do triflato (L1) e cloridrato do éster
metilico da L-Fenilalanina, nota-se uma diferenca de significativas no conjunto de
sinais. Podemos observar que o sinal e 8,63 ppm no espectro do cloridrato, referente
ao grupo -NHs*, sofre um deslocamento para 8,39 ppm apoés a formacao do triflato
(L1). Observa-se ainda a presenca de outros sinais em 8,24 e 8,14 ppm, oriundos de

possiveis impurezas geradas durante a reacéo.

Nota-se na regido dos sinais aroméaticos, entre 7,40 e 7,20 ppm, uma diferenca
significativa dos sinais, indicando a formacgéao de um novo produto, mas com presenca
de impurezas, devido aos sinais presentes entre 7,17 e 7,00 ppm no espectro do
triflato (L1). Os multipletos observados em 3,08 e 3,13 ppm séo distintos. No espectro
do triflato (L1) € possivel ainda detectar a presenca de uma impureza pelo

aparecimento de um singleto, atribuido como I, em 3,17 ppm.
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O baixo rendimento obtido no complexo intermediario C1-Br deve estar
relacionado a presenca de impurezas no triflato L1. A forma encontrada para a
purificacdo do triflato L1 envolveu uma pequena alteracdo na metodologia de sintese.
Apés a adicdo do acido triflico sobre o aminoéacido neutralizado em CH2Clz, descrita
no topico 4.2.1, ocorre a formacédo de uma suspensao contendo um solido branco.
Sobre esta suspensdo deve ser adicionado um excesso de 5,00 mL de CH2Clz,
seguido de agitacdo magnética por cinco minutos. Esse procedimento € de vital
importancia, uma vez que o ligante triflato L1 n&o é soluvel em diclorometano, mas as
impurezas formadas durante a sintese, sédo soluveis. Esse fato é confirmado pelo o

espectro na figura 38, referente ao ligante L1 apos esse processo de purificacao.
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Figura 38- Espectro de RMN de *H do ligante L1 em DMSO-ds.

Fonte: Do autor.

Comparando as figuras 37 e 38, podemos observar que, ao adicionar um
excesso de diclorometano, o mesmo foi capaz de solubilizar todas as impurezas,

permitindo assim obter o triflato livre de interferentes.
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Apobs o processo de purificacéo, o ligante L1 obteve um rendimento de 83%, o
mesmo foi empregado na sintese do complexo C1-Br, que obteve um rendimento de
82%. Desta forma, podemos concluir que o fator limitante na sintese do C1-Br deve-
se a presenca as impurezas presentes no triflato L1, que apds essas seéries de
otimizacdes nas sinteses, 0s rendimentos mostraram-se compativeis com os descritos
no artigo de Vicente et al. 2011, permitindo a obtencdo do complexo dimero C1-Br

puro.

5.2. Caracterizacéao
5.2.1. Ligante L-Fame-OTF (L1)

Analisando o espectro na regido de infravermelho, figura 39, (4000 a 400 cm™)
do ligante L1, nota-se a presenca de uma banda de estiramento antissimétrico (va)
simétrico (vs) referentes a ligacédo (N-H) em 3230 cm™ e 3175 cm™ respectivamente.
As bandas associadas a deformacédo angular antissimétrica e simétrica do grupo NH3
ocorrem em 1634 cm™ e 1507 cm™ respectivamente. Nota-se a presenca de duas
bandas de deformacédo angular fora do plano de C-H aromético em 757 e 697 cm™
referente a monosubstituicdo do anel aromatico. Uma banda de extrema importancia
€ a banda referente ao estiramento da carbonila (C=0), presente no grupo éster,
encontrada em 1741 cm™ (PAVIA et al., 2010; Vicente et al., 2011)

Podemos observar a presenca das bandas do ion triflato em 1293 cm™
(vaS=0), e 1168 cm™ (vsS=0) e em 640 cm™, atribuido ao estiramento da ligagéo (S-
0). Ja a presenca do grupo CFs pode ser evidenciada pelas bandas em 1193 e 1034
cm™ referente aos modos de estiramento da ligacdo C-F. O aparecimento de novas
bandas referente ao ion triflato e ao grupo do NHs*, ou seja, bandas pertencentes as
ligacdes de (S=0), (S-0), (C-F) sdo uma evidéncia da formacdo do composto L1
(SILVERSTEIN et al., 2005).
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Figura 39- Espectro na regido do infravermelho (IR) do L1.
Fonte: Do autor.
Analisando a tabela 5 e figura 40, podemos observar os deslocamentos
quimicos (& ppm) no espectro de RMN de tH, figura 40, do ligante L-fame-OTF (L1),
realizado em dimetilsulfoxido-ds (DMSO-ds) como solvente, por ser insoluvel em

cloroférmio-d. Os prétons foram denominados A a G, para facilitar a elucidacao

estrutural.

Tabela 5: Deslocamento quimicos da RMN de *H do L1.

- A CH3 Atribuigdes '"H-NMR

| 6 (ppm) J/(Int)

O A 3,68 s (3H)
B 433  1,6,7 Hz (1H)

B H C 3,07 m (2H)
D 722  d,7,3Hz(2H)
E 735  t 7,4 Hz (2H)

F 7,31 m (1H)

G 8,38 s (2H)

Fonte: Do autor.

Nota-se um singleto de forte intensidade em 3,68 com uma integral igual a trés

sendo atribuido a metila ligada ao éster. A presenca do grupo éster acaba gerando
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um efeito de desblindagem na metila aumentando o seu deslocamento para regifes
de menor blindagem. Observa-se também em 4,33, com um J=6,7 Hz, hidrogénio B
ligado ao carbono quiral, um tripleto devido a presenca de dois hidrogénios (C) na
vizinhanca. Um multipleto é observado entre 3,02-3,16 referente ao proton vizinho ao

carbono quiral, com uma integral igual a dois.

Analisando os prétons da regido aromatica, observa-se um dupleto em 7,22,
com J=6,7 Hz, e integral igual a dois, referente ao préton D. Um tripleto em 7,35, com
J=7,4 Hz, atribuido ao hidrogénio E, que apresenta acoplamento com dois protons
distintos (D e F) gerando uma integral igual a dois. Um multipleto, de integral igual a
um, entre 7,26-7,33 referente a atribuicdo F, que sofre acoplamento com dois
hidrogénios (E) que se encontram em regides quimicamente idénticas. Na atribui¢cao
G, trata-se de um hidrogénio ligado a um nitrogénio que é observado um singleto em
8,39 que foi atribuido a esse proton, com uma integral igual a dois (Vicente et al.,
2011).
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Figura 40: Espectro de RMN de *H do ligante L1 em DMSO-ds.

Fonte: Do autor.
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5.2.2. Complexo [Pd(C? N-L-Fame)(Br)]2 (C1-Br):

O espectro no IV do complexo C1-Br, figura 41, mostra as bandas tipicas do
éster metilico da L-Fenilalanina em 3298 (vaNH2), 3240 (vsNH2), 1638 (daNH3), 1558
(6aNH2) e 1245 cm™(vC-N) e a auséncia das bandas do ion triflato, As bandas do
grupo éster sao observadas em 1732 (vC=0), 1066 (vaC-O)e 1044 cm™ (vsC-O).
Nota-se a presenca de uma banda yCH intensa em 750 cm™ referente ao anel
aromatico disubstituido na posicao orto (1,2), sendo uma evidéncia de que houve a

formacao de um anel ciclometalado, (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2005).

ki /wuf RN wfm UW
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Figura 41: Espectro de IV do complexo dimero C1-Br.

Fonte: Do autor.

O espectro de RMN de 'H do complexo C1-Br em cloroférmio-d (CDClIs) é

apresentado na figura 42 e a tabela 6 descreve os valores dos deslocamentos
quimicos (& ppm).
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Tabela 6: Deslocamentos quimicos do RMN de H do C1-Br.

Lo 'H-NMR

o] A/CH3 AtribuicGes 5 (opm) 30D
O A 3,49 s (6)
B 4,25 m (2)
NH> C 3,68 m (4)

D 7,31 d, J=7,7 Hz (2)

Br E 6,82 t, J=7,1 (2)

\ F 6,74 m(2)
Br—~Pd G 4,01 s (4)
4 2|l| H 6,74 m (2)

Fonte: Do autor.

Observou-se na figura 42, a duplicacéo dos valores das integrais em relacao
aos valores do ligante L1. Em 3,49 ppm € observado um singleto atribuido ao préton
A, com uma integral igual a seis. Ja o sinal referente ao hidrogénio B ligado ao carbono
quiral apresentou uma pequena alteracao de 4,33 para 4,25 ppm. Outro multipleto

observado na regido de 3,68 ppm atribuido aos hidrogénios C.

Podemos observar que houve uma série de desdobramentos nos sinais dos
prétons presente no anel aromatico, gerando novos deslocamentos atribuidos a D, E,
F e H, indicando que os atomos de hidrogénios, deixaram de ser quimicamente

idénticos em relagéo ao precursor triflato L1.

Além disso, nota-se o desaparecimento de um préton aromatico, sendo
atribuido anteriormente como um préton D. Isto acontece devido ao evento da
ciclometalacdo, ou seja, o paladio ligou-se ao carbono do anel aromatico, formando a
ligagdo Pd-Carom. Os protons H e F absorvem praticamente na mesma frequéncia e
estdo associados ao multipleto em 6,74 ppm, cuja integral é igual a 4. J4 o nucleo D
esta relacionado ao dupleto em 7,31 ppm com uma integral igual a dois. Em 6,82 ppm
€ observado um tripleto, com J=7,1 Hz, atribuido ao pr6ton E com uma integral igual

a dois. No ligante L1, existiam dois protons (E) na posicdo meta que eram
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guimicamente idénticos. Com a ciclometalacdo, esse prétons deixaram de ser
magneticamente equivalentes devido a presenca do Pd(lIl) na vizinhanca, provocando
um desdobramento dos sinais em E e H. Nota-se um sinal em 4,01 ppm atribuido aos
hidrogénios G da amina com uma integral igual a quatro. A coordenacao do paladio
com a amina (NH2) produz um deslocamento quimico do proton para uma regiao de
maior blindagem. O deslocamento do sinal do grupo NH2, em comparacdo com
protons da amina do ligante L1 livre, indica que houve a formacdo da ligacédo
coordenada N-Pd (Vicente et al., 2011).

Podemos concluir que ocorreu a formacdo do ciclopaladado devido ao
desaparecimento do sinal do proton D, desdobramento dos sinais dos prétons

aromaticos e os deslocamentos dos sinais em relacéo ao triflato precursor.
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Figura 42: Espectro de RMN de *H do ligante C1-Br em CDCls.

Fonte: Do autor.
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5.2.3. Complexo [Pd(C? N-L-Fame)(Br)(2,6-lut)] (C1-Br-Lut):

5.2.3.1. Analise elementar

Realizou-se a andlise elementar para a determinacdo do teor de carbono,

hidrogénio e nitrogénio, os resultados sdo observados na Tabela 7.

Tabela 7: Resultados da andlise elementar do C1-Br-Lut.

Analise elementar
C (%) H (%) N (%)
Obt. Calc. Obt. Calc. Obt. Calc.
C1-Br-Lut 43,11 4329 450 449 577 594

Composto

Fonte: Do autor

Os resultados de % C, N e H obtidos, Tabela 7, concordam com os valores
calculados para a estequiometria [Pd(C? N-L-Fame)(Br)(2,6-lut)]. Além disso, os
resultados obtidos mostraram que o composto C1-Br-Lut apresentou um alto grau de
pureza por apresentar os valores obtidos muito préximos dos calculados. A diferenca
de valores do calculado para o obtido do carbono foi de 0,18%, o hidrogénio de 0,01%

e para o nitrogénio de 0,17%.
5.2.3.2. Espectroscopia no Infravermelho (IV) do C1-Br-Lut

O espectro no IV do complexo C1-Br-Lut, figura 43, contempla as bandas
caracteristicas do éster metilico da L-Fenilalanina ciclometalado em 3277 (vaNH2),
3190 (vsNH2), 1606 (daNH2), 1574 (daNH2) e 1206 cm™3(vC-N). As absor¢cbes do
grupo éster sdo detectadas em 1738 (vC=0), 1074 (vaC-0) e 1021 cm™ (vsC-0O). A
presenca de uma banda yCH intensa em 728 cm™ evidencia a existéncia de um anel
aromatico orto-dissubstituido. As bandas tipicas da 2,6-lutidina coordenada sé&o
observadas em 3110 cm™ (vCH), 1468 cm™ (vC=N), 785 (vanel) e 754 cm™ (vanel).
presenca do ligante 2,6-lutidina apds a reacdo de clivagem para a formacdo do
mondmero (PAVIA et al., 2010; SILVERSTEIN et al., 2005).
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Figura 43: Espectro de IV do complexo C1-Br-Lut.
Fonte: Do autor.
5.2.3.3. Espectroscopia RMN H em acetona-ds

O espectro de RMN de 'H do complexo C1-Br-lut em acetona-ds € ilustrado

pela figura 44 e a tabela 8 contempla os valores dos deslocamentos quimicos (& ppm).

Tabela 8: Deslocamentos quimicos do RMN de *H do C1-Br-Lut.

@) A CH3
\ ./
B H O
G
C NH>
|
N=—
E J
FRCN\ 7
K

Atribuices “H-NMR
O (ppm) J/(Int)
A 3,74 s (3)
B 3,55 m (1)
C 3,29 m (2)
D 6,94 d, J=7,4Hz (1)
E 6,83 t,J=7,3Hz (1)
F 6,60 t,J=7,3Hz (1)
G 4,49 m (2)
H 6,23 d,J=7,6 Hz (1)
lel 3,10e 3,19 s (6)
J 7,29 dd, J=11,4, 7,6 Hz (2)
K 7,74 t,J=7,7 Hz (1)

Fonte: Do autor.
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O espectro de RMN-H concorda com a estrutura do complexo C1-Br-Lut,
sendo observado os sinais tipicos do metil-éster de fenilalanina ciclopaladada e da
2,6-lutidina coordenada. As integrais dos sinais estdo de acordo com a férmula
proposta. Com relacdo ao ligante ortopaladado, foi observado um singleto em 3,74
ppm associado ao grupo -OCHs e os multipletos associados ao atomo Hsg ligado ao
carbono quiral (3,55 ppm) e dos grupos metilénicos (Hc) em 3,29 ppm. O sinal
alargado na regido de 4,49 é atribuido aos protons G da amina coordenada. Um
conjunto de dupletos caracteristicos dos 4 H do anel aromético € observado em 6,94
(Hp), 6,83 (He), 6,60 (HF) e 6,23 ppm (Hn). Particularmente, o sinal do atomo Hx é
localizado em regifes de campo mais protegido. Este fato € explicado pelo efeito da
regido de blindagem criada pelo anel piridinico, que se encontra em posi¢ao ortogonal
adjacente. Essa informacdo concorda com a proposta de que o ligante 2,6-lutidina
esta trans ao N do ligante metil-éster de L-fenilalanina (da Cunha et al., 2020; Vicente
et al., 2011; Zanetti et al., 2022).

Com relagdo aos sinais de 2,6-lutidina coordenada, verifica-se que, ap0s a
clivagem, os sinais da metila da luitidina deixaram de ser magneticamente
equivalentes, gerando dois singletos em 3,10 e 3,19 ppm sendo deslocados para uma
regido mais desblindada, com a soma da integral igual a seis. Os prétons J se
apresentaram como um duplo dupleto, com J=11,4 e 7,6 Hz, em 7,29 ppm, com uma
integral igual a dois. Observa-se um tripleto em 7,74 ppm (J=7,7 Hz) referente ao
hidrogénio K. Os deslocamentos dos sinais da 2,6-lutidina para campo mais
desprotegido (correspondente ao aumento da frequéncia) evidencia a coordenacao
com o paladio, uma vez que o efeito indutivo do metal diminui a nuvem eletrénica dos
hidrogénios préximos a ele, ou seja, reduz a blindagem dos nucleos em relacao ao
campo magnético (da Cunha et al., 2020). Os prétons E e D estédo relacionados,
respectivamente, ao tripleto em 6,83 ppm (J=7,3 Hz) e ao dupleto em 6,94 ppm (J=7,4
Hz). O multipleto em 4,49 é atribuido aos prétons G da amina enquanto que 0s demais

sinais ndo apresentaram uma mudanca de sinal significativo.
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Figura 44: Espectro de RMN de *H do C1-Br-Lut em acetona-ds.

Fonte: Do autor.

No espectro de massas, figura 45, do complexo em acetona pura, observa-se
o pico referente ao fragmento [M-Br]* em 391,07. Entretanto, nas condi¢des
empregadas, ndo foi possivel detectar o ion molecular [M]*. Esse fato é justificavel
pela ligacdo Pd-Br nao ser tao forte.
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Figura 45: Espectro de massas do C1-Br-Lut em acetona.

Fonte: Do Autor.
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5.2.3.4. Estudo do comportamento do C1-Br-Lut em solucéo

O desenvolvimento de compostos com finalidade de aplicag6es biolégicas deve
envolver o conhecimento da estrutura majoritaria presente em solugdo em funcéo do
tempo (Oh, 24 h e 48 h), uma vez que a atividade citotOxica apresentada, devem ser
atribuidas corretamente para o composto formado em solucéo. Por esse motivo, foram
realizados o estudo de estabilidade do C1-Br-Lut em ressonancia magnética de *H em
dois cenarios distintos.

Os estudos de comportamento do complexo C1-Br-Lut em solucdo, foram
realizados com componentes presente no meio fisiolégico. O comportamento foi
acompanhamento por meio do deslocamento quimico (ppm) de *H por RMN no
espectrometro de 7,1 Tesla (300 MHz para *H) da marca Bruker e modelo Fourier 300,
utilizando tubos de RMN de 5 mm de diametro. As condi¢cdes empregadas foram a
utilizacdo de um tampao fosfato com pH de 7,40, preparado em oOxido de deutério.
Além disso, foi realizado estudo com presenca e auséncia de cloreto com

concentracfes compativeis com o meio fisioldgico.

Para o desenvolvimento dos testes de estabilidade e citotoxicidade, foram
utilizados dois cenarios diferentes, no primeiro caso utilizou-se um solvente menos
coordenante, no caso a acetona-ds para a dissolugdo do composto. No segundo
canario utilizou-se um solvente que apresenta a possibilidade de coordenar o centro
metalico, neste caso utilizou-se o dimetilsulfoxido-de. Em ambos os solventes, o
composto apresenta uma excelente solubilidade, porém, quando se observa o
espectro de RMN, o composto apresenta um comportamento diferente. Como formar
de comparar os resultados obtidos, realizou-se a analise de espectrometria de massa
em DMSO.
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5.2.3.4.1. Estudo de comportamento em solucéo: acetona

No experimento foram utilizados 4,24 uM do complexo C1-Br-Lut solubilizado
em 600 pL de acetona-ds. A solugdo recém preparada, foi medida instantaneamente,
sendo definido como o tempo inicial igual a Oh. Em seguida, realizou-se mais duas
medidas com tempo igual a 24 e 48h. Os dados obtidos durante a realizacdo do

experimento podem ser observados na figura 46.

Analisando os sinais de 'H, figura 46, nota-se a presenc¢a de um unico conjunto
de sinais e a manutencéo das multiplicidades entre Oh e 48h, com variacées minimas
do deslocamento quimico dos sinais. Além disso, ndo é observado o aparecimento de
novo conjunto de sinais, 0 que leva a concluir que a estrutura do composto néo sofre
alteracdes significativas em acetona-ds por um periodo de 48h. Os sinais presentes
entre 0,0 e 3,0 ppm séo referentes ao sinal da acetona-ds, graxa, agua e pentano.
Desta forma, realizou-se outro experimento de comportamento em solugéo utilizando

as mesmas condic¢des utilizadas no teste de citotoxicidade.

C1-Br-Lut Oh
K@ I@m) E(t) H (d) G (m) A(s) 1)
7.74 7.31 6.83 6.23 4.49 374 311
— e ‘&JML

1.00 2.81 1.331.170.26 1.05 0.49 3.22 |.54 2.57 4.623.20

C1-Br-Lut 24h

K@® J(m) D(d) F(@) H(d) G (m) A(s) I)()

7.74 7.31 6.94 6.60 6.23 4.50 3.74 3.19

I ka%éeﬁmuu LA

1.00 248  1.221.071.10 1.02 0.90 3.18 1.47 2.24 3.16 B.15

C1-Br-Lut 48h

K(d) J(m) E(t) H (d) G (m) A(s) (%)

7.74 7.29 6.83 6.23 4.72 374 3.1

0.88 2.81  1.030.740.97 0.98 0.88 1.95 1.79 2.08 3.06 2.87
T T T T T T T T T T T T T
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Figura 46: Estudo comportamento em solu¢do de acetona-de no RMN de 'H do C1-Br-Lut.
Fonte: Do Autor.
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As condi¢cOes propostas para a realizacdo deste novo experimento foram a
utilizagao de 600 pL de uma solugado composta por 80% de acetona-ds, 10% de Oxido
de deutério (D20), 10% de tampao fosfato, com pH=7,4, e 4,24 uM do complexo C1-
Br-Lut. Essas condi¢gdes s&o semelhantes as utilizadas no teste de citotoxicidade, uma
vez que o meio de cultura apresenta um pH=7,4. Os dados obtidos podem ser
observados na figura 47. Observa-se a manutencdo de todos os sinais, com 0s
deslocamentos semelhantes aos apresentados na figura 46. Mas um fato interessante
€ a mudanca da multiplicidade J, que deixou de ser um multipleto, transformando em
um dupleto bem definido com integral igual dois. Outra mudanca observada € a
coalescéncia dos singletos associados aos grupos metilicos da 2,6-lutidina gerando
um sinal anico em 3,09 de integral igual a 6H. Essas mudancas de multiplicidade
podem ser atribuidas a saida do anion brometo, ligada diretamente ao paladio, e a

entrada da agua formando um aquo-complexo.
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Figura 47: Estudo comportamento em solucdo de 80% acetona-d, 10% D20 e 10% (v/v) de tamp&o
fosfato no RMN de *H do C1-Br-Lut.

Fonte: Do Autor.
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Ao realizar um novo teste, figura 48, utilizando de uma solugcdo composta por
80% de acetona-ds, 10% de oxido de deutério (D20),10% de tampéao fosfato, com
pH=7,4, 4,24 yM do complexo C1-Br-Lut e a presenca de 100 mM de cloreto,
constatou-se que houve uma pequena alteracao do sinal dos hidrogénios J, no qual
passou a apresentar um formato de multipleto com um deslocamento quimico igual
7,26. Apesar deste fato, ndo ha alteracfes significativas no perfil dos demais sinais,
nem o aparecimento de novos conjuntos de sinais. Observa-se que, nestas condi¢des,
0s sinais das metilas da 2,6-lutidina n&o sofreram coalescéncia, mas surgem em 3,10
e 3,07 ppm, levemente diferentes dos sinais observados em acetona pura (3,19 e 3,10
ppm). A pequena diferenca de deslocamento quimico observado nos sinais deve-se
provavelmente, a alteracdo das caracteristicas do solvente/mistura de solventes. Uma
outra possibilidade envolve a supresséo da hidrolise de bromo-complexo e posterior

troca com ions cloreto em excesso, gerando o cloro-complexo em solucao.

Cl-Br-Luf O
ALREn E (1) B(m)
£.79 3.52
K (t) 1(m) o (d) F i) H () (s) c(m)
7.71 7.26 £.88 6.53 6.19 3l6s 3.28

1.00 232 1,004 0,80 1.01 1,00 » 022 233312 561 -
C1-Br-Lut 24h E (1) B {m) Ii{s)
5,79 3.53 210
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L.0on E: 0.0 076 0.33
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Figura 48: Estudo comportamento em solucdo de 80% acetona-d, 10% D20, 10% (v/v) de
tampao fosfato e 100 mM de Cloreto no RMN de tH do C1-Br-Lut.

Fonte: Do Autor.
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Os ensaios de comportamento em diferentes solu¢cdes de acetona indicaram
qgue o ligante Br do composto C1-Br-Lut sofre algum processo de troca de ligantes,
dependendo das caracteristicas do meio. Tal fato € esperado em funcéo do forte efeito
trans exercido pelo carbono. Assim, o complexo demonstrou manter essencialmente
integro nessas condi¢cOes para ser dissolvido em uma solucdo-mae de acetona para

diluicdo seriada em meio de cultura.

5.2.3.4.2. Estudo de comportamento em solucdo:

dimetilsulféoxido

Para realizar os testes de viabilidade celular, geralmente utiliza-se como
solvente o dimetilsulféxido (DMSO) para solubilizar o composto. No entanto, o
complexo C1-Br-Lut quando solubilizado em DMSO, apresenta outro comportamento

em solucéo, quando comparado com a utilizagdo da acetona.

Deste modo, realizou-se o estudo de estabilidade com as condicbes
empregadas anteriormente. Para realizar o experimento, foram utilizados 4,24 uM do
complexo C1-Br-Lut solubilizado em 600 pL de DMSO-ds. A solucéo recém preparada,
foi medida instantaneamente, sendo definido como o tempo inicial igual a Oh. Em

seguida, realizou-se mais duas medidas com tempo igual a 24 e 48h, figura 49.
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Figura 49: Estudo de comportamento em DMSO-ds no RMN de *H do C1-Br-Lut.
Fonte: Do Autor.
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Analisando o espectro de RMN de *H em DMSO-ds, representado na figura 49,
podemos observar a presenca de dois conjuntos de sinais. O primeiro conjunto refere-
se ao complexo [Pd(L-Fame)(S)(2,6-lut)], onde S = molécula de solvente, indicado
com X. Fazem parte desse conjuntos os sinais do metil-éster da L-fenilalanina
ciclopaladada em 3,69 ppm (hidrogénios A da metila), 5,3 e 4,3 ppm (hidrogénios
diastereotopicos G da amina), dupleto em 6,10 ppm (hidrogénio H), tripleto em 6,58
ppm (hidrogénio F) e o dupleto em 6,91 ppm (hidrogénio D). Além disso, € possivel
observar os sinais referentes aos hidrogénios da 2,6-lutidina coordenada: tripleto em
7,77 ppm (hidrogénio K), o multipleto em 7,33 ppm (hidrogénios J) e dois singletos em
2,92 e 3,19 ppm (hidrogénios das metilas). Observa-se que esse conjunto de sinais
permanecem inalterados apos 24 e 48h.

O segundo conjunto de sinais € de uma espécie majoritaria em solucao, cujos
sinais sdo indicados com Y, Figura 50. Tal fato indica que, quando C1-Br-Lut é
solubilizado em DMSO, existe a formacdo instantdnea de outra espécie, que foi
denominada como C1-Lut-Y. Essa espécie também contém os sinais caracteristicos
do metil-éster da L-fenilalanina ciclopaladada em 3,71 ppm (hidrogénios A da metila),
5,41 e 4,54 ppm (hidrogénios diastereotopicos G da amina), e um dupleto em 7,46
ppm e um multipleto em 6,98 ppm associados aos protons aromaticos. A atribuicéo
dos demais sinais ndo podem ser feita pois 0S mesmos encontram-se encobertos.
Observa-se ainda a auséncia de um sinal adicional de H aromatico sob a influéncia
da anisotropia diamagnética do anel da lutidina em torno de 6 ppm. Tal fato sugere
gue, esse segundo conjunto de sinais esta associado a uma espécie na qual a 2,6-
lutidina ndo esta presente na sua estrutura. De fato, observa-se os sinais tipicos da
2,6-lutidina livre em 7,54 ppm (tripleto, hidrogénio K, 1H), 7,02 ppm (dupleto,
hidrogénios J, 2H) e 2,40 ppm (singleto, hidrogénios I, 6H).
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Figura 50: RMN *H em DMSO-ds do C1-Lut-Y.
Fonte: Do Autor.

Com o intuito de obter mais informacGes sobre as espécies presentes em
solucéo de DMSO, foi realizado a analise de espectrometria de massas do composto

C1-Br-Lut, utilizando o DMSO como solvente, figura 51.
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Figura 51: Espectro de massas do C1-Br-Lut e C1-Lut-X em DMSO.
Fonte: Do Autor.

Ao analisar o espectro de massas, figura 51, é possivel observar a existéncia
do ion [Pd(L-Fame)(2,6-lut)]* e o ion [Pd(L-Fame)(2,6-lut)(DMSO)]*, em 391,07 e
469,07, respectivamente. Deste modo, é provavel que uma das espécies formadas
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em DMSO puro seja o complexo [Pd(L-Fame)(2,6-lut)(DMSO)]* atribuido como
especie C1-Lut-Y.

Neste momento, é oportuno fazer algumas consideragbes sobre o complexo
C1-Lut-Br em solucdo de DMSO. Com base nos resultados obtidos, sugere-se que 0
brometo coordenado do ciclopaladado é substituido por uma molécula de DMSO

imediatamente apos a dissolucao:
[PdBr(L-Fame)(2,6-lut)(Br)] + DMSO — [Pd(L-Fame)(2,6-lut)(DMSO)]* + Br-

A espécie [Pd(L-Fame)(2,6-lut)(DMSO)]* esta associada ao conjunto de sinais
assinalados pela letra X. A espécie relacionada ao conjunto Y de sinais € encontrada
em uma maior quantidade. Os resultados de RMN mostraram ndo somente que a
auséncia da lutidina na estrutura da espécie Y, mas também sinais da 2,6-lutidina
descoordenada. Assim, um processo provavel que pode ocorrer em solucdo é

representado pela equacéo abaixo:
[PdBr(L-Fame)(2,6-lut)(DMSO)] + 2 DMSO — [Pd(L-Fame)(DMSO)2]* + Br+ lut

A substituicdo da 2,6-lutidina pelo DMSO (um ligante menos impedido
estéricamente) deve ocorrer como uma resposta do sistema para aliviar as tensfes
provocadas pelo impedimento estérico da 2,6-lutidina na esfera de coordenacéo. E
importante salientar que a agua do solvente, também pode exercer essa mesma
funcdo. Tal comportamento ja foi evidenciado em outros complexos ciclopaldados
contendo 2,6-lutidina (da Cunha et al., 2020; Zanetti et al., 2022). E importante
destacar que este comportamento néo foi detectado quando o solvente empregado
era acetona. O baixo poder coordenante da acetona ndo é capaz de substituir a 2,6-
lutidina da estrutura do ciclopaladado, sendo observado assim um unico conjunto de

sinais no espectro de RMN.

Foi realizado o estudo de comportamento em condicbes préximas das
fisiologicas. O primeiro teste realizado foi com a utilizagao de 600 puL de uma solugéao
composta por 80% de DMSO-ds, 10% de oxido de deutério (D20),10% de tampéao
fosfato, com pH=7,4, e 4,24 uM do complexo C1-Br-Lut. No segundo teste, foram
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utilizadas as mesmas condi¢cdes, mas com o acréscimo de 100 mM de cloreto. Os
testes foram realizados com o tempo igual a 0 e 48h, no qual os resultados séo

dispostos na figura 52.

Ao analisar os dois primeiros espectros da figura 52, no qual, com condicdes
de 80% DMSO-ds, 10% D20 e 10% tampéo, € observado que a formacgéo de duas
espécies em solugdo. Os sinais observados em Oh sdo os mesmos observados em
48h, este fato indica que a formacdo da nova espécie C1-Br-Lut-Y é instantanea
quando o C1-Br-Lut é solubilizado nestas condi¢cdes. Outro teste realizado
empregando 80% DMSO-ds, 10% D20, 10% tampéo e 100 mM de cloreto, no qual é
representado na figura 52. A presenca de cloreto ndo foi capaz de inibir a formagéo
da nova espécie, e ambas as espécies se mostraram presentes no meio com
condicBes fisioldgicas, isso possibilitou que novos testes de citotoxicidade fossem

realizados empregando o DMSO com solvente do composto C1-Br-Lut.
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Figura 52: Estudo comportamento em solu¢ao de 80 % DMSO-ds, 10% D20, 10% (v/v) de
tampéao fosfato e 100 mM cloreto do C1-Br-Lut-X.
Fonte: Do Autor.
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5.3. Atividade Antiproliferativa

Os estudos em solugéo indicaram que o complexo C1-Br-Lut apresenta um
comportamento distinto para ambos os solventes, o mesmo teve sua atividade

antiproliferativa testada para os dois solventes.

Deste modo, o composto C1-Br-Lut foi submetido aos testes de citotoxicidade,
utilizando acetona como solvente. As linhagens celulares utilizadas neste primeiro
caso foram: A2780cis (tumoral de ovario com resisténcia a cisplatina), MRC5 (nao
tumoral de pulméao de origem fetal), DU-145 (tumoral de prostata) e PNT2 (ndo tumoral

de préstata). Os resultados podem ser observados na tabela 9.

Tabela 9: Resultados de citotoxicidade para C1-Br-Lut, 2,6-Lutidina e cisplatina em acetona.

Linhagens ICs0 (LM)
celulares  C1-Br-Lut 2,6-Lutidina Cisplatina
A2780cis 88,24 +0,11 >100 25,09+ 0,89

MRC5 >100 >100 21,62 +0,80
PNT2 52,57 + 0,04 >100 14,73 +0,41
DU-145 >100 >100 > 100

Fonte: Do Autor.

Analisando os dados de viabilidade celular presentes na tabela 9, observou-se
gue a espécie formada em solucdo apresenta uma atividade inibitéria muito baixa. Ou
seja, € necessaria uma grande concentracdo do composto C1-Br-Lut para inibir a
proliferacdo celular. Além disso, ao comparar os resultados entre a cisplatina e o
complexo em estudo, notou-se uma atividade muito superior da cisplatina. Como
controle, a 2,6-lutidina demonstrou ser inativa em todas as linhagens nas

concentracoOes testadas.

Devido a baixa atividade citotdéxica obtida com o complexo C1-Br-Lut quando
solubilizado em acetona, resolveu-se empregar outro solvente para a realizacao do
teste de citotoxicidade, neste caso o solvente escolhido foi o DMSO, uma vez que, o0

composto C1-Br-Lut apresenta uma excelente solubilidade no mesmo e um novo
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conjunto de sinais foram identificados no espectro de RMN *H, sendo atribuido como
C1l-Lut-Y.

Deste modo, o composto C1-Br-Lut foi submetido a novos testes de
citotoxicidade, utilizando dimetilsulfoxido como solvente. As linhagens celulares
utilizadas foram: A2780cis (tumoral de ovario com resisténcia a cisplatina), A549
(tumoral de pulmao), HepG2 (tumoral de figado), MDA-MB-231 (tumoral de mama
triplo-negativo) e MRC5 (n&o tumoral de pulmé&o de origem fetal). Os valores sé&o

observados na tabela 10.

Tabela 10: Resultados de citotoxicidade para C1-Br-Lut, 2,6-Lutidina e cisplatina em DMSO.

Linhagens ICso (UM)
celulares C1-Br-Lut 2,6-Lutidina Cisplatina
A2780cis 9,13+0,25 >100 25,09 + 0,89
MRC5 67,98 + 0,53 >100 21,62 +0,80
A549 60,74 + 4,69 >100 13,01+ 0,47
HepG2 12,51 +0,68 >100 19,63+ 0,66
MDA-MB-231 6,04 £ 0,40 >100 33,14+ 0,36

Fonte: Do Autor.

Analisando os resultados obtidos na tabela 10, podemos constatar o efeito do
DMSO na citotoxicidade, especialmente nas linhagens A2780 cis. Em acetona, o valor
de ICso foi de 88,24 + 0,11 uM enquanto em DMSO, esse valor diminuiu para 9,13 +
0,25 uM. Em face da discussédo das espécies formadas em solucdo de DMSO e
acetona, é provavel que as espécies [PdBr(L-Fame)(2,6-lut)(DMSO)] e/ou [Pd(L-
Fame)(DMSO)2]* seja(m) a(s) espécie(s) responsavel(is) pela atividade citotoxica
observada na linhagem A2780cis. O composto dissolvido em DMSO apresenta uma
atividade consideravel para as linhagens MDA-MB-231 (célula tumoral de mama triplo-
negativo) e HepG2 (célula tumoral de figado), todas apresentado resultados
superiores que a cisplatina. Considerando o efeito citotoxico observado, foram
iniciados alguns experimentos visando aumentar nosso conhecimento sobre os
possiveis alvos farmacologicos desses complexos. Nesse estudo, foram iniciados os

ensaios com a biomolécula do DNA.
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5.4.Ensaios de interacdes com ctDNA

O &cido desoxirribonucleico (DNA) é um dos responsaveis por armazenar e
transmitir as informacdes genéticas, responsaveis para o funcionamento das células,

sendo uma condicéo vital para a vida.

A biomolécula DNA, apresenta variacfes estruturais (isoformas) dependentes
do meio onde se encontra, figura 53. A forma do A-DNA é encontrada em meio com
baixa concentracdo de agua, apresentando diametro de aproximadamente 26 A e
espacamento entre os pares de bases 2,7 A. Outra forma encontrada é Z-DNA que
possui rotagcdo da hélice para esquerda, sendo bem diferente das outras duas
conformacdes. O B-DNA é a forma fisiol6gica mais encontrada, onde as interacdes
com as bases nitrogenadas promovem a formacéo da dupla hélice com rotacdo a
direita e das fendas menor e maior, seu diametro é de aproximadamente 20 A com

espagamento entre os pares de base de 3,4 A (de Almeida et al., 2005).

B-DNA

Figura 53: Formas do DNA.

Fonte: Adaptado de Nakamoto et al. (2008).
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No entanto, o DNA apresenta um papel bem estabelecido na carcinogénese,
uma vez que, é o responsavel pela divisao celular e sintese proteica. O cancer surge
a partir de mutac6es genéticas, ou seja, alteracfes no material genético das células.
Durante o ciclo celular, ocorre a replicacdo dessa célula com anomalia, fazendo com
que o numero de células aumente de forma exponencial e trabalhe de forma

desordenada, gerando o cancer (Junqueira & da Silva Filho, 2012).

Diversos agentes antitumorais utilizados clinicamente nos tratamentos de
canceres, apresentam mecanismos de acao relacionado ao DNA. Dentre desta classe
de atuacdo, existem as subclasses em relacdo aos mecanismos, como 0S
medicamentos que apresentam a capacidade de inibir a sintese de nucleotideos,
outros que tem o efeito direto com 0 DNA, ligantes que interagem na fenda menor da
estrutura da biomoléculas e compostos que alteram as propriedades de pareamento

das bases nucleares (de Almeida et al., 2005).

Os farmacos 5-Fluoroouracil e Metotrexato (MXT) sdo agentes antimetabolicos,
no qual, atuam por meio do bloqueio bioquimico da sintese do DNA, inviabilizando o
ciclo celular. No entanto, os antitumorais mais usados e estudados sdo agentes que
atuam como eletréfilos sobre macromoléculas nucleofilicas, formando ligacdes
cruzadas com as fitas ou filamentos do DNA, como por exemplo as mostardas
nitrogenadas, meclorometamina, que foi utilizada com sucesso para induzir remissao

tumoral em um paciente portador de linfoma (de Almeida et al., 2005).

A ligacdo de metalofarmacos em determinadas regibes do DNA € um
importante ramo de estudo da quimica medicinal, a natureza dessas interacées,
aliadas a seletividade de sequéncias, fazem parte da espinha dorsal das pesquisas

de novos farmacos (Kellett et al., 2019).

Os principais modos de ligacdo entre complexos de metais de transicdo e o
DNA sdao classificados como reversiveis e irreversiveis. As intera¢cdes denominadas
como irreversiveis, sdo quando as metalodrogas ligam-se com o DNA por meio das
ligacBes covalentes coordenadas, formada entre 0 ion metalico e os atomos doadores

de pares de elétrons da molécula de DNA (Andrezalova et al., 2021; Kellett et al.,
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2019). Existem varios locais disponiveis para as ligagcdes dos ions metalicos a
moléculas de DNA, contudo, o0s centros metalicos acabam ligando-se
preferencialmente ao atomo de N7 das base purinas G e A ou pirimidica C. O exemplo
classico que liga ao DNA covalentemente é a cisplatina (Oun et al., 2018).

O modo de acao antitumoral da cisplatina envolve a sua ligacdo ao DNA e é
um dos exemplos mais discutidos da literatura sobre a interacdo entre complexos
metélicos e a biomoléculas. O principal aduto cisplatina-DNA é as ligacfes cruzadas
1,2 — intrafita (G-G) entre duas guaninas adjacentes, que corresponde a cerca de 65%
de todos os adutos e em menor extensdo sao as ligacdes cruzadas 1,3 — intrafita (G-
A), sendo de 25% de todos os adutos. Entretanto, existe a ligacdo cruzada interfita
(G-G), correspondendo cerca de 3 a 5% dos adutos (Andrezélova et al., 2021; Oun et
al., 2018; Rocha et al., 2018), conforme a figura 54.

65% 25%

pt ~NH;

NH
“SNH, o 0

“SNH,

1,2-Intrafita (G-G)  1,3-Intrafita (G-A) Cruzada interfita (G-G)

Figura 54: Ligacdes covalentes coordenadas da Cisplatina com o DNA.

Fonte: Adaptado de Rocha et al. (2018).

O modo de ligacéo reversivel € fundamentado nas interacdes ndo covalentes
entre o complexo e DNA como atracdo eletrostatica, ligacdo de hidrogénio, Van der
Waals, forcas e interacdes hidrofobicas (Andrezalova & Orszaghova, 2021). Os
complexos metélicos que se ligam ao DNA por ligacdes ndo covalentes, apresentam
trés tipos principais de contato, que sdo as intercalagdes, inser¢des e interacao por
sulcos, figura 55 (Kellett et al., 2019).
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Intercalacao Insercao Interacao por sulco

Figura 55: Interagfes n&o covalentes com o DNA.

Fonte: Adaptado de Gattuso et al., 2015; Pages et al., 2015 Kellett et al., 2019.

As ligacdes por intercalagdo sdo observadas quando as moléculas apresentam
uma configuracao estrutural planar. Esse arranjo estrutural, permite que os complexos
sejam inseridos entre as bases do DNA, no qual, atuam como uma espécie de base
extra, levando a uma expanséao da pilha de bases de DNA. As moléculas que atuam
por inser¢cao tomam o lugar das nucleobases mal pareadas na dupla hélice, diferente
dos metalointercaladores. No modo de ligacéo por sulco, as moléculas ficam no sulco
maior ou menor com contato proximo aos grupos acucar fosfato, essa interacéo pode
ser alcancada por moléculas lineares estendidas que envolva uma das ranhuras da

estrutura de dupla hélice (Metzler-Nolte & Schatzschneider, 2009).

Quando as interacdes de ligacdo farmaco-DNA se estabelecem, pode-se iniciar
uma acdo citotdxica que interferem em muitos processos do ciclo celular, como
replicagdo e transcricdo. Ao interromper o ciclo celular, come¢cam a atuagdo dos
mecanismos de reparo do DNA para remover as lesdes. Porém, em casos de reparo
prejudicado ou excesso de danos, as células sofrem apoptose, ou seja, sofrem morte
celular, podendo interromper a propagacao de ceélulas cancerigenas (Rocha et al.,
2018).

Desta forma, existem varias técnicas experimentais para estudar a interacao

de complexos metalicos com a biomolécula de ctDNA, Entre as quais incluem a
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titulacao espectroscépica do DNA na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), dicroismo
circular (CD) e o ensaio de competicdo com o corante Hoeschst 33258, sendo as

técnicas empregadas para avaliar a interagdo do composto C1-Br-Lut frente ao ctDNA.
5.4.1. Titulacdo espectrofotométrica do DNA por UV-Vis

Dentre as técnicas mais comumente empregadas e de facil execucdo, 0s
métodos baseados em mudancas na absorcdo ou emissdo Opticas, oriundas das
propriedades dos complexos metalicos livres em comparacéo quando ligados ao DNA.
Neste cenario, a regido espectral UV-Vis ganha um grande destaque, devido a
presenca das bandas de absorcdo, muitas vezes de grande intensidade, dos
complexos metélicos, que geralmente sofrem um processo de deslocamento
batocrémico ou hipsocrdmico apds a ligacédo a dupla hélice de DNA (Metzler-Nolte et
al., 2009). InteracGes fortes, como intercalacdo, provocam um hipocromismo
significativo (>35 %) e um efeito batocrémico (>15 nm). Por outro lado, moléculas que
se ligam no sulco ou por interacdes eletrostaticas com a superficie externa do DNA
sdo acompanhadas por um batocromismo baixo (6—8 nm) ou inexistente (Rehman et
al., 2015).

Deste modo, a titulacdo monitorada por espectrometria de absor¢céo na regiao
do UV-Vis é comumente empregada para estudar a interacdo de complexos metalicos
com o DNA. A técnica consiste em coletar os espectros de absorcdo do complexo C1-
Br-Lut, em uma concentracéo fixa de 20 uM, na auséncia e com a presenca de ctDNA
com a variacdo da concentracdo de 0 a 60 uM, os dados obtidos estdo presentes na
figura 56.

Com as informacgdes obtidas na figura 56, € possivel calcular magnitude da
forca de ligacdo (Kb), formada entre as espécies, através da equacdo Benesi-

Hildebrand, equacéo 6. O valor de Kb é obtido através da regresséo linear entre

1

Ao em funcao de
— AO

, figura 56.
Al J
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Figura 56: Titulacdo espectrofotométrica do DNA e determinag&o da constante de ligagéo Kb.

Fonte: Do Autor.

O complexo livre apresenta bandas intensas na regido de 234 e 262 nm,
indicando a presenca de um sistema aromatico, sendo atribuidas para as transicdes
T—T e n—T referente aos ligantes aromaticos substituidos. Outra banda de
absorcdo com menor intensidade € encontrada em 310 nm, representando a transi¢ao
de transferéncia de carga metal-ligante. No entanto, a banda de 262 nm foi monitorada
para a realizacdo do estudo de interacdo. Apos as adicBes sucessivas de ctDNA,
observou-se um efeito hipocrémico (45%) desta banda com o aumento da [DNA].
Entretanto, a auséncia de um deslocamento batocromico sugere que a interacéo entre

o ciclopaladado e o DNA seja ndo-intercalativa.

O valor da constate intrinseca de formacéo, Kb, € utilizado para comparar a
magnitude da forca de associacdo entre o complexo metalico e o DNA. Em sistema

com moléculas que interagem por meio do mecanismo de intercalagéo, os valores de
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Kb variam entre 10° a 107 M1, enquanto os mecanismos com intera¢des por vias ndo
covalentes nos sulcos, apresentam grandezas em torno de 10° a 10* M1, O complexo
C1-Br-Lut apresentou Kb de 2,50x10° M, conforme a tabela 11. Esse valor indica que
existe uma fraca interagdo entre o complexo e o ctDNA, sendo possivel a formacgéo

de interacdes de natureza eletrostatica fraca e/ou com os sulcos do ctDNA.

Tabela 11: Dados de constante de ligagédo Kb.

Alnm) Kb(x10°M") 1
262 2,5 0,9897

Fonte: Do Autor.

5.4.2. Ensaio de interacdo com DNA via dicroismo circular

A técnica de dicroismo circular (CD) consiste na absorcédo diferenciada da luz
polarizada no sentido horario ou no sentido anti-horario de particulas por uma amostra

gue apresente antissimetria molecular (Metzler-Nolte et al., 2009).

O CD é usado extensivamente para o estudo das estruturas secundarias de
biomoléculas, como proteinas e o DNA. No caso do DNA, as bases nitrogenadas séo
aguirais, porém, quando ligadas a um acucar por ligacao B-glicosidica, originando um
arranjo helicoidal empilhada, acabam tornando-se um composto quiral (Kellett et al.,
2019). Desta forma, quando as metalodrogas interagem com o DNA e ocorrem
mudancas conformacionais na sua estrutura, essas mudancas podem ser determinas

pela técnica de CD.

A biomolécula de ctDNA apresenta absor¢do na regido de 200 a 320 nm no
espectro de CD, uma banda negativa em 244 nm, atribuida a estabilizacdo da forma
B do ctDNA e uma positiva em 276 nm atribuida ao empilhamento das nucleobases
(Kellett et al., 2019).
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Para a realizacdo do estudo, a concentracao de ctDNA foi fixada em 50 uM e
as concentracdes do complexo C1-Br-Lut, foram de 0 a 15 yuM, gerando uma razao

molar Cx/DNA de 0 a 0,3, conforme a figura 57.

As mudancas na conformacédo do DNA sdo provocadas por compostos que
apresentam uma interacdo por modo de intercalacédo. Desta forma, o espectro de CD
do ctDNA apresentara variacdes significativas nas elipticidades dos sinais. Entretanto,
quando as interacfes apresentam um carater eletrostatico ou hidrofébico nos sulcos,
a conformacéao do ctDNA sofre pouca ou nenhuma alteracdo. Logo, o espectro de CD

nao € modificado (Alarcén et al., 2022).

Elipticidade molar (mdeg)

T T T T T T T
240 260 280 300 320
Comprimento de onda (nm)
Figura 57: Espectro de CD do ctDNA livre e com a presenca do complexo C1-Br-Lut pela razdo
molar.

Fonte: Do Autor.

As informacdes obtidas nos espectros de CD, figura 57, mostraram que
mesmo variando as razdes molares complexo: DNA, nédo foram observadas alteracdes
significativas nas bandas. Esse fato, indica que o modo de interacdo € por carater

eletrostatico e/ou por meio da interacdo por sulco. Além disso, essa hipotese é
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corroborada com a magnitude do Kb de 2,50x10® M, obtido na titulacédo

espectrofotométrica do ctDNA.
5.4.3. Ensaio de competicdo pelo ctDNA com Hoechst 33258

O Hoechst 33258 é um corante fluorescente, figura 58-a, que apresenta a
capacidade de ligar em lugares especificos do ctDNA. Este composto interage por
meio de interacdes eletrostaticas no sulco menor do DNA, em segmentos ricos em
bases de adenina (A) e Timina (T) (Alarcon et al., 2022) e a estrutura do ctDNA néo é
afetada pela interagdo com o corante. Os corantes Hoechst sdo excitados por um
comprimento de onda de 338 nm e emitem na faixa de 452 nm, dentro do espectro da
cor azul. Apos a ligagdo com o DNA, figura 58-b, sua fluorescéncia aumenta cerca de
30 vezes em comparacdo com o corante livre. O aumento é resultado da supressao
do relaxamento rotacional e da hidratacdo, apos a interacdo com o DNA (Bucevicius
et al., 2018).

A) B)

OH

Figura 58: a) Estrutura do Hoescht 33258. b) Interacdo DNA-H33258.
Fonte: Adaptado de Bucevicius et al., 2018.
Desta forma, com o objetivo determinar, de forma mais detalhada, a capacidade
do C1-Br-Lut de atuar como um ligante de sulco, realizou-se um experimento de

competicao para determinar se o complexo era capaz de deslocar o corante H33258

ligado ao ctDNA. O experimento foi realizado a partir de uma concentracéo fixa do
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ctDNA de 60 uM com 6 uM do corante, variando a concentracdo do complexo de 0 a
60 uM, de modo que o percentual de DMSO néao excedesse 1% (v/v). Os dados

obtidos, estéao representados na figura 59.

0,9

0,8 -

0,7 H

0,6 -

0,5 —

04 -

0,3

0,2 -

0,1

0,0 4=

Intensidade de Fluorescéncia (u.a)
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450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

Figura 59: Espectro de supressdo da fluorescéncia do Hoechst 33258 — ctDNA com auséncia e
presenca do supressor C1-Br-Lut com a variagéo da concentracdo de 0 a 60 pM.

Fonte: Do Autor.

Observa-se que o aumento da concentracdo do C1-Br-Lut foi capaz de causar
a supressdo moderada da fluorescéncia do sistema Hoescht-ctDNA, mesmo na
presenca de um excesso do complexo. Isso indica que as forgcas que mantém o
Hoescht ligado ao DNA séo significativamente mais fortes que aquelas que o
ciclopaladado venha a estabelece com o DNA. Entretanto, apesar do deslocamento
do Hoechst geralmente ser atribuido a um evento de competicao pela ligagéo ao sulco
menor, existe a possibilidade deste corante ser deslocado por outras moléculas que
se ligam em diferentes regides do DNA, uma vez que a fluorescéncia do sistema
Hoescht-ctDNA néo foi completamente suprida, mesmo na presenca de um excesso

do complexo.
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6. CONCLUSAO

As otimizacdes realizadas nas metodologias de sinteses descritas por Vicente
et al. (2011) demostraram-se ser importantes e viaveis para aumentar
consideravelmente o rendimento da obtencdo do complexo C1-Br. Os resultados de
teor de C, N e H concordam com os valores calculados para a estequiometria
[Pd(C2,N-L-Fame)(Br)(L)]. O espectro no IV do complexo C1-Br-Lut concordam com a
presenca da metil-éster da L-fenilalanina ciclometalada bem como a 2,6-lutidina
coordenada. O espectro de RMN-'H também mostra claramente a ciclometalacéo da
metil-éster da L-fenilalanina e coordenagcdo da 2,6-lutidina. Particularmente, o
deslocamento do sinal do atomo H adjacente ao sitio de metalacéo para regides de
campo mais protegido é resultado do efeito da regido de blindagem criada pelo anel
piridinico, concordando com a orientacdo trans da 2,6-lutidina em relagdo ao atomo
de N do ligante metil-éster de L-fenilalanina.

Os testes de comportamento em solucéo indicaram que o composto C1-Br-Lut
mantém sua estrutura essencialmente intacta em solu¢do. Porém, quando dissolvido
no solvente coordenante DMSO, observou-se a presenca de duas espécies em
solucao, cujas composicdes provaveis sao [Pd(C2,N-L-Fame)(DMSO)(L)]* e [Pd(C?,N-
L-Fame)(DMSO).]*. Os testes de viabilidade celular mostram que a presenca dessas
espécies em DMSO deve ser responsavel pelo aumento expressivo de citotoxicidade,
especialmente contra as células A2780cis. Observa-se ainda que composto C1-Br-Lut
dissolvido em DMSO apresenta uma atividade superior ao da cisplatina contra as
linhagens MDA-MB-231 (célula tumoral de mama triplo-negativo) e HepG2 (célula

tumoral de figado).

Os ensaios de interagdo com o DNA mostraram que o composto C1-Br-Lut,
apresenta pouca afinidade com DNA, com o Kp de 2,50x10° e os espectro de
dicroismos circular (CD) indicaram que nao houve nenhuma alteragdo na
conformacdo do DNA. Além disso, os estudos de competicdo com Hoescht-33258,
mostraram que 0 composto ndo € capaz de deslocar o corante. Tais evidéncias,
indicam que esse composto deve apresentar outro(s) alvo(s) farmacoldgico(s)

diferente(s) em relacdo ao da cisplatina.
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