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RESUMO

Compostos ciclometalados de paladio(ll) contendo ligantes derivados das oximas
sdo bastante empregados em catalise, entretanto, pouco se sabe ainda sobre as suas
potencialidades biolégicas. Em nosso grupo de pesquisa, diversos complexos
ciclometalados com ligantes nitrogenados como a N,N-dimetilbenzilamina ou N-
benzilidenoanilina foram sintetizados e empregados em ensaios biolégicos, apresentando
resultados promissores frente a diferentes linhagens celulares tumorais. Destacam-se
também os complexos contendo ligantes fosforados e sulfurados, como as fosfinas e as

tiouréias.

Sendo assim, o presente trabalho descreve a sintese e caracterizacdo de compostos
ciclometalados binucleares de Pd(ll) do tipo [Pd(bzox)(u-X)]., nos quais bzox =
benzaldeidoximato e X= ClI (S1), Br (S2) ou SCN (S3), compostos ciclometalados
mononucleares neutros do tipo [Pd(bzox)X(im)], em que im = imidazolidina-2-tiona e X =
CI(S4), Br (S5) ou | (S6), compostos ciclometalados mononucleares catibnicos do tipo
[Pd(bzox)(L).]JClI nos quais L = tiouréia (S7), dimetiltiouréia (S8) ou bipiridina (S9) e
compostos de coordenacdo do tipo [PdX,(im)(PPh3)], onde PPh; = trifenilfosfina e X = ClI
(S10), Br (S11), 1 (S12) ou SCN (S13). As estruturas de tais complexos foram propostas com
base em medidas de andlise elementar, espectroscopia vibracional no infravermelho e
ressonancia magnética nuclear. Os complexos S7-S9 ndo puderam ter as suas estruturas
completamente elucidadas, uma vez que nado foi possivel a obtencédo dos espectros de RMN
de 'H e bidimensionais dos compostos. Quanto aos complexos S10-S13 néo foi possivel

obter os espectros de RMN de *'P.

O comportamento térmico dos complexos S1-S3 e S10-S13 foi investigado por
termogravimetria e analise térmica diferencial e as quantidades de residuos obtidos estdo de

acordo com as quantidades calculadas de Pd° para cada estrutura proposta.

A citotoxicidade dos complexos S1 e S4-S6 foi determinada frente as células de
adenocarcinoma mamario murino MM3. Destacaram-se 0s complexos S4-S6 por serem
mais ativos do que a cisplatina (farmaco padrdo) frente a este tipo linhagem celular. Os
complexos S10-S13 tiveram o seu indice de citotoxicidade avaliado frente a células de
glioblastoma cerebral humano U87MG. Ainda ndo existe uma droga capaz de proporcionar
tratamento eficaz para este tipo de cancer. O complexo S10 mostrou ser ativo frente a esta

linhagem, porém em concentra¢des consideradas altas para um tratamento eficiente.



Os complexos S7-S9 foram submetidos a ensaios para verificacdo da ocorréncia de
ligacdo ao DNA, in vitro. A andlise da velocidade de ligacdo mostrou que 0s compostos sao
capazes de formar ligacbes com o DNA em solucédo apds um periodo relativamente curto na
presenca do biopolimero, provavelmente por interacbes eletrostaticas e ligacbes de

hidrogénio com a cadeia de fosfatos do DNA.

Palavras-chave: ciclopaladado, composto de coordenacao de Pd(ll), citotoxicidade, ligacdo

ao DNA in vitro.



ABSTRACT

Cyclopalladated compounds bearing oximes derivatives are frequently used as
catalysts, however their biological relevance is not well documented. In our research group,
many cyclometallated complexes bearing nitrogen donor ligands, such as N,N-
dimethylbenzylamine and N-benzilideneaniline, were synthesized and used in biological
investigations towards a variety of tumoral cell lines. Promising results were obtained not
only for cyclopalladated complexes, but also for coordination compounds bearing phosphines

or thiourea derivatives.

Thus, this work describes the synthesis and characterization of Pd(Il) binuclear
cyclometallated compounds of the type [Pd(bzox)(u-X)]. (bzox = benzaldeidoxima, X= ClI
(S1), Br (S2) or SCN (S3)), neutral mononuclear cyclometallated compounds of the type
[Pd(bzox)X(im)] (im = imidazolidine-2-thione, X = CI (S4), Br (S5) or | (S6)), cationic
cyclometallated compounds of the type [Pd(bzox)(L).]CI (L = thiourea (S7), dimethylthiourea
(S8) or bipyridine (S9) and coordination compounds of the type [PdXz(im)(PPhg)] (PPh; =
triphenylphosphine, X = CI (S10), Br (S11), | (512) or SCN (S13). Structure proposals were
suggested based on results of C, H, N elemental analysis, infrared spectroscopy and nuclear
magnetic resonance. The NMR spectra of complexes 7-9 could not be obtained and
consequently, their structures could not be completely elucidated. The *'P NMR spectra were
not recorded either.

The thermal behavior of complexes S1-S3 and S10-S13 was investigated by
thermogravimetry and differential thermal analysis. Important information was obtained from
residual mass values from each analysis, supporting the stoichiometry proposed for the
structures of the complexes.

The citotoxicity of compounds S1 and S4-S6 towards MM3 cell line (murine
mammary adenocarcinoma) was determined by MTT assay. Complexes S4-S6 were more
active than cisplatin to this cell line. Coordination compounds S10-S13 had their citotoxicity
determined by XTT assay towards U87MG cells (human cerebral glioblastom). There is no
efficient chemotherapeutic treatment for this type of cancer yet. Complex S10 was active
towards U8B7MG cells, although at high concentrations.

DNA binding essays in vitro were performed with complexes S7-S9. Kinetics
investigations suggests a fast interaction between palladium complexes and DNA in solution,



probably due to hydrogen bonding and electrostatic interactions between the backbone of

the double-stranded biopolymer.

Key-words: Pd(Il) coordination compounds, cyclopalladated complexes, citotoxicity, DNA

binding in vitro.



NOTA(;@ES E ABREVIATURAS
Hbzox = benzaldeidoxima
bzox = benzaldeidoximato
im = imidazolidina-2-tiona
tu = tiouréia
dmtu = dimetiltiouréia
bipy = 2,2-bipiridina
PPh; = trifenilfosfina
ICso = concentragdo necessaria para inibir em 50% o crescimento celular
LM3 = adenocarcinoma mamario
U87MG = glioblastoma cerebral
CT-DNA = DNA extraido de células de timo de bezerro
DNA (SC) = dulpa-fita de DNA superenovelada
DNA (OC) = dupla-fita de DNA na forma circular
CisDDP = cisplatina
Meio MEM = meio minimo essencial (Modified Eagle Medium) para cultura de células
Meio HAM F10 = meio de cultura apropriado para células de glioblastoma
PBS = tampé&o fosfato de sédio

Solucdo Hanks 1x = solucéo salina apropriada para lavagem de células em experimentos de
citotoxicidade.

TAE = tris-acetato EDTA

EtBr = brometo de etidio

r, = razao molar entre os complexos de Pd(ll) e os nucleoideos de DNA

ri = razdo molar inicial entre os complexos de Pd(ll) e os nucleotideos de DNA

tn = tempertaura de desnaturacéo térmica do DNA
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1. INTRODUCAO

1.1. O cancer e o DNA

Cancer é o nome dado a um conjunto de mais de cem doencas que tém em comum
o crescimento desordenado das células que invadem tecidos e 6rgaos. Dividindo-se
rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a
formacdo de tumores malignos, que podem espalhar-se para outras regides do corpo [1]. O
tratamento do cancer pode ser feito por diversos meios, tais como a cirurgia para retirada de

tumor, radioterapia, imunoterapia, hormonoterapia ou quimioterapia.

A quimioterapia baseia-se no uso de medicamentos para destruir as células doentes
gue formam um tumor. Apesar de eficiente, este tipo de tratamento pode apresentar efeitos
colaterais severos no paciente e, por isso, € sempre realizado quando ndo se tem a

possibilidade de optar pela cirurgia ou radioterapia [1].

O complexo de coordenacdao com mais amplo espectro de agdo conhecido até hoje é
o cis-diamindicloroplatina(ll),ou cisplatina [2]. A cisplatina possui dois ligantes cloro que sdo
facilmente hidrolisados no meio intracelular. Cerca de 27% do medicamento absorvido
atinge o nucleo da célula, resultando na formacao de ligacdes covalentes entre a platina e a
molécula de DNA. Estas ligacdes podem ser interfitas ou intrafitas, como mostrado na

Figura 1.

Figura 1. Estrutura da cisplatina (a). Ligacéo intrafitas com o DNA (b). Ligag&o interfitas com
o DNA (c). Fonte: <http://wwwz2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/cancer/site/oquee>. Acesso
em: 16 mar. 2012.
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A Figura 1 (b) mostra a ligacao intrafita entre um complexo de platina e 0 DNA. Este
tipo de ligacdo ocorre com bases nitrogenadas adjacentes ou ndao, mas que pertencem a
mesma fita do DNA. A Figura 1 (c) representa a ligacao interfitas, na qual cada uma das

bases nitrogenadas ligadas ao centro metalico pertence a uma fita diferente do DNA.

Para a cisplatina, o aduto majoritariamente encontrado € o0 que corresponde a
ligacéo intrafita, envolvendo bases guaninas adjacentes, mais precisamente no N7 da base,
0 que sugere ser a formacdo deste aduto o maior responsavel pela sua atividade
anticancerigena. Quando se liga ao DNA, a cisplatina distorce a sua estrutura, interferindo

assim no funcionamento normal deste biopolimero [3].

s

A cisplatina é utilizada com sucesso para o tratamento de céncer na cabeca,
pescoco, pulmao, estbmago, mama, ovario, testiculo, prostata, entre outros. Porém, sérios
efeitos colaterais sdo detectados durante o tratamento, tais como nefro, neuro e
ototoxicidade (perda da audi¢do), mielotoxicidade (supressdo da medula 6Ossea) e o
desenvolvimento de resisténcia adquirida a certos tipos de cancer [4]. Estes fatores
determinam a importancia da investigacdo e descoberta de novos medicamentos, buscando-
se reduzir a toxicidade dos novos farmacos frente a células normais - diminuindo assim os

seus efeitos colaterais - e contornar o problema da resisténcia adquirida.

Existem no mercado diversos medicamentos para o tratamento de variados tipos de
cancer. Dentre eles, podemos destacar a carboplatina e dois compostos organicos: a
vimblastina e o taxol (Figura 2). Porém, os principios ativos existentes no mercado ainda

nao sédo eficientes para o combate de todos os tipos de cancer.
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Figura 2. Estruturas de outros farmacos utilizadas para o tratamento do cancer: carboplatina
(@), taxol (b) e vimblastina (c). Fonte:
http://gnint.sbq.org.br/gni/visualizarTema.php?idTema=31. Acessado em: 25/06/2012.
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Sabe-se que alvo farmacolégico da maioria das substancias com propriedades

antitumorais a base de platina e também de outros metais € a molécula de DNA [5].

O &cido desoxirribonucléico (DNA) é uma estrutura macromolecular cujas unidades
basicas sdo chamadas de nucleotideos. Nucleotideos sao fosfatos de nucleosideos. Os
nucleosideos, por sua vez, sdo constituidos por uma molécula de pentose (2-desoxirribose)
ligada a uma base nitrogenada. As bases nitrogenadas variam, porém todas sao moléculas
planares, podendo ser constituidas por anéis aromaticos de cinco atomos (pirimidinas) ou
por dois anéis fundidos, sendo um de 6 e o outro de 5 atomos (purinas). As bases purinicas
sdo a adenina (A) e a guanina (G) e as bases pirimidinicas sdo a citosina (C) e a timina (T)
[6,7].

Os atomos de carbono da pentose sdo numerados como 1, 2’, 3’, 4’ e 5, para
distingullos dos atomos das bases nucleotidicas, e 0s grupos fosfatos tem o papel de unir os
nucleotideos entre si, através de ligacdes de éster formadas com os carbonos 3’ de uma
pentose e 5’ da pentose subsequente, como mostra a Figura 3 (A). No nucleo celular, o DNA
€ encontrado como uma dupla-fita, na qual as bases nitrogenadas se posicionam voltadas
para o centro, envoltas pela cadeia de fosfato e agucar, a qual se volta para o exterior do
biopolimero. As bases nitrogenadas mantém as duas fitas de DNA ligadas uma a outra por
meio de interacdes de hidrogénio formadas entre A-T e C-G, como mostra a Figura 3 (B). E
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convencional escrever uma sequéncia de acidos nucleicos comegando pela terminagéo 5’

da molécula, usando letras mailsculas para representar cada uma das bases nitrogenadas.

Figura 3. Cadeia de nucleotideos unida por ligagbes dos grupos fosfatos aos carbonos de
pentoses subsequentes (A) [7] e duas cadeias de DNA unidas por interacGes de hidrogénio
formadas entre pares de bases complementares A-T e C-G (B). Fonte:

http://www.sobiologia.com.br/contetidos/Citologia2/AcNucleico.php.

(A) (B)

A estrutura de dupla-fita ou dupla-hélice do DNA foi elucidada por Watson e Crick ha
mais de cinquenta anos [8]. Tal estrutura, denominada B-DNA possui as duas cadeias
acucar-fosfato enroladas uma sobre a outra, formando uma dupla-hélice direcionada para a
direita. A cadeia de acucar-fosfato aniénica é hidrofilica e permanece em contato com a
solugcdo aquosa do meio intracelular, enquanto as bases nitrogenadas, que sédo planares e
mais hidrofobicas, permanecem no centro, em posicao perpendicular ao eixo da hélice,
empilhadas uma sobre a outra paralelamente, como degraus de uma escada, promovendo
interacdes hidrofobicas plpi face a face, a uma distancia regular de 3,5 A entre cada par
complementar (Figura 4). Outras formas de DNA, tais como o A-DNA, mais comprimido em
funcdo da umidade relativa do meio em que se encontra, € 0 Z-DNA, com hélices
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direcionadas para a esquerda, ja foram observados cristalograficamente, porém o B-DNA é

a forma que mais prevalece nos sistemas biolégicos e, portanto, a mais importante [9].

Figura 4. Trés formas bem conhecidas de DNA: B-DNA e A-DNA, ambos com voltas
helicais direcionadas para a direita. Ambos podem ser encontrados nos sistemas biolégicos,
sendo o B-DNA a forma mais comum, devido a umidade relativa do meio intracelular. Z-
DNA, com h hélices voltadas para a esquerda, sintetizado em laboratério. Fonte:
http://en.wikipedia.org/wiki/File:A-DNA,_B-DNA_and_Z-DNA.png.

Uma fita de DNA de uma célula humana simples, quando esticada, pode medir dois
metros de comprimento [10]. Entretanto, para caber no nucleo celular e interagir
seletivamente com outras macromoléculas, a dupla-fita helicoidal se associa a certas
proteinas, carregadas positivamente, para promover uma curvatura maior de suas fitas
componentes, formando “n6s”. Este arranjo permite uma grande compactacédo da molécula
de DNA (cerca de 10.000 vezes), a qual atinge o tamanho de 3 pm no interior do nucleo
celular. Esta torcdo do DNA, que permite a sua intensa compactacdo, € chamada de
superenovelamento. Para referir-se ao DNA superenovelado, € comum utilizar o simbolo
DNA SC (do inglés, supercoiling). A fita de DNA se compacta dentro do nucleo celular para
formar os cromossomos; 0s cromossomos sao as estruturas condensadas que carregam 0s
genes, 0s quais nada mais sdo do que sequéncias de acidos nucleicos que carregam
informacg6es reconhecidas seletivamente por certas proteinas [6,10].
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Os compostos com propriedades antitumorais conseguem fazer ligagbes com as
bases nitrogenadas do DNA, modificando a estrutura do &cido desoxirribonucleico em sitios
importantes de reconhecimento dos genes, impedindo assim a sua atividade normal dentro
do nucleo celular, levando a célula tumoral a morte [11]. Entretanto, os efeitos colaterais
continuam sendo um problema comum durante o tratamento da doenca, devido a baixa ou
insuficiente seletividade dos farmacos utilizadas, que terminam por envenenar células
saudaveis do organismo. Além disso, ha o problema da resisténcia adquirida e do alto
namero de reincidéncias, uma vez que os fatores causadores da doenca (poluicédo, estresse,
alguns habitos como o fumo e a alimentacdo baseada em carnes vermelhas e embutidos)

continuam presentes no dia-a-dia do paciente [12].

Pesquisas do Instituto Nacional do Céancer estimam 512.000 novos casos de cancer
no Brasil em 2012, sendo que a maior incidéncia da doenca ocorre na regido sudeste
(133.000 novos casos de cancer masculino e 139.000, feminino). O tipo de cancer
masculino mais frequente é o de prostata (estimam-se 31.000 novos casos ha regido
sudeste em 2012) e o feminino é o de mama (estimam-se 29.000 novos casos para este
ano) [12]. Todas essas informag¢des mostram a necessidade da constante investigagéo de

novos principios ativos bem como do mecanismo de a¢do dos mesmos.

1.2. Compostos de coordenacao de paladio(ll) como agentes citotéxicos

O jon Pd* tem configuracdo d® e é paramagnético. A maioria dos seus complexos

possui arranjo quadrado-planar ao redor do centro metalico, sendo diamagnéticos [13].

A atividade biolégica de complexos de Pd(Il) tem sido alvo constante de muitas
investigacdes uma vez que a quimica de coordenacao do ion Pd(Il) € muito parecida com a
da platina(ll) e ambas as espécies possuem praticamente o mesmo raio iénico (Pt(ll) = 0,74
A e Pd(ll) = 0,78 A) [14].

De uma maneira geral, € bem estabelecido que muitos complexos de Pd(ll)
apresentam efeitos frequentemente mais brandos sobre as células cancerosas quando
comparados aos compostos de Pt(ll). Esta diferenca ocorre provavelmente em funcdo de
parametros cinéticos, pois os complexos de paladio(ll) reagem = 10° vezes mais
rapidamente que seus analogos de Pt(Il) [15,16]. Dessa forma, a baixa atividade antitumoral
de parte dos complexos de Pd(ll) é atribuida aos rapidos processos de hidrolise, que
conduzem a dissociacdo dos grupos abandonadores em solucdo e, conseqiientemente, a
formacdo de espécies muito reativas e incapazes de atingir seus alvos farmacologicos [16].

Uma das estratégias empregadas no planejamento de metalo-farmacos de Pd(ll)
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termodinamicamente mais estaveis e cineticamente inertes envolve a sintese de quelatos de
paladio(ll). A escolha apropriada dos ligantes é crucial, pois eles tem o papel de modificar a
reatividade e a lipofilicidade do complexo, tornando-o apto a atingir o alvo biolégico sem
sofrer alteracdes estruturais que resultem na sua inatividade [17,18]. Neste contexto entram
os complexos ciclometalados de paladio(ll). No ambito da pesquisa nacional, o primeiro
estudo sobre a atividade citotoxica de ciclometalados de paladio(ll) foi realizado pelo nosso
grupo em 1999 em parceria com pesquisadores da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Araraquara (FCFAr-UNESP) [19]. Resultados muito promissores foram obtidos na
investigacdo da atividade citotoxica frente as linhagens de células tumorais humanas
C6(glioma cerebral), Hep-2(orofaringe) e Hela(célon de utero) empregando-se derivados
mono e binucleares de Pd(ll) contendo fosfinas (Figura 5), preparados a partir da reacéo
entre o ciclometalado [Pd(C2,N-dmba)(u-N3)]. e as difosfinas 1,3-bis(difenilfosfina)propano
(dppp), 1,4-bis (difenilfosfina)butano (dppb); cis-1,2 bis(difenilfosfina)etileno (cis-dppet) e
trans-1,2(difenilfosfina)etileno (trans-dppet).

Figura 5. Valores de IC50 de organopaladados frente a algumas linhagens tumorais

humanas [19].

BINCOLETTO C. e colaboradores [20] sintetizaram o complexo ciclopaladado
dimérico, com N,N-dimetil-1-fenetilamina (dmpa) e bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf), este

ultimo coordenado em ponte (Figura 6).
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Figura 6. Estrutura do complexo dimérico ciclopaladado [{PdCl(dmpa)}.(dppf)] [20].
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A atividade bioldgica deste complexo foi avaliada frente ao tumor de carcinoma
mamario murino metastatico Walker-256, in vivo. Neste experimento, os animais foram
inoculados com as células tumorais na pata direita e inoculados com células tumorais
juntamente com uma dose de 2,0 mg/kg do complexo ciclopaladado na pata esquerda. Apés
12 dias, os tumores alcancaram um peso maximo de 4,0 £ 1,0 g nas patas direitas (ndo-
tratadas com nenhuma substancia). Entretanto, os tumores localizados nas patas esquerdas
dos animais, as quais receberam a dose contendo o complexo de paladio, tiveram o seu
peso reduzido para 0,3 £ 0,1 g. Verificou-se também que este composto reverteu em 90%

dos casos os tumores Walker instalados.

O complexo [{PdCl(dmpa)}.(dppf)] ndo apresentou atividade frente ao tumor nao-
metastatico de Ehrlich, inoculado também em ratos. Neste estudo observou-se também a
atividade biolégica do complexo sobre a enzima lisossomal Catepsina B, envolvida em
processos de proliferacdo de células endoteliais em angiogenese e metastase. Isto sugere
gue o alvo farmacolégico deste composto ndo é o nulceo celular, mas sim o lisossomas e
gque o complexo ciclopaladado estudado aqui apresenta atividade antimetastatica em
tumores murinos. Investigacdes realizadas no figado, baco e rins dos animais demonstraram

gue este composto ndo é toxico a nenhum destes tecidos.

ROCHA M. C. e colaboradores [21] determinaram a atividade do complexo
ciclometalado [Pd(dmba)(u-SCN)]. frente a linhagem de células de tumor murino de Ehrlich

(EAT), pelo ensaio de MTT. A estrutura do complexo € mostrada na Figura 7.
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Figura 7. Estrutura do complexo ciclometalado [Pd(dmba)(u-SCN)]. (dmba = N,N-

dimetilbenzilamina) [21].

No ensaio de citotoxicidade, as células tumorais EAT foram tratadas com o complexo
ciclopaladado ou com cisplatina durante 48 horas e 0 complexo mostrou atividade maior do
gue a da cisplatina, com ICso = 5,29 + 3,89 uM, cerca de seis vezes menor do que o da
droga padréo (ICso(is-oop) = 33,77 * 2,29 UM).

Complexos ciclometalados de paladio(ll) contendo oximas tém sido extensivamente
investigados por suas propriedades cataliticas em reacfes organicas. Sao complexos
geralmente estaveis na presenca de oxigénio e umidade [22] e muito utilizados para a
formacdo de ligacbes C-C ou C-heterodtomo, em reacbes de Heck e SuzuklMiyaura.
Recentemente, trés complexos ciclopaladados contendo um derivado da benzaldeidoxima
foram utilizados ineditamente como catalisadores na reacdo de Pauson-Khad. Esta reacdo
envolve a cicloadicdo de um alcano, um alcino e um monoxido de carbono levando a
formacdo de ciclopentanonas utilizadas como intermediarios nas sinteses de produtos

naturais (Figura 8) [23].
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Figura 8. Complexos ciclopaladados com atividade catalisadora em reacdes de Pauso-Khad

(A). Esquema da reacéo de Pauson-Khad (B) [23].

(A) (B)

Apesar do frequente emprego de complexos ciclopaladados contendo derivados das
oximas, como catalisadores ou pré-catalisadores eficientes, e acessiveis pouco se sabe

sobre as potencialidades biolégicas dos mesmos.

Estudos de citotoxicidade realizados por HIGGINS J. D. et al. [24] frente a diversas
linhagens de células tumorais humanas mostraram que os complexos contendo metalociclos

insaturados apresentam maior atividade do que os complexos metalociclicos saturados.

As benzaldeidoximas sédo capazes de formar complexos contendo metalociclos
insaturados com o paladio(ll), coordenando-se ao metal através do atomo de nitrogénio
iminico e do atomo de carbono em posicao orto no anel aromatico, formando um metalociclo

de cinco membros (Figura 9) [25].

Figura 9. Estrutura do complexo ciclopaladado cloro[2-(1-(hidroxlimino)metil)fenil-
C’,N](piridina)paladio(ll) [25].
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Estudos publicados na literatura por CEDER R. M. e colaboradores [26] mostraram
gue a aromaticidade dentro do metalociclo influencia diretamente na reatividade de todo o
composto e que complexos contendo metalociclos aromaticos sdo menos reativos do que os
n&o-aromaticos. E possivel que a maior estabilidade conferida aos metalociclos aromaticos
possa contribuir para a manutencao de sua estrutura mesmo dentro do meio biolégico, até
que atinja o alvo farmacolégico nas células tumorais. Além disso, ha relatos na literatura de
gue tais complexos, a exemplo do ciclopaladado com 2-benzoilpiridina-N-metil-N-
fenilhidrazona sdo capazes de formar interacdes de empilhamento plpi entre os seus anéis,
dentro do arranjo molecular (Figura 10) [27] e que portanto, podem também interagir com as

bases nitrogenadas do DNA.

Figura 10. InteracBes hidrofébicas entre os anéis aromaticos planos fundidos das unidades

de complexo de paladio(ll) com 2-benzoilpiridina-N-metil-N-fenilhidrazona [27].

De fato, RIERA X. [28] e colaboradores verificaram a intercalagédo do ciclopaladado
contendo o ligante 9-aminoacridina (9-AA) (Figura 11) no DNA, por meio de ensaios de

dicroismo circular e mobilidade eletroforética.
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Figura 11. Estrutura do anel ciclometalado formado com o ligante 9-aminoacridina (A).
Estrutura molecular do complexo ciclopaladado [Pd(9-AA)(1-CI)]..2DMF [28].

(A) (B)

CUSUMANO M. e colaboradores [29] também verificaram a ocorréncia de
intercalacdo de ciclopaladados contendo o ligante 2,2’-bipiridina, por meio de espectroscopia
eletrénica e dicroismo circular. E importante ressaltar que tais complexos possuem

metalociclos insaturados.

Tendo em vista as propriedades quimicas dos complexos ciclopaladados contendo o
ligante benzaldeidoxima e a auséncia de informacdes a respeito de suas propriedades
biologicas, essa classe de compostos tornou-se alvo de nossos estudos sobre sintese,

caracterizacao e estudo da atividade citotéxica dos mesmos.

Ligantes organicos sulfurados tém sido alvos constantes de investigagoes,
funcionando como quimioprotetores do organismo durante a quimioterapia a base de
complexos de platina. Em particular, moléculas contendo os grupos tiocarbonila e tiol
mostraram promissora atividade na modulacdo da nefrotoxicidade causada pela cisplatina
[30]. Sabe-se que os ditiocarbamatos, por exemplo, removem seletivamente a platina de
complexos enzima-tiol dentro das células, através de um ataque nucleofilico dos atomos
quelantes de enxofre a platina. Tal seletividade reacional protege os tecidos normais sem
inibir o efeito antitumoral do composto [31].

KHAN H. e colaboradores testaram a atividade biolégica de cinco complexos de
Pd(Il) contendo diferentes ditiocarbamatos e derivados da fosfina, frente a linhagem celular
DU145, de cancer de prostata, resistente ao tratamento com cisplatina [32]. A estrutura
geral dos complexos € mostrada na Figura 12.
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Figura 12. Estrutura geral dos complexos [Pd(Il)(DT)(PR3)CIl]. Complexo 1: DT =
dimetilditiocarbamato, PR; = benzildifenilfosfina; 2: DT = dietilditiocarbamato, PR; = difenil-
2-metoxifenilfosfina; 3: DT = dietilditiocarbamato, PR3z = difenil-p-toluilfosfina; 4: DT =
dicicloexilditiocarbamato, PR3 = difenil-m-toluilfosfina; 5: DT = dimetilditiocarbamato, PR3 =

tricicloexilfosfina; 6: DT = bis(2-metoxietilditiocarbamato), PR3 = difenil-2-piridilfosfina [32].
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As medidas de atividade dos complexos foram realizadas utilizando-se 0 ensaio com
sulforrodamina B (SRB). Resultados promissores foram obtidos, observando-se valores de
ICs (indice de citotoxicidade ou concentracdo do composto capaz de matar 50% das células
viaveis) entre 7 e 1 uM. Os complexos 5 e 6 mostraram ser 0s mais ativos, com indices de

citotoxicidade (ICs) iguais a 1,33 e 1,55 uM, respectivamente.

ROCHA F. V. et al. [33] investigaram a atividade citotdxica in vitro de quatro
complexos de paladio(ll) contendo o ligante 1-tiocarbamoil-3,5-dimetilpirazol (tdmPz),

mostrados na Figura 13.

Figura 13. Estrutura dos complexos de férmula geral [PdX,(tdmPz)], X = CI (1), Br (2), | (3),
SCN (4) [33].
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A atividade antitumoral destes complexos foi avaliada frente as linhagens LM3 e
LMM3 de cancer mamario (sensivel e resistente a cisplatina, respectivamente), através do
ensaio colorimétrico com MTT. Resultados promissores foram observados para o0s
complexos [PdBry(tdmPz)] (2) e [Pdlx(tdmPz)] (3). O complexo 2 apresentou um indice de
citoxicidade (ICs) igual a 24,5 uM frente a linhagem LM3 (sensivel ao farmaco padrao) e o
complexo 3 apresentou ICs, = 20,7 uM frente a linhagem LMM3. Os indices de citotoxicidade

da cisplatina frente a estas linhagens é de 30,3 e maior que 140 uM, respectivamente,
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sugerindo que os complexos sintetizados possuem atividade citotoxica satisfatéria em
menores concentracbes do que a o0 composto antitumoral padrdo. Além disso, a
citotoxicidade destes complexos frente a células saudaveis retiradas do exudato peritoneal
de ratos é significativamente menor do que a da cisplatina. Neste caso o ICs, observado
para o complexo (2) foi de 29,3 uM, o complexo (3), 50,2 UM e a cisplatina, 62,8 uM.

Cesarini S. et al. [34] investigaram a acao antiproliferativa de diversas aciltioureias
(ATUs), derivadas da imidazolidina-2-tiona, frente a linhagem de células T linfobastbides

MT4. A estrutura basica das moléculas é mostrada na Figura 14.

Figura 14. Estrutura das aciltiouréias derivadas da imidazolidina-2-tiona [34]. R = 4-
clorobenzoil (1j); 3,4-diclorobenzoil (1n); 3,4,5-trimetoxibenzoil (1q); 2-furoil (1s), dentre

outros.

Os complexos sintetizados apresentaram valores de ICsq que variaram de 4,6 a 9,9
pUM. Além disso, o complexo 1s apresentou atividade inibidora do crescimento celular frente
as linhagens DU-145 de cancer de prostata humano e MCF7 de cancer de mama humano,
com Glgo = 2,7 e 3,0 uM, respectivamente (Glsy = concentragcdo do composto capaz de
produzir 50% de inibicdo do crescimento).

Diversos compostos de coordenacdo de paladio(ll) contendo trifenilfosfina e
tioamidas foram sintetizados por NADEEN S. e colaboradores [35]. A atividade
antimicrobiana destes compostos de formula geral [Pd(L).(PPhs),]Cl foi testada frente a
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa,
através do ensaio de difusdo em gel de agar. Resultados promissores foram encontrados
para o composto contendo a mercaptopiridina coordenada ao centro metalico de paladio(ll),
o0 qual apresentou zonas de inibicdo de 95, 100 e 85 % frente as trés Ultimas cepas,
respectivamente. A atividade antiproliferativa dos mesmos complexos foi testada frente a
linhagem PC3 de cancer de préstata. O complexo contendo o ligante dimetiltiouréia
apresentou um ICs significativo, de 5,80 pM. Os complexos contendo tiouréia ou
mercaptopiridina apresentaram resultados menos significativos, com valores de ICs, de 18 e
80 UM, respectivamente.
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Complexos de paladio(ll) contendo o derivado da tiouréia, imidazolidina-2-tiona (im),
foram utilizados em estudos sobre atividade antibacteriana [36]. O complexo [PdBr,(im)]
apresentou atividade moderada frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa no ensaio de
difusdo em gel de agarose (zona de inibicdo igual a aproximadamente 56 %). AHMAD S. e
colaboradores [37] sintetizaram o complexo [Pd(im),(PPhs),]-Cl,.3,5H,0, 0 qual apresentou
a concentracdo inibitéria minima (MIC) de 40 pg.mL™, considerado um valor promissor,

frente a mesma cepa bacteriana. A estrutura do complexo € mostrada na Figura 15.
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A estrutura do complexo mostra o ligante imidazolidina-2-tiona coordenada de forma
neutra, via atomo de enxofre. As duas moléculas de Im encontram-se em posi¢ao trans uma

em relacdo a outra, assim como as duas moléculas de PPhs.

As informagdes sobre a atividade antitumoral de complexos contendo a
imidazolidina-2-tiona ainda s&o muito escassas na literatura. Entretanto, resultados
satisfatorios foram obtidos em nosso grupo de pesquisa com o estudo da atividade citotoxica
de complexos contendo tiouréias, frente a linhagens celulares de adenocarcinoma mamario
LM3 [38]. Os complexos [Pd(dmba)(N3)(tu)] e [Pd(dmba)(l)(tu)] apresentaram valores de ICsg
de 14,9 e 14,4 uM, respectivamente. Estes valores sdo menores do que o ICs, observado
para a cisplatina (30 uM). Porém, os complexos da mesma familia contendo os haletos Cl ou
Br como co-ligantes anibnicos ndo se mostraram tao eficientes frente a mesma linhagem
(ICs0 = 72 € 29 UM, respectivamente). Estes resultados, ao mesmo tempo que demonstram
a potencialidade dos complexos de paladio(ll) contendo ligantes com grupos C=S em sua
estrutura, mostram também a grande diferenca observada na atividade citotoxica dos

complexos quando o0s seus co-ligantes sdo substituidos.

Além disso, complexos com ligantes fosforados também mostraram atividade

promissora frente a linhagem LMM3 de cancer mamario metastatico murino [39]. Os
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complexos [Pd(bzan)(SCN)(dppf)], [Pd(bzan)(SCN)(dppet)] e [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] (bzan
= N-benzilidenoanilina, dppf = 1,1-bis(difenilfosfina)ferroceno, dppe = cis 1,2-
bisdifenilfosfinaetileno) apresentaram valores de ICs, iguais a 28, 7,75 e 12,5 uM,
respectivamente, os quais sdo significativamente menores do que o apresentado pela
cisplatina (104 puM). As estruturas dos complexos foram propostas com base em dados de

andlise elementar, espectroscopia vibracional no infravermelho e RMN (Figura 16).

Figura 16. Estruturas propostas para o0s complexos [Pd(bzan)(SCN)(dppf)],
[Pd(bzan)(SCN)(dppet)] e [Pd(bzan)(NCO)(dppet)] [39] (X = SCN ou NCO).
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Estes valores encorajam a continuidade das investigacoes utilizando complexos de
paladio(ll) com derivados da tiouréia e fosfinas.

1.3. Consideracdes sobre os complexos ciclopaladados

O paladio pertence ao grupo da platina e possui configuracéo eletrdnica [Kr] 4d® nos
compostos inorganicos mais comuns de que faz parte. Nesses, seu estado de oxidacdo é
+2, assumindo numero de coordenacdo quatro e geometria quadratica-plana quase na
totalidade dos casos.

Muitos artigos contemplam o envolvimento deste metal na composicdo de espécies

organometélicas [40] (Figura 17) denominadas ciclopaladados.
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Figura 17. Exemplo de complexos ciclopaladados. Fonte: [40].
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Os ciclopaladados encontram vasta aplicagdo como catalisadores em sinteses
orgéanicas [41-44], materiais liquido-cristalinos [45,46], em nanotecnologia [40] e na area
bioldgica [47-50].

1.3.1 Defini¢éo

Ciclopaladado pode ser definido como qualquer composto de paladio que contenha
uma ligacdo Pd-C, estabilizada intramolecularmente por um ou dois &tomos doadores
neutros () [40]. Portanto, os complexos ciclopaldados podem ser do tipo CY ou do tipo YCY
(Figura 18).

Figura 18. Ciclopaladados do tipo CY (A) e ping¢a (B). Fonte: [40].

(A) (B)
Y = NR,, PR,, AsR,, SeR,, etc.
R' = R? = alquil, aril, etc.
X = Cl, Br, |, OAc, solvente, etc.
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Os ciclopaladados do tipo CY sdo também chamados de ciclopaladados de quatro
elétrons e podem ser neutros, anidénicos ou catibnicos. Além disso, podem existir também
como dimeros, contendo halogénios ou pseudoalogénios ligados em ponte, nas

conformacdes cisbide ou transéide (Figura 19).

Figura 19. Ciclopaladados diméricos nas conformacdes: cisoide (A) e transoéide (B). Fonte:
[40]

(A) (B)

Os ciclopaladados fazem parte do grupo de espécies ciclometaladas e, portanto, a
reatividade destes compostos pode resultar em uma ampla variedade de complexos. Por
exemplo, a clivagem de ciclometalados contendo haletos em ponte por ligantes neutros
como as piridinas e fosfinas [51,52] e ligantes anidnicos como a azida, cianato, tiocianato,
entre outros [53,54], sdo reacles classicas dos compostos ciclometalados, como ilustrado

pela Figura 20.

Figura 20. Exemplos de produtos de reagbes obtidas por clivagem de compostos

ciclometalados por ligantes aniénicos, neutros ou catiénicos. Fonte: autor.
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X = halogénio; L = fosfina; R = n-Bu.
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1.3.2.Sintese dos ciclopaladados: ativacdo da ligacdo C-H em grupos arila e

transciclometalagéo

Complexos ciclopaladados sao obtidos através da reacdo entre um precursor de
paladio(ll), geralmente M,[PdCl,], (M = Li ou K) ou Pd (OAc),, e um substrato organico que
contenha um &tomo de nitrogénio planar sp? a trés ligacdes quimicas de distancia de um
fragmento C-H aromatico. O produto resultante é uma espécie bimetalica na qual duas
metades “(C,N)Pd” se encontram unidas por dois anions X (Cl ou OAc’) [55]. Pode-se dizer
gue as espécies ciclometaladas binucleares sao sempre os precursores dos complexos
ciclometalados mononucleares, os quais sdo sintetizados por reacbes de clivagem dos

complexos diméricos.

O método mais comumente uitilizado para a sintese de ciclopaladados do tipo CY
consiste na ativacdo da ligacdo C-H assistida por um heteroatomo. Geralmente, os ligantes
utilizados sdo doadores bidentados 4e’, monoanibnicos Y,C™ tais como aminas, iminas,
fosfinas e tioéteres. Sendo assim, Y pode ser de natureza variada (N, P e S sdo os mais
comuns) [40].

Para que a reacao de ciclometalacdo se processe, primeiramente € necessario que
se forme a ligacdo entre o heteroatomo Y e o atomo de paladio. A ocorréncia desta ligacéo
promove o arranjo do centro metalico e da ligacdo C-H em posicdes propicias para a
ciclometalacdo. Sendo assim, existe a pré-organizacdo dos componentes reativos, e esta
assistida pelo heteroatomo [40].

A formacgdo final de anéis de cinco membros observada para a maioria dos
complexos ciclopaladados permite que o atomo de Pd(ll) se posicione em angulos de
ligacdo de 90° em relacdo aos ligantes, formando sua geometria quadrado-planar. Os outros
atomos constituintes do metalociclo, com hibridizacdo sp? ou sp?, se posicionam em angulos
de ligacdo entre 109°-120°.

Pode-se dizer que o heteroatomo do ligante exerce um efeito direcionador sobre a
reacao de ciclometalacao, e que através da posicao deste é possivel prever qual o atomo de
carbono que participa do metalociclo.

Mais de um mecanismo ja foi proposto para esta reacao. Entretanto, 0 mecanismo de
substituicdo eletrofilica aromética € o mais aceito. Neste mecanismo, apds a coordenacao
inicial do heteroatomo ao centro metélico, forma-se um complexo pi, que subsequentemente
se rearranja em um intermediario arénio (complexo alfa) e, finalmente sofre uma abstracéo

de préton para fornecer o produto ciclopaladado (Esquema 1). A densidade eletrbnica na
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ligacdo C-H do arénio € muito importante. Substituintes doadores de elétrons no grupo

arénio facilitam a ciclometalagéo [40].

Esquema 1. Mecanismo de reacdo de formacédo de complexo ciclopaladado por ativacéo da ligacédo
C-H. Fonte: [40].

Complexos ciclopaladados podem também ser obtidos por reacdes de
transciclometalacéo. Este tipo de reacdo, que envolve a troca dos ligantes ciclometalados, ja
ligados ao centro metélico, constitui um caso particular de ativacao da ligacdo C-H, no qual
h& o rompimento de uma ligacao Pd-C e a formacao de outra ligacdo Pd-C.

A reacao de troca de ligantes ciclometalados em meio acido mostrada no esquema
abaixo foi investigada por Ryabov e colaboradores [56,57].

Esquema 2. Reacao de transciclometalagdo em meio acido. Fonte: RYABOV, A. D. [57].

Esta reacdo foi realizada em meio de acido acético. PropSe-se um mecanismo

dissociativo para a primeira parte da reacao, na qual ha o rompimento transiente da ligacédo
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entre o atomo de nitrogénio da dimetilbenzilamina e o paladio. A protonacdo do grupo
aminico livre desfavorece a recoordenacdo deste grupo ao centro metalico e,
consequentemente, a formagcdo do metalociclo original. O ligante agora ligado de forma
monodentada ao paladio € mais suscetivel a uma reacdo de aciddlise, capaz de clivar a
ligacdo Pd-C. Investigacbes cinéticas evidenciam a dissociacdo do complexo original, com
formacdo de sal de paladio, seguida da reacdo de ciclometalagdo com o novo ligante, por
meio do mecanismo ja discutido anteriormente. E estabelecido que a substituicdo depende
da basicidade do heteroatomo: o novo ligante deve possuir grupamento doador Y menos

basico e mais macio do que o grupo que se retira do complexo [40,58].

Além disso, existe um certo nivel de aromaticidade nos metalociclos de cinco
membros envolvendo ligagbes conjugadas (C=N-C=C) e os orbitais d preenchidos do
paladio, com simetria apropriada. A diferenca no carater aromatico do anel ciclometalado de
diversos complexos exerce influéncia direta sobre a reatividade dos mesmos. Estudos
estruturais e experimentos de transciclometalagdo mostram que complexos contendo
ligantes aminicos, por exemplo, possuem o metalociclo ndo-planar e ndo-aromatico, sendo,
consequentemente, mais reativos e facilmente substituidos por ligantes contendo grupos

iminicos (Esquema 2) [55].

1.4.Principais modos de interacdo entre os complexos metalo-organicos e o DNA

Compostos de coordenacdo de diversos metais, tais como Pt, Pd, Ru, Rh, e Fe,
dentre outros, jA foram empregados em estudos sobre a interacdo com o DNA [5,9,59].
Dentre os diversos tipos de interacdo ja observados entre complexos metélicos e 0 DNA
destacam-se dois: ligacdo de coordenacdo do metal com as bases nitrogenadas e

metalointercalagéo.

Um grande numero dos farmacos de Pt ja sintetizadas, contendo grupos
abandonadores nas suas estruturas, tais como Cl, forma ligacdes majoritariamente
bifuncionais e intrafitas com o N7 da base nitrogenada guanina. As liga¢cfes de coordenacédo
entre os metais e a bases nucleotidicas do DNA acarretam certas modificagbes da sua
conformacgdo: um desenrolamento da dupla-hélice no local da ligagdo, por um angulo
definido, e uma torcdo da cadeia de fosfatos do DNA, fazendo com que o biopolimero seja
dobrado (Figura 21) [60]. Tais mudancas na conformac&o do DNA alteram algumas de suas
propriedades biofisicas, tais como a temperatura de desnaturacdo térmica (t.) [61-63] e a
sua velocidade de migracdo em gel de agarose ou poliacrilamida, em experimentos de

eletroforese [63-66]. Além disso, a ligacdo coordenada de complexos metalicos as bases
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nitrogenadas do DNA pode impedir a acdo enzimatica de certas endonuleases restritoras
[59], responsaveis por clivar o DNA em sitios contendo sequéncias de bases especificas,

produzindo fragmentos menores da biomolécula [6].

Figura 21. Modificagcao da estrutura terciaria do DNA causada pelo aduto funcional formado
com a cisplatina, impedindo a agdo correta de enzimas sobre a sua cadeia Fonte:

http://pubs.acs.org/cen/coverstory/83/8325/8325cisplatin.html.

A metalointercalacdo ocorre quando complexos contendo ligantes aromaticos
planares, tais como a 2,2’-bipiridina ou 1,10-fenantrolina, interagem com 0 DNA,
primeiramente aproximando-se da sua cadeia por meio de uma interagdo eletrostatica entre
0 centro metdlico positivo do complexo e os grupos fosfatos, carregados negativamente no
DNA, e em seguida, inserindo um dos seus ligantes aroméaticos planares entre dois pares de
bases adjacentes, do biopolimero (Figura 22) [67]. Este tipo de interagdo também modifica a
estrutura terciaria do DNA, causando um afastamento dos pares de bases onde se encontra
inserido o ligante planar do complexo, aumentando assim a distancia entre os pares de
bases (de aproximadamente 3,5 A para aproximadamente 7,0 A) e, consequentemente, o
tamanho total da cadeia do biopolimero. O desenrolamento da dupla-hélice no local de
insercao também ocorre e o angulo de tor¢cdo provocado pode ser medido. As modificagcdes
na conformacdo do DNA, neste caso, modificam a viscosidade de uma solucdo da
macromolécula em &agua, devido ao aumento do seu tamanho e provoca uma maior
estabilizacdo da dupla-hélice de DNA, aumentando assim a sua temperatura de
desnaturagéo (ty) [68].
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Figura 22. Complexo metalointercalador inserido entre pares de bases adjacentes do DNA e
provocando uma modificacdo na estrutura terciaria do biopolimero, no local onde ocorre a

insercao [67].

Diante do exposto, esta tese apresenta a sintese e caracteriza¢cdo de compostos de
coordenacdo de Pd(Il) com ligantes sulfurados, fosforados e de complexos ciclometalados
neutros e catibnicos, contendo os ligantes benzaldeidoxima e derivados da tiouréia. Sao
também discutidos resultados de ensaios de citotoxicidade in vitro, de alguns dos compostos
sintetizados, frente a duas linhagens de células tumorais (glioblastoma cerebral humano e

tumor mamario murino), bem como os resultados dos estudos de interacdo de alguns dos
complexos com o DNA.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve os seguintes objetivos:

I) Sintese e caracterizagdo espectroscépica de complexos de paladio(ll), utilizando os
haletos cloreto (CI), brometo (Br) e iodeto (I) e o pseudo-haleto tiocianato (SCN) e os
ligantes benzaldeidoxima (Hbzox), tiouréia (tu), dimetiltiouréia (dmtu), imidazolidina-2-tiona

(im), bipiridina (bipy) e trifenilfosfina (PPhs).

II) A investigagdo do comportamento térmico dos complexos ciclopaladados diméricos de
formula geral ([Pd(bzox)(u-X)].), em que X = Cl, Br ou SCN, e dos compostos de
coordenacdo contendo trifenilfosfina e imidazolidina-2-tiona, de férmula geral
[PdX,(im)(PPhs)], em que X = ClI, Br, | ou SCN .

ll) Investigacdo do indice de citotoxicidade frente a células de glioblastoma cerebral
humano e tumor mamério de murinos dos compostos de coordenacdo da familia
[PAX,(im)(PPh3)] e [PdX(im)(bzox)], respectivamente.

IV) Investigacdo da possivel interacdo in vitro dos complexos ciclometalados
[Pd(bzox)(tu),]ClI, [Pd(bzox)(dmtu),]Cl e [Pd(bzox)(bipy)]Cl com a dupla-fita de DNA.



49

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solventes

Em todas as sinteses foram utilizados reagentes P. A. Os principais solventes e
reagentes estao listados nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Principais solventes utilizados nas sinteses.

Solvente Formula Procedéncia

Acetona C3HgO Merck
Acetonitrila H;CCN Merck
Acido acético H;CCOOH Synth
Alcool isopropilico CsHsO Mallinckrodt
Cloroférmio CHCl; Tedia

Dietil éter C4H1,0,0 Mallinckrodt
Metanol CH;OH Merck
Pentano CsHyo Merck
Acetona deuterada C;DgO Aldrich

Cloroférmio deuterado CDCl; Aldrich




Tabela 2. Principais reagentes utilizados nas sinteses.
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Reagente Formula Procedéncia
Cloreto de paladio(ll) PdCl, Sigma Aldrich
Cloreto de litio LiCl Sigma Aldrich
Tiocianato de potassio KSCN Riedel-de Haen
Brometo de potassio KBr Merck
lodeto de potassio Kl Merck
Tiouréia (tu) N.H4,CS Aldrich
Metiltiouréia (metu) CHsN,CS Aldrich
N,N-dimetiltiouréia (dmtu) C,HgN,CS Aldrich
Imidazolidina-2-tiona (im) C,H4N,CS Aldrich
Trifenilfosfina (PPhs;) CigHisP Aldrich
N,N-dimetilbenzilamina CoHisN Aldrich
(dmba)
Benzaldeidoxima (Hbzox) C;HsNOH Aldrich
Trietilamina CsHisN Carlo Erba
Sal de tetrazdlio {3-(4,5- C40H30N;1006Cl, Across Organics
dimetiltiazol-2-il)-2-5-
difeniltetrazolio} (MTT)
Sal de tetrazolio {hidréxido Biological Industries
de 2,3-bis(2-metoxI4-nitro-5-
sulfofenil)-5-
[(fenilamino)carbonil]-2H-
tetrazolio} (XTT)
Brometo de etidio (EtBI’) Cz]_HzoNgBr Merck
CT-DNA Sigma Aldrich
RPMI1640-C Sigma




51

3.2 Metodologia

3.2.1 Sinteses

Um sistema de refluxo foi utilizado durante as sinteses em que foi necessaria
temperatura superior a ambiente (aproximadamente 30 °C). As demais sinteses foram
realizadas em atmosfera aberta e a temperatura ambiente, em erlenmeyer com tampa
esmerilhada. Nao foram necessarios cuidados especiais, como atmosfera inerte e nem

abrigo da luz, ja que os compostos sdo estaveis ao ar e a luz.

3.2.2 Purificagéo

Os compostos sintetizados foram isolados por meio de filtracdo e lavados em

abundéancia com solventes apropriados para purificago.

3.3 Caracterizacdo dos compostos

3.3.1 Medidas de temperatura de fusdo ou decomposicéo

As temperaturas de decomposicdo foram medidas em um aparelho digital MQAPF-

302 da Microquimica que opera até 350 °C.

3.3.2 Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (1V)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram registrados no
espectrdmetro NICOLET modelo SX-FT Impact 400, na regido de 4000-400 cm™, resolucéo

de 4 cm™, utilizando pastilha de KBr.

3.3.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H e **C {*H} foram registrados
no espectrofotdmetro multinuclear VARIAN, modelo INOVA 500, operando a 500 MHz para
'H e 125 MHz para *3C. Utilizou-se cloroférmio, dimetilsulféxido ou acetona deuterados para

a dissolucdo das amostras.
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3.4.3 Andlise elementar de C, H, N

As andlises quantitativas do teor de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram
realizadas no analisador automatico Elemental analyser CHN, modelo 2400 da Perkin
Elmer, que permite a determinacdo das porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio
com precisdo de 0,01%, pertencente a Central Analitica do Instituto de Quimica de Sé&o
Paulo — USP.

3.3.5 Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial

As curvas termogravimétricas (TGA) e de analise térmica diferencial (DTA) foram
obtidas no equipamento SDTQ 600, fabricado pela TA Instruments. Cada amostra foi
disposta em cadinho de a-alumina, o qual foi submetido a um aquecimento desde a
temperatura ambiente até 900 °C, com taxa de aquecimento de 20 °C min™, sob atmosfera

de ar sintético e fluxo de 50 mL min™. (Massa inicial: 10 mg).

3.4 Sinteses

3.4.1 Sintese do complexo precursor ciclopaladado [Pd(p-Cl)(dmba)]. [69]

Uma massa de 2,00 g (11,3 mmol) de cloreto de paladio(ll) foi parcialmente
solubilizada, sob aquecimento, em 200 mL de metanol. A esta solucéo, adicionou-se 0,96 g
(22,6 mmol) de cloreto de litio. A mistura permaneceu sob agitacao e aquecimento até que a
solucdo ficasse marrom avermelhada e limpida. A solugcdo foi entdo filtrada e ap6s o
resfriamento houve a adicdo, sob agitacdo, de 2,7 mL (11,3 mmol) de N,N-
dimetilbenzilamina (Hdmba). Posteriormente adicionou-se, lentamente e sob agitacdo, 2,0
mL (14,4 mmol) de trietilamina diluidos em 10 mL de metanol. A solugdo foi mantida sob
agitacdo por 8 horas, havendo a formacao de um sélido amarelo, que foi filtrado, lavado com
metanol e éter etilico e seco sob vacuo. Obteve-se ao final uma massa de 2,85 g,
correspondente a aproximadamente 90% de rendimento. Analise elementar - % calc. (%
enc.): C: 39,4 (39,2); H: 4,20 (4,38); N: 5,00 (5,07). Intervalo de decomposi¢céo: 158,6 —
160,9 °C.
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3.4.2 Sintese dos complexos ciclopaladados binucleares [Pd(bzox)(u-X)]., X = Cl, Br, SCN
(S1-S3) [59]

A 200 mg de [Pd(dmba)(u-Cl)]. (0,363 mmol) suspensos em 10 mL de uma mistura
de cloroférmio e &acido acético glacial (1:1) foram adiconados 4 mL de solucdo de
benzaldeidoxima (92,3 mg ou 0,762 mmol) na mesma composicado de solventes. A mistura
foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura constante de 50 °C por 24 horas. A
suspensao resultante foi filtrada e o solido obtido foi lavado com CHClj:acido acético (1:1),
éter dietilico e pentano e em seguida, seco sob vacuo. Obteve-se uma massa de 142 mg,
correspondente a 71% de rendimento. O complexo [Pd(bzox)(u-Cl)], foi utilizado como
precursor para a sintese dos complexos [Pd(bzox).(u-Br)(u-Cl)] e [Pd(bzox)(u-SCN)].. Estes
complexos foram sintetizados através de reacdes de transciclometalacao, solubilizando-se o
precursor em acetona, a temperatura ambiente e sob agitacéo, e adicionando-se a mistura
reacional solucdes aquosas dos sais correspondentes (KBr ou KSCN). Ao final de 1 h de
agitacao constante, as misturas foram deixadas em repouso para evaporacdo do solvente.
Os solidos obtidos foram lavados com agua e pentano. Os rendimentos obtidos com as duas
reacoes foram de aproximadamente 100%.

3.4.3 Sintese dos complexos [Pd(bzox)X(im)],, X = Cl, Br, | (S4-S6)

Os complexos de formula geral [Pd(bzox)X(im)]. foram sintetizados através de
reagOes de clivagem do complexo precursor [Pd(bzox)(u-Cl)]. com o ligante imidazolidina-2-
tiona (im). A 100,0 mg de [Pd(bzox)(u-Ch]> (0,191 mmol) suspensos em 10 mL de uma
mistura de metanol e acetona (1:1) foram adicionados 4 mL da soluc¢do de imidazolidina-2-
tiona (40,9 mg ou 0,400 mmol) e a mistura resultante foi deixada em agitacdo a temperatura
ambiente. Ao final de 1 hora, a solu¢éo obtida foi deixada em repouso para evaporacdo do
solvente. O produto sélido amarelo obtido foi lavado com MeOH e seco sob vacuo.
Rendimento: 53,6%. Os complexos com Br e | foram sintetizados por meio de reacdes de
troca de ligantes, adicionado-se solu¢cdes aquosas dos sais correspondentes (KBr ou Kl) a
solucéo de [Pd(bzox)CI(im)], a temperatura ambiente, e deixando-se sob agitacdo durante 1
hora. Os rendimentos obtidos com as reacbes de troca de ligantes foram de
aproximadamente 100%.
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3.4.4 Sintese dos complexos [Pd(bzox)(L).]Cl, L = tu, dmtu, bipy (S7-S9)

A 100 mg do complexo precursor [Pd(u-Cl)(bzox)], (0,19 mmol) suspensos em 10 mL
de metanol foram adicionados 0,76 mmol dos ligantes tiouréia (tu), N,N-dimetiltiouréia
(dmtu) ou bipiridina (bipy) em 5 mL de metanol. A solugdo resultante permaneceu sob
agitacao a temperatura ambiente durante 2 horas. As solu¢cbes obtidas foram deixadas em
repouso para evaporacado do solvente. Os sélidos resultantes foram secos sob vacuo para
retirada de solvente. Rendimentos observados: 63% (S7), 61% (S8) e 45% (S9).

3.4.5 Sintese do complexo precursor [PdCIl;(MeCN);]

Em um erlenmeyer de 200 mL de capacidade contendo 40 mL de acetonitrila foram
adicionados 2,00 g (11,3 mmols) de cloreto de paladio(ll) anidro. A suspensao foi aquecida a
100 °C sob intensa agitacdo magnética. Um precipitado amarelo foi formado ap6s 30
minutos de reacdo. O sélido foi isolado a partir de uma filtracdo simples e seco sob vacuo.
Rendimento: 75%. Andlise elementar - % obt. (% calc.): C: 18,05 (18,52); H: 2,49 (2,34); N:
10,40 (10,80).

3.4.6 Sintese dos complexos [PdX,(im)(PPhz)] X = Cl, Br, I, SCN (S10-S13)

Para a sintese do complexo [PdCl,(im)(PPh3)], foram dissolvidos 50,0 mg (0,193
mmol) do composto de coordenacédo [PdCl,(MeCN),] em 10 mL de metanol. Sob agitacéo
constante, foi adicionada a esta mistura uma solucdo de trifenilfosfina (0,212 mmol) e
imidazolidina-2-tiona (0,212 mmol) em 2 mL de metanol e 2 mL de cloroférmio. A mistura
final permaneceu sob agitacdo por mais 60 minutos. Obteve-se uma suspenséo amarela e o
sélido foi isolado por meio de filtracao simples e lavado com metanol, cloroférmio e pentano.
O produto foi seco sob vacuo, fornecendo 80,0 mg de um sdlido microcristalino amarelo
(S10). Rendimento: 77%. Para a sintese dos demais complexos com Br, | e SCN foram
realizadas reacOes de troca de ligantes, a partir do composto [PdCl,(im)(PPhj)]. Para tanto,
foram adicionados a trés solucdes contendo 50,0 mg deste em metanol, a quantidade
estequiométrica correspondente de cada sal de haleto/ pseudohaleto. As suspensdes
obtidas foram filtradas, e os so6lidos lavados com agua e pentano e secos sob vacuo. Os
rendimentos obtidos foram: 82% (S11), 93,3% (S12) e 98% (S13).
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3.5 Ensaios bioldgicos

3.5.1 Preparo das solucdes

Os complexos foram solubilizados em DMSO, sendo que as solu¢bes-estoque foram
preparadas em concentracdo maxima de DMSO 4% v/v, e meio MEM-C/DMSO (meio
essencial minimo) para testes com linhagem de células de cancer mamario (LM3) e MEM-
C/DMSO + HAM F10 (nutriente para cultivo celular) para testes com linhagem de
glioblastoma cerebral (U87MG). As solu¢des foram diluidas em meio de cultura apropriado
a cada ensaio biolégico (MEM para células LM3 e HAM F10 + MEM) para células U87MG).

3.5.2 Linhagem celular adenocarcinoma mamario de linhagem LM3 in vitro e meio de cultura

empregado

Ensaios antitumorais in vitro, envolvendo a linhagem LM3 — adenocarcinoma
mamario murino —, foram conduzidos na UNESP, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara, no laboratério de Imunologia Clinica, juntamente com doutorando Rodrigo Alves
de Souza e supervisédo da Profa. Dra. Iracilda Zeppone Carlos. A linhagem tumoral de
adenocarcinoma murino LM3, foi cedido pela Dra. Elisa Bal de Kier Joffé, do Instituto de
Oncologia Angel H. Roffo - Buenos Aires — Argentina. Essa linhagem celular foi originada de
adenocarcinoma mamario obtido em camundongos. O cultivo celular foi mantido em meio
MEM (Modified Eagle Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino e 4 ug mL™ de
gentamicina, em estufa a 37 °C, com atmosfera Umida e tensdo constante de 7,5 % de CO..
Foram realizados repiques trés vezes por semana. O nuimero de células foi determinado
pela contagem em céamara hemocitométrica tipo Neubauer, utilizando corante azul de
Tripan, a 0,04% em PBS (tampdao fosfato salino), e ajustando a uma concentracdo de 5 x
10* células mL™ em meio MEM.

3.5.3 Linhagem celular de glioblastoma U87MG

A linhagem celular de glioblastoma U87MG de cancer do cérebro foi cedida pelo
professor Dr. Guido Lenz, do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul. O cultivo celular foi mantido em meio HAM F10 + MEM, suplementado com
15% de soro fetal bovino, em estufa a 37 °C e tenséo constante de 5% de CO,. Apos 24
horas de incubacédo, o meio de cultura foi trocado e as células reincubadas a 37°C. O sub-

cultivo foi iniciado apds o estabelecimento do estado de confluéncia das células no interior
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do frasco. O meio de cultura foi removido e as células foram lavadas e, em seguida,
desprendidas do frasco com mistura de solugdo Hanks 1x + tripsina. A solugdo Hanks 1x
possui uma mistura de sais apropriada para lavagem de células em experimentos de
citotoxicidade. Apds dois minutos, adicionou-se novamente o meio de cultura celular, de
modo a desativar a atividade da tripsina. O material foi homogeneizado e uma pequena
guantidade de células foi semeada em novos frascos de cultura, incubando-se novamente
em meio completo a 37°C. O sub-cultivo foi realizado a cada 2-3 dias, em microplacas de 12
cavidades, para cultura de tecidos, e o0s experimentos realizados entre a 4% e 102
passagens. O numero de células foi determinado pela contagem em céamara

hemocitométrica tipo Neubauer.

3.5.5 Determinacéo da viabilidade celular pela técnica do MTT [70]

Em aliquotas de 100 pL das solucbes de células LM3 contidas em cada poco de
placas de cultivo de tecidos com 96 cavidades e ajustadas a uma concentracéo de 5 x 10*
células mL™* em meio RPMI1640-C, foram adicionados em triplicata, 100 uL de: cisplatina
(cisDDP), utilizada como padrdo, [Pd(bzox)(u-CD]. (S1), [Pd(bzox)CI(im)] (S4),
[Pd(bzox)Br(im)] (S5), [Pdi(bzox)(im)] (S6), Hbzox e im, em diferentes concentracdes
(umol.L") e o mesmo volume de RPMIC como controle de células. As placas foram
incubadas em estufa a 37 °C, com tenséo constante de 7,5% de CO, por 24 h para a
formacdo do tapete celular. Apés esse periodo, os sobrenadantes da cultura foram
descartados e 100 pL da solucdo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolio) (MTT)
diluido em tamp&o PBS a 5 mg.mL™ e posteriormente em meio RPMIC foram adicionados
em cada cavidade da placa, por 3 h em estufa a 37 °C com tensdo constante de 7,5% de
CO,. O sal de tetrazolio sofre metabolizacdo pelas proteinases mitocondriais das células
vivas formando cristais de formazana (Figura 23). ApOs a incubacdo, desprezou-se o
sobrenadante e adicionou-se 100 pL de isopropanol para solubilizagcdo dos cristais. A
absorbéancia foi medida em 540 nm em espectrofotdmetro UV/visivel para microplacas

(Multiskan Ascent, Labsystems, Finlandia).
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Figura 23. O sal de tetrazolio (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazélio) sofre
metabolizagdo pelas proteinases mitocondriais das células vivas formando cristais de

formazana [39].

Sal de tetrazélio Formazana

A determinacdo de 50% da concentracdo inibitéria do composto (ICsp), Ou seja a
concentracdo do agente que reduz em 50% a viabilidade celular foi quantificada através da
regressao linear de uma curva dose-resposta (Concentracdo da Amostra x Viabilidade
Celular), realizada com 95% de confiabilidade. A equacédo da reta do tipo Y = A + BX

forneceu os valores de ICs, Nna qual Y = Absorbancia; X = Concentracao.

3.5.6 Determinacao da viabilidade celular pela técnica do XTT [71]

Em aliquotas de 500 uL das solucdes de células U87MG contidas em cada poco de
placas de cultivo de tecidos com 96 cavidades e ajustadas a uma concentracéo de 6 x 10*
células para o ensaio de citotoxicidade e 1,5 x 10 células para o ensaio de sobrevivéncia,
em meio HAM F10 + MEM foram adicionados em triplicata, 500 pL de: [PdCly(im)(PPh3)]
(S10), [PdBry(im)(PPh3)] (S11), [Pdlx(im)(PPhj3)] (S12) e [PA(SCN),(im)(PPh3)] (S13), Im e
PPhs. As células foram novamente incubadas a 37°C por 24 horas ou 120 horas para 0s
ensaios de citotoxicidade e sobrevivéncia, respectivamente. Apds o periodo de incubacao, o
sobrenadante das solucfes contidas nas cavidades foi descartado e 1000 uL da solucéo de

Hanks foi adicionado para lavagem das células.

Apbs o descarte da solucdo de lavagem, a cada po¢o 500 puL de meio MEM sem
vermelho de fenol, seguido de 60 uL da solucdo de XTT. As células foram incubadas nestas
condicbes novamente, em estufa a 37 °C por 30 minutos, seguindo-se entdo a leitura

colorimétrica em um espectrofotbmetro, nos comprimentos de onda 492 e 690 nm.

Este teste € baseado na clivagem do sal de tetrazélio {hidréxido de 2,3-bis(2-
metoxl4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamino)carbonil]-2H-tetrazélio} para formar um corante

formazan alaranjado. O XTT é convertido a formazan somente nas células viaveis. O ensaio
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com XTT baseia-se no mesmo fundamento do ensaio com MTT, porém o produto formado
com a metabolizacéo das desidrogenases mitocondriais é solUvel em agua, o que elimina a

Ultima etapa do teste (solubilizacdo em alcool isopropilico).

3.5.7 Andlise estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi realizado empregando o programa Microcal™

Origin™ 8.0 para regressao linear e determinag&o dos indices de citotoxicidade (ICs).

3.6 Ensaios com DNA in vitro (complexos S7, S8 e S9)

3.6.1 Materiais e preparo de solucdes

Nos experimentos aqui descritos, a cisplatina foi utilizada como farmaco padrao. Os
complexos de paléadio(ll) foram solubilizados em agua destilada para o preparo das
solucBes-estoque, as quais foram armazenadas no escuro, a temperatura ambiente. As
concentracoes das solugbes estoque foram determinadas por espectroscopia de absorc¢ao
atbmica em forno de grafite. Uma solucdo estoque de CT-DNA preparada em &agua
duplamente destilada, na concentracdo de 2,12 x 10° M foi caracterizada por
espectroscopia de absorcdo molecular na regido do UV-Vis, em um espectrofotdmetro
Beckman, modelo 7400 DU, em cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm e cela com
controle termoelétrico. A solucéo foi sempre mantida em refrigerador. O plasmideo pUC19
foi isolado seguindo-se o procedimento padrdo. Outros materiais utilizados foram: réguas de
DNA prontas para uso em gel O'GeneRuler™ 1kb Plus DNA Ladder Plus, da marca
Fermentas UAB, endonucleases restritivas BanHI e Ndel (New England Biolabs), brometo

de etidio (Merck) e gel de agarose (FMC BioProducts).

3.6.2 Reacdes do DNA com complexos de paladio(ll) em meio extracelular

CT-DNA ou plasmideos foram incubados com os complexos de paladio(ll) a 37 °C,
no escuro. Apés 24 horas, as amostras foram dialisadas no meio apropriado, de acordo com
0S ensaios bioquimicos ou biofisicos subsequentes. Uma aliquota de cada uma destas
amostras foi utilizada para a determinacéo do valor de r, por espectroscopia de absorcao
atbmica em forno de grafite. r, € definido como a razdo entre o nimero de moléculas

metalo-organicas de paladio que se encontram ligadas ao DNA e o numero de residuos de
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nucleotideo. A determinacdo da concentracdo de paladio(ll) nas amostras foi realizada por
espectroscopia de absorcdo atdbmica, utilizando-se o espectrofotdmetro Varian AA240Z

Zeeman, equipado com tubo de grafite GTA 120.

3.6.3 Determinacao da velocidade de reacdo entre o DNA e os complexos de paladio(ll)

Amostras de CT-DNA incubadas com os complexos de paladio(ll) (r; = 0,1), a 37° C
foram precipitadas em determinados intervalos de tempo (0, 10, 20, 30 60, 120, 240 e 1440
minutos), pela adicdo de NaCl 1,5 M seguida da adicdo de etanol 70%. As amostras
precipitadas foram mantidas em congelador por no minimo 20 min para total precipitacdo do
DNA. Em seguida, foram submetidas a centrifugagdo por 30 min, a velocidade de 150 G e
temperatura 4 °C. Os sobrenadantes das amostras centrifugadas foram utilizados para a
determinacdo de paladio(ll) por espectroscopia de absorcdo atbmica em forno de grafite e
as pastilhas de DNA foram lavadas com etanol 50% e ressolubilizadas em agua para a
determinacdo da concentracdo de DNA por espectroscopia eletrbnica na regido do

ultravioleta.

3.6.4 Determinacéo da estabilidade térmica do DNA apds reacdo com complexos de paladio

As curvas de estabilidade térmica dos CT-DNAs foram obtidas medindo-se a
absorbancia das solu¢gbes em 260 nm no espectrofotdmetro. As solucdes de CT-DNA foram
preparadas em meio contendo 10 mM de NaClO, com 10 mM Tris-HCI/ 0,1 mM Na,H,EDTA,
pH 7,4. O valor da temperatura de desnaturacdo térmica (t,) foi determinado no ponto

maximo da curva correspondente a primeira derivada das curvas de desnaturacao do DNA.

3.6.5 Desenrolamento da dupla-fita de DNA circular superenovelado (-)

O desenrolamento da dupla-fita de DNA plasmideal pUC19, na forma circular
superenovelada negativamente, foi verificado pelo ensaio de mobilidade eletroforética em
gel de agarose. Amostras de plasmideo pUC19 na concentracdo de 1,56 x 10* M foram
incubadas com os complexos de paladio(ll) (r; = 0,1) a 37 °C, no escuro, durante 24 h. Em
seguida, um aliquota de cada amostra foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1%,
utilizando-se solugéo tampao TAE (tris-acetato/EDTA), a 25°C. Ao final da corrida, o gel foi
lavado com solucdo de EtBr (brometo de etidio) e fotografado com transiluminador. A outra

aliquota foi precipitada com etanol, redissolvida em agua duplamente destilada e submetida
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a espectrofotometria na regido do ultravioleta e medidas de absorcdo atdmica em forno de
grafite, para determinacéo de ry,.

3.6.6 Ensaios com enzimas endonucleases restritoras

A habilidade dos complexos de formar ligagdo com o DNA, impedindo a acdo de
enzimas restritoras sobre a sua longa cadeia, foi avaliada pelo ensaio de mobilidade
eletroforética em gel de agarose. Amostras de DNA plasmideal circular superenovelado
pUC19 (2686 pares de bases) na concentracdo de 1,56 x 10 M, foram incubadas com os
complexos de paladio(ll) (r; = 0,1) a 37 °C, no escuro, durante 24 h. Em seguida, uma
aliquota de 10 uL de cada amostra foi digerida pelas enzimas restritoras BanHI ou Ndel, a
37 °C, durante 1 hora, nos tampdes de clivagem recomendados pelo fabricante. As
amostras foram entdo submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando-se
solucdo tampédo TAE (tris-acetato/EDTA), a 25°C. Ao final da corrida, o gel foi lavado com
solucédo de EtBr (brometo de etidio) e fotografado com transiluminador. A outra aliquota (10
pL) foi precipitada com etanol, redissolvida em &gua duplamente destilada e submetida a
espectrofotometria na regido do ultravioleta e medidas de absorcdo atbmica em forno de
grafite, para determinacéo de ry,.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Consideracbes espectroscépicas a respeito do composto precursor
[Pd(p-Ch(dmba)].

O complexo dimérico ciclometalado [Pd(dmba)(u-Cl)], € muito empregado em
sinteses organicas e alguns estudos sobre a sua caracterizacdo e usos encontram-se na
literatura [53,72,73]. Ele foi utilizado neste trabalho com material de partida para a sintese

dos compostos [Pd(bzox)(u-X)]..

O precursor em questao foi sintetizado pelo método descrito por Cope e Friedrich
[69] com pequenas modificacdes, sendo a principal delas, a troca de agua pelo metanol,
utilizado como solvente na sintese do intermediario Li,[PdCl,4] [74]. Obteve-se um composto

amarelo, cristalino, estavel ao ar e solivel em solventes organicos clorados.

Nosso grupo de pesquisa tem utilizado esse complexo como precursor na sintese de

uma variedade de compostos organometalicos [38,39,73-75].

A Figura 24Figura 24 mostra o espectro de absor¢cdo do complexo [Pd(u-Cl)(dmba)],

na regido de alta frequéncia do infravermelho.

Figura 24. Espectro no IV do dimero ciclopaladado [Pd(u-Cl)(dmba)],. Fonte: autor.
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Observa-se uma banda de absorcdo em 3051 cm™, referente a WC-H) do anel
aromatico e outras duas bandas em 2910 e 2857 cm™ referentes a YC-H) dos grupos
alifaticos (-N-CHs) e (-N-CH,-), respectivamente. No espectro no IV do ligante Hdmba livre,
as absorcdes dos modos vibracionais C-H) ocorrem em 3031, 2942 e 2772 cm™. Além
disso, a banda de absorcdo de &H-C-H) do grupo (-N-CH,-) que aparece em 1495 cm™ no

espectro da Hdmba, deslocou-se para 1445 cm™ apds complexacéo com paladio(l).

No espectro do complexo, observa-se em 1574 cm™ a intensa absor¢do do grupo
C-C) do anel aromatico e, em 1399 cm™, a banda correspondente & absorcéo de (C-N).
Muito importante é a observacéo da banda de forte intensidade localizada em 737 cm™, que
corresponde ao modo vibracional ¥C-H) de sistemas aromaticos orto-substituidos,

evidenciando a ocorréncia da ciclometalacao.

A Figura 25 apresenta o espectro de RMN de 'H, em CDCl; deste composto. Dois
simpletos s@o observados em 3,86 ppm (-C-CH,-) e 2,80 ppm [-N-(CHz3),]. Estes dados
estdo em concordancia com os dados da literatura [73]. Os hidrogénios aromaticos

apresentam deslocamentos quimicos na faixa de 6,81 — 7,11 ppm.

Figura 25. Espectro de RMN de 'H do complexo dimérico [Pd(u-Cl)(dmba)], em CDCls.

Campo magnético: 11,7 T. Fonte: autor.
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4.2 Consideracfes espectroscopicas sobre os complexos diméricos do tipo
[Pd(bzox)(u-X)]2, X = Cl (S1), CI,Br (S2) ou SCN (S3)

Os dimeros [Pd(bzox)(u-Cl)], foram obtidos por meio de reacdes de troca de ligantes
a partir do dimero [Pd(u-Cl)(dmba)],. A Tabela 3Tabela 3 mostra os pontos de fusédo e os

resultados obtidos de andlise elementar para os complexos.

Tabela 3. Resultado de analise elementar e pontos de fusdo dos complexos [Pd(bzox)(u-
CDIz (S1), [Pd2(bzox)(u-Cl)(H-Br)] (S2) e [Pd(bzox)(u-SCN)]2 (S3).

Analise Elementar — obt. (calc.)

Composto P. f. (°C)
%C %H %N
S1 231 32,19 (32,09) 2,11 (2,31) 5,19 (5,25)
S2 216 31,11 (29,60) 2,33 (2,13) 4,96 (4,93)
S3 193 33,91 (33,70) 2,26 (2,12) 9,66 (9,84)

Espectroscopia Vibracional no Infravermelho

As bandas caracteristicas da benzaldeidoxima livre, na regidao do IV, sao: O-H)
proximo a 3200 cm™ (banda bastante alargada em func&o da forte interacdo de hidrogénio
entre as moléculas), {C=N) em 1634 cm™, 5(N-O-H) em 1308 cm™ e YN-O) em 984 cm™.
Por se tratar de uma oxima aromética, observa-se também a banda de WC-C) do anel
aromatico em 1503 cm™, bem como duas bandas, referentes & vibracéo y(C-H) da porcéo

aromatica da molécula, em 755 e 691 cm™, caracterizando anel monossubstituido.

Nos espectros dos complexos S1, S2 e S3, as bandas referentes a 1{O-H) aparecem
em aproximadamente 3400 cm™, sendo mais intensas e bem menos alargadas quando
comparadas com a banda do ligante livre. Tanto o deslocamento da banda, como a
diminuicdo de sua largura, sugerem que houve diminuicdo das interacbes de hidrogénio

intermoleculares [76] o que pode ser explicado pela ocorréncia da complexacéo.

A banda referente a vibracdo 1{C=N) deslocou-se para frequéncias menores nos

espectros dos complexos, aparecendo entre 1620 e 1626 cm™. Tal deslocamento sugere a
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coordenacédo do ligante ao centro metdlico através do atomo de nitrogénio, o que tem por

consequéncia a diminui¢do do carater pi da ligagdo iminica (C=N).

As absor¢des 1{C-C) de anel aromético deslocaram-se para frequéncias maiores nos
espectros dos complexos, aparecendo acima de 1550 cm™. A regido do espectro
compreendida entre 1500 e 900 cm™ é de dificil interpretacdo uma vez que diversas bandas

com alguma contribuicdo da vibracdo C=N) aparecem nesta faixa [76,77].

Os espectros no IV dos complexos mostraram uma importante modificacdo nas
absorcdes referentes a vibracao y(C-H) do anel aromatico: os trés espectros apresentaram
somente uma banda de forte intensidade em torno de 745 cm™, caracteristica de anéis

aromaticos 1,2-dissubstituidos [76,77], sendo esta uma forte evidéncia da ciclometalacéo.

Comparando-se os espectros dos complexos S1-S3 com o do dimero precursor
[Pd(u-Cl)(dmba)],, observa-se o desaparecimento das bandas logo abaixo de 3000 cm™,
caracteristicas de vibragdes de v(C-H) de carbono sp®. A auséncia de bandas nesta regido
evidencia a ocorréncia da reagdo de transciclometalagdo, na qual os ligantes N,N-
dimetilbenzilamina do complexo dimérico de Pd(ll) foram substituidos por ligantes
3

benzaldeidoxima, as quais ndo possuem nenhum atomo de carbono com hibridizacdo sp

em sua estrutura.

A Figura 26 mostra os espectros no IV do ligante livre (Hbzox) e dos complexos S1,
S2 e S3, e a Tabela 4 mostra um resumo das principais absor¢bes observadas nos

espectros.
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Figura 26. Espectros na regido do infravermelho do ligante benzaldeidoxima e complexos
S1, S2 e S3. Fonte: autor.

Tabela 4. Principais absor¢des no IV dos complexos S1, S2 e S3 e da benzaldeidoxima

livre.
Frequéncias de absorgdo em cm™
Benzaldeidoxima S1 S2 S3 Atribuicdes
3186 al 3417 F 3418 F 3487 F O-H)
1634 mf 1623 mf 1620 mf 1626 f C=N)
1503 F 1580 F, 1558 1572 F, 1551 1579 F, 1551 {C-C)
mF mF mF
755 F, 691 F 747 F 743 F 743 F ¥(C-H)
] ) ; 2157 F vas(SCN)

al = alargado; F = forte; mF = médio-forte; f = fraco; mf = médio-fraco. v = estiramento; y = deformacéo.
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O coligante anibnico tiocianato pode se coordenar ao centro metalico de diversas

formas, mostradas na Figura 27, a seguir.

Figura 27. Modos de coordenacao mais comuns do ion tiocianato (SCN). Fonte: autor.

M M M
N\ N\ \
M M SCN\ NCS SCN SCN\
AN N
TIOCIAN:ATO SCN NCS M/ M M/ M/ M/ M
(NCS) Sterminal N-terminal  p-1,3 pw11-N  p11-S  pl113

Os principais modos vibracionais no espectro no IV do ion NCS™ sdo: estiramento
assimétrico v,5(SCN), estiramento simétrico v5(SCN) e deformacdo SNCS [78]. A formacédo
da ligacdo Pd-NCS é caracterizada pela presenca das bandas v,s(SCN) e 15(SCN) na regido
de 2090-2060 cm™ e 830-854 cm™, respectivamente. Quando coordenado pelo atomo de
enxofre (Pd-SCN), a banda 1.5(SCN) localiza-se em torno de 2100-2120 cm™ e a 1(SCN)
encontra-se no intervalo espectral de 696-711 cm™. Atuando como ponte, a banda v,s(SCN)
desloca-se para regides acima de 2130 cm™, enquanto que a 1(SCN) é pouco afetada
neste modo de coordenacdo. A Tabela 5 apresenta os intervalos aproximados dos modos

fundamentais para os diferentes tipos de coordenacédo do tiocianato.

Tabela 5. Intervalos aproximados dos modos normais de vibracdo (cm™) para os diferentes

tipos de coordenacédo do tiocianato.

Coordenagéo Vas(SCN) vs(SCN) ONCS
NCS 2053 746 486, 471
M-NCS 2100-2050 870-820 485-475
M-SCN 2130-2085 760-700 470-430
M-NCS-M 2165-2065 800-750 470-440

As bandas de w(SCN) e 3NCS sao frequentemente de dificil visualizacdo, pois
aparecem em regibes de absorcdo comuns a outros grupos funcionais. Entretanto, a
absorcdo de v,5(SCN) pode ser claramente identificada no espectro do composto S3, em

2157 cm™, evidenciando a coordenacdo do ligante aniénico em ponte end-to-end. Um
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complexo ciclopaladado dimérico de Pd(ll), contendo o ligante dmba e o ligante SCN
atuando em ponte end-to-end entre os centros metélicos, foi sintetizado em nosso grupo de
pesquisa e a sua estrutura determinada por difracdo de raios X (Figura 28) [51]. A banda
referente a v,s(SCN) deste complexo apareceu em 2138 cm™ em seu espectro no 1V,

portanto, dentro do mesmo intervalo observado para o composto S3.

Figura 28. Estrutura molecular do complexo [Pd(dmba)(u-SCN)]. [51], no qual se observa o

grupo tiocianato atuando em ponte ento-to-end.

Ressonéancia Magnética Nuclear

Os complexos S1, S2 e S3 e o ligante organico benzaldeidoxima foram dissolvidos
em DMSO deuterado para a obtencado dos espectros de RMN. Devido a baixa solubilidade
dos complexos nos solventes organicos testados, somente os espectros de RMN de 'H
foram obtidos para os complexos S1 e S2. Para o complexo S3 foi possivel obter os
espectros de RMN de *H, RMN de **C e os bidimensionais gHMQC e gHMBC.

As Figuras 29, 30 e 31 mostram a estrutura da syn-benzaldeidoxima e 0s espectros

de RMN de 'H e RMN de **C do ligante livre, respectivamente.
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Figura 29. Estrutura da syn-benzaldeidoxima. Fonte: autor.
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O espectro da benzaldeidoxima livre apresenta um simpleto em 11,2 ppm referente
ao hidrogénio do grupo (-OH), um simpleto em 8,14 ppm atribuido ao hidrogénio do grupo
iminico (HC=N-), um duplo-dupleto em torno de 7,60 ppm, J(2,2,8), referente aos
hidrogénios em posicdo orto no anel aromatico e um multipleto, centrado em 7,40 ppm,
atribuido aos hidrogénios em posicdo meta e para do anel. Os hidrogénios orto aparecem
em campo mais baixo do que os demais devido ao “cone de desprotecao” gerado pela
ligacdo dupla do grupo iminico. A integracdo do duplo-dupleto resulta em 2H e a integracao

do multipleto resulta em 3H.

O espectro de RMN de **C mostra somente cinco sinais. Em 148,32 ppm, observa-se
o sinal do carbono pertencente ao grupo iminico. Em 133,20 ppm, tem-se o sinal do carbono
quaternario. O sinal em 129,37 é atribuido ao carbono para; em 128,90 ppm, tem-se o sinal

atribuido aos carbonos meta e, em 126,55 ppm, o sinal dos carbonos orto.
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Figura 30. Espectro de RMN de 'H do ligante Hbzox livre. Deslocamentos quimicos em

ppm. Solvente: DMSO. Campo magnético: 11,7 T. Fonte: autor.

Figura 31. Espectro de RMN de *3C do ligante bzox livre. Deslocamentos quimicos em ppm.

Solvente: DMSO. Campo magnético: 11,7 T. Fonte: autor.

C=N

Cc2
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A Tabela 6 mostra os principais sinais de ressonancia dos espectros de RMN de *H

do ligante bzox e dos complexos S1, S2 e S3.

Tabela 6. Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN de 'H do

ligante livre benzaldeidoxima e dos complexos [Pd(bzox)(u-X)]., X = CI, Br ou SCN.

Deslocamentos Quimicos em ppm (RMN-'H)

Composto 3(H-0) 8(H-C=N) 8(Harom)
Bzox 11,2 [s,1H] 8,14 [s, 1H] 7,60 [dd, J(2,8), 2H] ; 7,42- 7,38 [m, 3H]
s1 10,9 [al] 8,33 [s, 1H] 7,72 — 6,99 [m, 4H]
52 10,9 [al] 8,35 [s, 1H] 7,70 — 7,00 [m, 4H]

7,31 [dd, J(n.d.,7), 1H]; 7,09 [ddd, J(1,8,8),

S3 n.d. 8,31 [s, 1H]
1HJ; 7,00 [ddd, J(1,8,8), 2H]

s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; m = multipleto; al = sinal largo; n.d. = ndo detectado.

Nos espectros dos complexos, os deslocamentos dos sinais dos hidrogénios
referentes aos grupos (HC=N-) para campo mais baixo - aproximadamente 8,30 ppm - séo
indicativos de coordenacdo do ligante ao centro metélico através do atomo de nitrogénio.
Com a ocorréncia da coordenacao, o atomo de paladio primeiramente retira a densidade
eletrénica do grupo (HC=N-), para depois devolvé-la por retrodoacdo envolvendo o sistema
™ iminico e o orbital d, do paladio [25]. O sinal referente ao hidrogénio do grupo hidroxila
nao sofre deslocamento significativo apds a reacdo de coordenacdo, porém muda o seu
aspecto, passando a ser pequeno e largo. Os sinais dos hidrogénios aromaticos dos
complexos S1 e S2 aparecem como multipletos mal-resolvidos, que ndo permitem a
identificacdo acurada dos prétons, porém a integracdo dos sinais indica a presenca de 4
nucleos de hidrogénio do complexo. Os espectros dos complexos S1 e S2 sao mostrados na
Figura 32.
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Figura 32. Espectros de RMN de 'H dos complexos [Pd(bzox)(u-Cl)]. (S1) e [Pd,(bzox),(u-
Br)(u-Cl)] (S2). Deslocamento quimico em ppm. Solvente: DMSO. Campo magnético: 11,7

T. Fonte: autor.

S1

S2
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O espectro de RMN de 'H do complexo S3, mostrado na Figura 33, observam-se

sinais bem resolvidos na regi&o entre 7,30 e 7,00 ppm.

Figura 33. Espectro de RMN de *H (A) do complexo [Pd(bzox)(1-SCN)], (S3). Deslocamento

guimico em ppm. Solvente: DMSO. Campo magnético: 11,7 T. Fonte: autor.

No espectro de RMN de 'H do complexo S3 néo foi detectado o sinal do hidrogénio
hidroxilico, porém o hidrogénio iminico apareceu em 8,31 ppm. Na Figura 33, observam-se
trés sinais distintos na regido dos hidrogénios arométicos: em aproximadamente 7,30 ppm
[dd, J(n.d.,7)], em 7,09 [ddd, J(1,8,8)] e 7,00 ppm [ddd, J(1,8,8)]. Um quarto sinal fraco e
alargado aparece em torno de 6,90 ppm. O resultado obtido das integracdes de todos os
sinais juntos foi 7, indicando que nao foi possivel detetctar os sinais de todos os hidrogénios
do anel aromatico.



73

Figura 34. Espectro de RMN de **C do composto [Pd(bzox)(u-SCN)], (S3). Deslocamento

guimico em ppm. Solvente: DMSO. Campo magnético: 11,7 T. Fonte: autor.

O espectro de RMN de C (Fig. 34) mostrou 7 sinais; trés destes sinais S&o
atribuidos a trés nucleos de carbonos aromaticos. Estes sinais apareceram em: 128,58,
127,73 e 125,38 ppm. Os outros quatro sinais, de baixa intensidade, apareceram em 132 (C
aromatico), 141 (C-Pd), 150 (C quaternario) e 162 ppm (C=N).

Para uma melhor elucidacédo desta estrutura, foram realizados os experimentos de
gHMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation) e gHMBC (Heteronuclear Multiple
Bond Coherence). O primeiro correlaciona os nlcleos de *C com os prétons que se
encontram diretamente ligados a eles, ou 'Juc. O segundo experimento correlaciona os
nacleos hidrogénios com os de **C que se encontram a duas ou trés ligacdes de distancia

(Jue) ou (3Juc). Frequentemente, sdo detectadas também interacdes (*Juc) [77].

A discussdo dos espectros sera feita com base no Esquema 3 e nos dados da
Tabela 7.
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Esquema 3. Benzaldeidoxima coordenada ao paladio. X = SCN (em ponte). Fonte: autor.

Tabela 7. Principais deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN de 'H e as

correlagbes encontradas nos mapas de contorno de gHMQC e gHMBC do complexo S3.

Protons S (ppm) gHMQC gHMBC
3 n.d. - -
4 7,00 [ddd, J(1,8,8)] 128,58 127,67; 150,00
5 7,10 [ddd, J(1,8,8)] 125,38 127,67; 132,00; 141,00
6 7,30 [dd, J(n.d.,7)] 127,67 128,58; 150,00
7 8,33 - -

n.d. = ndo-detectado.

Os dados obtidos de gHMQC permitiram a identificacdo das correlacbes diretas
(*Jc) entre os sinais 7,00 ppm [ddd, J(1,8,8)] e 128,58 ppm; 7,10 [ddd, J(1,8,8)] e 125,38
ppm; 7,30 [ddd, J(1,8,8)] e 127,67 ppm. O mapa de correlagdes gHMBC possibilitou a
deteccd@o dos deslocamentos quimicos dos carbonos C1, C2 e C3. A correlacdo de longa
distancia 3Jyc entre 7,10 e 132,31 ppm sugere que este seja o deslocamento quimico do C3,
gue se posicionaria proximo aos outros carbonos aromaticos nao-substituidos no espectro.
Portanto tal correlacéo seria H7-C3. As correlagbes *Jcy dos sinais 7,00 e 7,30 ppm com
150,00 ppm e “Juc 7,10 com 141,00 ppm possibilitaram a identificacdo dos carbonos
quaternarios C2 e C1, respectivamente. O sinal de C1 aparece em campo mais alto (141,00
ppm) do que o de C2 (150,00 ppm), possivelmente como consequéncia da retrodoacéo de
elétrons do paladio em direcdo ao sistema 1* do carbono aromatico, o que contribui para

uma blindagem mais eficiente deste nacleo.
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Um esquema mostrando as principais correlacdes observadas para o complexo S3 é
exposto abaixo:

Esquema 4. Principais correlagdes observadas em gHMBC para S3. Fonte: autor.

Algumas interagbes necessérias a conclusdo da elucidagdo estrutural néo
apareceram nos espectros, possivelmente devido a baixa solubilidade do complexo no
solvente utilizado. Entretanto, 0os espectros pertencentes aos compostos, originados da
reacdo de clivagem do precursor dimérico [Pd(bzox)(u-Cl)],, derivados dos ciclopaladados
aqui apresentados, forneceram mais informagcBes relevantes acerca do ligante
benzaldeidoxima coordenado ao paladio. Esses espectros serdo mostrados e discutidos na
secédo 4.3.

Termogravimetria (TGA) e Andlise Térmica Diferencial (DTA)

As etapas de decomposicdo dos complexos S1, S2 e S3 sdo mostradas na Tabela 8
e as curvas TGA-DTA, na Figura 35.



Tabela 8. Etapas de decomposi¢cdo dos complexos.
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(Ti, Tg)/ °C

Complexo Etapa Am/ % DTA/°C
endo. exo.
1 211-242 -37,94 - 236
2 242-487 -20,66 - 311-555
1 3 487-809 +4,89 - -
4 809-839 -6,17 832 -
Residuo 40,23 (40,16)*
1 191-235 -34,11 - 233
2 235-373 -9,85 - -
3 373-637 -15,84 - 517; 635
S2
4 637-803 +2,22 - -
5 803-836 -4,44 821 -
Residuo 37,90 (37,44)*
1 183-304 -26,00 - -
2 304-387 -36,81 - 384
S3 3 387-813 +5,79 - -
4 813-844 -5,59 832 -
Residuo 37,48 (37,33)*

*Obtido(calculado)
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Figura 35. Curvas TGA e DTA dos complexos [Pd(bzox)(u-Cl)], (S1), [Pd(bzox)(p-Br)(u-Cl)]2
(S2) e [Pd(bzox)(u-SCN)]» (S3). Fonte: autor.
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A decomposicdo térmica do complexo [Pd(bzox)(u-Cl)]. (S1) acontece em duas
etapas: na primeira, ha uma perda de 37,94% em massa entre 211 e 242 °C, acompanhada
por um pico exotérmico, na curva DTA, em 236 °C. Na segunda etapa ha uma perda de
massa de 20,66%, entre 242-487 °C. Este evento é acompanhado por um pico exotérmico
entre 311 e 555°C. Essas duas etapas correspondem, provavelmente, a perda dos ligantes
organicos e idnicos do complexo. Na etapa subsequente, h4& um ganho de massa
correspondente a 4,89%, entre 487-809 °C que consiste, provavelmente, na conversédo de
parte da massa de paladio metélico a 6xido de paladio(ll). Finalmente, em 809 °C inicia-se a
Ultima etapa de decomposicdo com perda de 6,17% de massa. Esta etapa € acompanhada
por um pico endotérmico em 832 °C. Obteve-se assim 40,23% de residuo, que corresponde,
por célculo de massa, ao contetudo de paladio metalico presente no complexo (40,16%).

A decomposicdo do complexo [Pd,(bzox),(u-Br)(U-Cl)] (S2) ocorre em trés etapas. Na
primeira etapa (191-235 °C) ha uma perda de 34,11% em massa acompanhada por um pico
exotérmico em 233 °C na curva DTA. Na segunda e terceira etapas, ocorrem duas perdas
de massa de 9,85% e 25,85% nos intervalos de temperatura 235-373 °C e 373-637 °C,
respectivamente. A terceira etapa € acompanhada por dois picos exotérmicos em 517 e 635
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°C. As trés primeiras etapas correspondem provavelmente a perda dos ligantes. A etapa
seguinte (637-803 °C) consiste em um ganho de 2,22% em massa, que corresponde,
provavelmente, ao ganho de O, suficiente para converter parte do Pd a PdO. A quinta e
Ultima etapa ocorre entre 803 e 836 °C, com uma perda de massa correspondente a 4,44%
(pico endotérmico em 821 °C). A quantidade de residuo obtido experimentalmente esta de
acordo com a quantidade calculada de paladio metéalico presente no complexo (37,90% e

37,44%, respectivamente).

A termodecomposicdo do complexo [Pd(bzox)(u-SCN)]. (S3) acontece em duas
etapas. Na primeira etapa (183-304 °C) observa-se uma perda de massa de 26,00%. Na
segunda etapa (304-387 °C), outra perda corresponde a 36,81%. Observa-se também um
pico exotérmico em 384 °C. Sugere-se que nessas duas etapas ocorra a perda dos ligantes
do complexo. Na etapa seguinte (387-813 °C) ha um ganho de 5,79% de massa
(provavelmente O,). A Ultima etapa (813-844 °C) corresponde a uma perda de 5,59% de
massa. A esta etapa associa-se um pico endotérmico em 832 °C. A massa de residuo obtida
(37,48%) esta de acordo com o conteludo calculado de paladio metalico na amostra
(37,33%).

As porcentagens de massa dos residuos obtidos nas trés termodecomposicdes
correspondem as porcentagens de massa de paladio metalico calculadas para os trés

complexos sintetizados, sugerindo que a estequiometria proposta esta correta.

Proposicéo Estrutural

Considerando-se os dados de andlise elementar, os estudos espectroscopicos e de

andlise térmica, propdem-se as seguintes estruturas para os complexos (Figura 36):

Figura 36. Estruturas propostas para os complexos [Pd(bzox)(u-Cl)]. (S1), [Pd(bzox)(u-
Br)(u-Ch)]2 (S2) e [Pd(bzox)(u-SCN)]. (S3). Fonte: autor.
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Sugere-se a formacdo de espécies binucleares nas quais os atomos de Pd(ll)
encontram-se conectados entre si por pontes (U-Cl),, (U-Cl, p-Br), e (u-SCN),. Os sitios de
coordenacdo remanescentes sdo ocupados por atomos de C e N provenientes do anel
ciclometalado. As propostas estruturais dos complexos S1-S3 estdo em concordancia com
as estruturas de ciclopaladados analogos determinadas por difracdo de raios X de
monocristal [73]. A Figura 37 mostra as estruturas dos complexos [Pd,(u-Cl)(dmba),(u-N3)] e

[Pd(u-Cl)(dmba)],, determinadas por difracédo de raios X.

Figura 37. Estrutura molecular dos complexos [Pdx(u-Cl)(dmba),(u-N3)] (A) e [Pd(u-
Cl)(dmba)],. Fonte: [73].

(A) (B)

Os complexos mostrados acima foram obtidos em nosso grupo de pesquisa e
apresentados na tese de doutorado de ALMEIDA, E. T. [73]. Observa-se que o complexo em
(A) também apresenta dois ligantes diferentes, atuando em ponte entre os atomos de Pd(ll):

Cl e N3. A estrutura mostrada em (B) apresenta os dois ligantes Cl atuando em ponte.

4.3 Consideracdes espectroscépicas sobre os complexos ciclometalados do tipo
[Pd(bzox)X(im)], X = CI (S4), Br (S5) ou | (S6)

O complexo [Pd(bzox)CI(im)] (S4) foi sintetizado através de uma reacao de clivagem
do precursor dimérico [Pd(bzox)(u-Cl)], (1), com adicdo de 2 mols do ligante imidazolidina-2-
tiona (im). Os complexos [Pd(bzox)Br(im)] (S5) e (S6) foram sintetizados por reacdes de
troca de ligantes, a partir com complexo S4.

A Tabela 9 mostra os valores dos intervalos de decomposicdo e os resultados de

analise elementar para os complexos S4, S5 e S6.
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Tabela 9. Resultado de andlise elementar e pontos de decomposicdo dos complexos

[Pd(bzox)CI(im)] (S4), [Pd(bzox)Br(im)] (S5) e [Pd(bzox)I(im)] (S6).

Andlise Elementar — obt. (calc.)

Composto P. f. (°C)
%C %H %N
S4 145 (dec) 32,44 (32,98) 3,46 (3,32) 11,17 (11,54)
S5 183 (dec) 29,01 (29,39) 3,17 (2,96) 10,13 (10,28)
S6 194 (dec) 26,79 (26,36) 2,60 (2,65) 9,72 (9,22)

Espectroscopia Vibracional no Infravermelho

Na estrutura do ligante imidazolidina-2-tiona oberva-se um grupo tiocarbonil (C=S)
diretamente associado a atomos de nitrogénio (Figura 38). Dessa forma, duas estruturas

tautomeéricas sédo possiveis para o ligante:

Figura 38. Formas tautoméricas do ligante organico imidazolidina-2-tiona (im). Fonte: autor.

S HS
A

HN/\NH N SN
(A) (B)

As absor¢bes caracteristicas de tionas no IV s@o observadas nas seguintes
frequéncias vibracionais: v(N-H) proximo a 3200 cm™, 8(C-N-H) entre 1675 e 1515 cm™,
v(C=S) em torno de 600 cm™ [36,76]. Diversas absorcdes referentes a v(C-N) ocorrem na
regido entre 1500 e 900 cm™, e todas elas possuem alguma contribuicdo de vibracdes do
grupamento C=S [76,77]. Isto ocorre nos casos de compostos em que o grupamento (C=S)
esta diretamente ligado a atomos de nitrogénio (tiouréias) e como consequéncia as
vibragBes de estiramento da porcdo (C=S) sdo fortemente acopladas com as vibracdes de

estiramento da porgéo (C-N) [76].
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No espectro da imidazolidina-2-tiona livre, podem ser observadas também as
vibracdes de estiramento das ligacdes (-SH) e (-C=N), referentes a forma tautomérica B da
molécula. Tais vibracSes ocorrem em 2572 e 1714 cm™, respectivamente, como pode ser

observado na Figura 39.

Figura 39. Espectros nos IV do ligante imidazolidina-2-tiona livre e dos complexos
[Pd(bzox)CI(im)] (S4), [Pd(bzox)Br(im)] (S5) e [Pd(bzox)I(im)] (S6). Fonte: autor.

E possivel observar o desparecimento da banda em 2572 cm™, atribuida a v(S-H),
nos espectros dos complexos, o que sugere que o ligante Im se coordena ao centro metalico
majoritariamente na forma tautomérica A (tiona). Além disso, a banda em 1714 cm™,
atribuida a vibracdo v(C=N) da forma tautomérica B, desaparece. Observa-se uma nova
banda em 1629 cm™ nos espectros de S4, S5 e S6. Tal frequéncia de absorcdo é
caracteristica de v(C=N) das oximas aromaticas [76] e, portanto, ocorre nos espectros

devido a presenca do ligante ciclometalado bzox. A banda de abosr¢do de v(C=S), que
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aparece em 590 cm™ no espectro da imidazolidina-2-tiona livre, desloca-se para frequéncias
mais baixas (578 cm™ para S4 e 561 cm™ para S5 e S6) nos espectros dos complexos,
sugerindo que o ligante imidazolidina-2-tiona coordena-se ao centro metalico por meio do
atomo de enxofre, enfraquecendo assim a ligacdo C=S. Nao se observam mudancas
significativas nas frequéncias de absorcao de v(N-H) nos espectros de S4, S5 e S6, porém é
possivel perceber a presenca da absorcédo em 750 cm™ nos trés casos, a qual é atribuida a
v(C-H) de anel aromatico dissubstituido em posicdo orto, sugerindo a manutencdo da

integridade do metalociclo C N-benzaldeidoxima.

A Figura abaixo mostra uma comparacdo entre 0s espectros no IV do complexo

precursor 1 e do seu derivado com a imidazolidina-2-tiona, S4.

Figura 40. Espectros no IV dos complexos [Pd(bzox)(u-CD]. (S1) e [Pd(bzox)CI(im)] (S4).

Fonte: autor.
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No espectro de S1, observa-se a banda de forte intensidade em 3417 cm™, atribuida

a vibragéo v(O-H) do ligante bzox. No espectro de S4, tal banda aparece em torno da



83

mesma frequéncia, juntamente com outra banda mais alargada e deslocada para
frequéncias menores, em torno de 3220 cm™. Esta segunda banda mais alargada é
atribuida a absor¢ao da vibracdo de v(N-H). Observa-se também a presenca da absorcéo de
fraca intensidade em 2880 cm™, no espectro do complexo S4, ausente no espectro de S1.
Esta banda ¢é atribuida as vibra¢des de v(C-H) dos grupos metilénicos presentes no ligante
Im e, portanto, no complexo S4. A aparéncia das bandas localizadas em torno de 1500 cm™
também difere claramente nos dois espectros. Isso porque, em S1 tais absorcfes séo
relativas as vibragdes de v(C-C) do anel aromatico presente no ligante bzox. No espectro de
S4, essas absorgdes englobam as vibragdes v(C-C), v(C-N) e v(C=S). Ambos os espectros
apresentam uma banda de forte intensidade em 750 cm™, referente a y(C-H) do anel
aromatico, porém somente em S4 observa-se a banda em torno de 580 cm™, atribuida a

vibragao v(C=S).

Os dados de infravermelho evidenciam, portanto, a presenca do ligante Im nos novos
complexos formados, coordenado via atomo de enxofre, e a manutencdo do anel
ciclometalado de cinco membros, formado entre o ligante bzox e o centro metalico de

paladio.

A Tabela 10 lista as principais absorcdes observadas nos espectros no IV do ligante

Im e dos complexos S1, S4, S5 e S6.
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Tabela 10. Principais absor¢des observadas no IV para a imidazolidina-2-tiona (im) e para
0os complexos [Pd(bzox)(u-Chl. (S1),

[Pd(bzox)CI(im)] (S4), [Pd(bzox)Br(im)] (S5) e
[Pd(bzox)I(im)] (S6).
Frequéncias de absorgdo (cm™)
Im S S4 S5 S6 Atribuicdes
- ~ 3400 F - - - v(O-H)
~ 3250 F - - - - v(N-H)
~ 3400- ~ 3400 - ~ 3400-
- - v(O-H) + v(N-H)
3200 F 3200 F 3200 F
- 3054 f 3054 om 3049 om 3049 f v(C-H) Csp?
2887 mf - 2886 f 2886 f 2895 f v(C-H) Csp®
2572 f - - - - v(S-H)
1714 f 1621 f 1626 f 1626 f 1621 om v(C=N)
1578-1555
- 1578 mf 1573 mf 1573 mf v(C-C)
1518 F/
- 1530 F(al) 1525 F (al) 1518 F v(C-N) + v(C=S)
1500 F
- 750 F 750 mF 754 mF 754 mF 7(C-H) arom.
590 F - 578 mf 566 mf 561 mf

v(C=S)

fraca, f = fraca, om = ombro, al = banda larga.

v = estiramento, y = deformacéo fora do plano. F = forte, mF = média-forte, m = média, mf = média-
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Ressonéancia Magnética Nuclear

Para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H, RMN de **C, gHMQC, gHMBC e
HOMODEC os complexos S4, S5 e S6 foram solubilizados em acetona deuterada e o

ligante livre imidazolidina-2-tiona, em dimetilsulféxido deuterado.

O ligante imidazolidina-2-tiona

Figura 41. Espectros de RMN de *H (A) e RMN de **C (B) do ligante im livre. Deslocamento

guimico em ppm. Solvente: DMSO. Campo magnético: 11, 7 T. Fonte: autor.

(A)
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(B)

O espectro de RMN de 'H do ligante imidazolidina-2-tiona livre, (Figura 41 (A)),
apresenta os sinais do solvente DMSO em 2,50 ppm e agua residual em 3,33 ppm. O sinal
observado em 3,49 ppm ¢é atribuido aos hidrogénios metilénicos e em 7,95 ppm, aos

hidrogénios do grupo amino (-NH).

O espectro de RMN *C (Figura 41 (B)) mostra o septeto do solvente em 39,77 ppm,
e 0s sinais dos grupos (-C=S) e (-CH,) em 5 183,45 e 44,11 ppm, respectivamente.

Os espectros da benzaldeidoxima livre ja foram discutidos na secéo 4.2.

Complexo [Pd(bzox)CI(im)] (S4)

O espectro de RMN de *H do complexo S4 é mostrado abaixo:
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Figura 42. Espectro de RMN de *H do complexo [Pd(bzox)Cl(im)] (S4). Solvente: acetona.

Campo magnético: 11,7 T. Fonte: autor.

Em, 2,07 ppm encontra-se o sinal do solvente (acetona) e em 2,88 ppm, o da agua

residual.

Os sinais observados em 10,35 e 8,61 ppm séo atribuidos aos prétons pertencentes
aos grupos —OH da benzaldeidoxima e —NH do ligante imidazolidina-2-tiona,
respectivamente. Os hidrogénios dos grupos metilénicos pertencentes a Im absorveram em
3,92 ppm (s, 5H). Em 6 8,22 ppm (s, 1H) observa-se o sinal do hidrogénio iminico presente
no metalociclo, o qual nao foi desfeito com a reacdo de clivagem. Um conjunto de quatro
sinais pode ser observado na regido comum aos prétons aromaticos: 7,325 ppm (dd,
J(1,5;8), 1H], 6 7,290 ppm [(dd, J(1,5;8), 1H], 7,025 ppm [ddd, J(1,5;8;8), 1H)] e 7,090 ppm
[ddd, J(1,5;8;8), 1H]. Com essas informacdes, podemos atribuir os duplo-dupletos aos
prétons, H3 e H6 e os duplo-duplo-dupletos aos protons H4 e H5 (Esquema 5), porém néo é

possivel ainda correlacionar cada um dos sinais com o préton que lhe deu origem.
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Esquema 5. Ligante bzox coordenado ao centro metalico, formando um metalociclo e halogénio

coordenado em posicao terminal. Fonte: autor.

O espectro de RMN de *C, mostrado na Figura 43, apresenta os sinais dos grupos

(-CHz3) e (-C=0) da acetona (solvente) em 29,37 (septeto) e 206 ppm, respectivamente.

Neste espectro observa-se o sinal dos carbonos metilénicos do ligante Im em 45,78
ppm, porém o sinal do grupo (C=S), pertencente ao mesmo ligante, ndo foi detectado. Em
157,39 ppm apresenta-se o sinal atribuido ao carbono do grupo iminico pertencente ao
metalociclo formado com a benzaldeidoxima. Os sinais dos carbonos quaternarios podem
ser vistos em 150,47 e 142,45 pppm, sendo este Ultimo atribuido ao carbono ligado
diretamente ao metal (C-Pd). Ambos os sinais deslocaram-se para frequéncia
significativamente mais baixa apés a coordenacao do ligante, porém o nucleo diretamente
ligado ao centro metélico tem a sua densidade eletrdnica direcionada fortemente para o
metal, ficando dessa forma mais blindado do que o nucleo que néo se liga diretamente a ele.
Os outros carbonos pertencentes ao anel aromético aparecem entre 131,67 e 125,42 ppm.
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Figura 43. Espectro de RMN de "*C do complexo S4. Solvente: acetona. Campo magnético:
11,7 T. Fonte: autor.

O mapa de contorno do experimento gHMQC (Figura 44) mostra a evidente
correlacdo 'Jey entre 3,92 (s, 4H) e 45,78 ppm, sinais pertencentes aos grupos metilénicos
do ligante Im. Um sinal pode ser observado em 3,92 ppm (ndo héa correlagdo com nenhum
sinal do espectro de RMN de **C). Este sinal é um defeito que ocorreu devido a falta de
correcdo da fase. A correlacdo entre 8,22 e 157,39 ppm corrobora a atribuicdo destes sinais
ao grupo iminico. No espectro expandido observam-se as correlacdes entre 7,32 (dd, 1H) e
127,22 ppm, 7,28 (dd, 1H) e 131,67 ppm, 7,09 (ddd, 1H) e 125,42 ppm e, finalmente, entre
7,03 (ddd, 1H) e 128,65 ppm. A Tabela 11 mostra as principais correlagfes observadas no

mapa de contornos do experimento gHMQC.
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Tabela 11. Principais correlagbes encontradas no mapa de contorno do experimento

gHMQC para o complexo S4.

Deslocamentos quimicos (8) em ppm

Grupos quimicos (8) RMN de 'H (8) RMN de *C
-CH,- 3,92 (s, 4H) 45,78
-HC=N- 8,22 (s, 1H) 157,39
(C-H) aromatico 7,32 (dd, 1H) 127,22
(C-H) aromatico 7,28 (dd, 1H) 131,67
(C-H) aromatico 7,09 (ddd, 1H) 125,42
(C-H) aromético 7,02 (ddd, 1H) 128,65

s = simpleto; dd = duplo-dupleto; ddd = duplo-duplo-dupleto.
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Figura 44. Mapa de contorno do experimento gHMQC obtido para do composto S4 e
expansao da regido selecionada. Deslocamentos quimicos em ppm. Solvente: acetona.

Campo magnético: 11,7 T. Fonte: autor.
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O experimento HOMODEC (Homonuclear Decoupling) permite identificar dois sinais
acoplados entre si. Para isso, irradia-se com uma poténcia de desacoplamento, de baixa
energia, um Unico sinal de ressonancia previamente selecionado do espectro. Este pulso
deve retirar a influéncia desse sinal em todos os outros sinais de ressonancias que estejam
acoplados a ele. Comparando-se, entdo, o espectro resultante com o espectro original (sem
os desacoplamentos), é possivel identificar quais os sinais que estdo acoplados aquele que
foi irradiado. A Figura 45 mostra os mapas de contorno resultantes do experimento
HOMODEC para S4.

Figura 45. Espectros envolvendo irradiagbes seletivas via desacoplamento homonuclear
(HOMODEC). Deslocamento quimico em ppm. Solvente: DMSO. Campo magnético: 11,7 T.

Fonte: autor.

No espectro desacoplado D, podemos observar que o sinal em 7,28 ppm (dd, 1H)
esta acoplado com o sinal em 7,02 ppm (ddd, 1H). Esta informacdo juntamente com a
correlacéo 8,22 « 131,67 ppm (3Juc) encontrada no experimento gHMBC (Figura 46, Tabela
12) e a correlacdo 7,28 <« 131,67 ppm, encontrada em gHMQC (Figura 44, Tabela 13)

sugerem que as ressonancias em 7,28 e 131,67 ppm correspondam aos nucleos
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posicionados em 3 (Esquema 5) e que o sinal em 7,02 ppm (ddd, 1H) corresponda,
consequentemente, ao H4. No espectro desacoplado A verifica-se que a irradiacdo do sinal
em 7,02 ppm provoca o0 desacoplamento das ressonancias em 7,28 (dd, 1 H) e 7,09 (ddd,
1H), o que corrobora a sugestdo anterior e indica que o sinal em 7,09 ppm corresponda ao
H5. De fato, observa-se no espectro desacoplado B que a irradiacéo do sinal nesta posicéo
provoca o desacoplamento de 7,32 (dd, 1H) e 7,02 (ddd, 1H). Finalmente, observa-se no
espectro C o desacoplamento entre as ressonancias 7,09 e 7,32 quando esta Ultima é

irradiada sendo, portanto, atribuida ao H6.

Desta forma, foi possivel relacionar os sinais do anel aromético observados nos

espectros de RMN de *H e *C com os nucleos que Ihes deram origem (Tabela 12).

Tabela 12. Relacdo de sinais observados (parte aromatica do complexo) nos espectros de
RMN de 'H e RMN de *C com os niicleos de origem. Numeragcéo realizada de acordo com

o0 Esquema 5.

Deslocamento quimico (8) em ppm

Nucleos RMN de 'H RMN de **C
3 7,28 (dd, 1H) 131,67
4 7,02 (ddd, 1 H) 128,65
5 7,09 (ddd, 1H) 125,42
6 7,32 (dd, 1H) 127,22

A Figura 46 mostra os mapas de contorno do experimento gHMBC para o complexo

S4 e a Tabela 13 lista as informacdes encontradas.
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Figura 46. Mapa de contorno do experimento gHMBC para o composto S4. Solvente:

acetona. Campo magnético: 11,7 T. Fonte: autor.
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Tabela 13. Principais correlagdes encontradas nos mapas de contorno de gHMBC para S4.

Deslocamentos quimicos (8) em ppm

(8) RMN de 'H (8) RMN de *C Grupo Acoplamento
179,46 C=S 3Jcn
3,92 [s, 4H] (-CH>-)
45,78 -CH,- 2Jen
131,67 Cc3 3Jcn
8,22 [s, 1H] (-HC=N-) 142,55 C-Pd *Jen
150,57 C4ério ?JcH
157,27 C=N *Jcn
7,32 [dd, 1H] (Harom) 150,57 C48 3Jen
128,65 C4 *Jen
125,31 C5 3Jch
7,28 [dd, 1H] (Harom)
142,45 C-Pd 3Jch
142,45 C-Pd 3Jcn
7,09 [ddd, 1H] (Harom)
131,67 C3 3Jcn
150,57 C4ério ek
7,02 [ddd, 1H] (Harom)
127,22 c6 3k

s = simpleto; dd = duplo-dupleto; ddd = duplo-duplo-dupleto.

Nos mapas de contorno do experimento gHMBC observam-se as correlacdes entre
os sinais do ligante Im 3,92 « 45,78 ppm (3Jcy) e 3,92 « 179,46 ppm (3Jcn). Esta lltima
correlacdo € de elevada importancia, pois permitiu a deteccao do sinal do carbono C=S,
deslocado para frequéncia levemente mais alta do que no espectro do ligante Im livre
(183,45 ppm — RMN de '*C). Os derivados de tiouréia comumente se coordenam ao
paladio por meio do atomo de enxofre [78]. O deslocamento do sinal de C=S sugere que a
coordenacgédo do ligante Im ao centro metalico, via &tomo de enxofre, desloca a densidade
eletrbnica da ligacdo pi do grupamento tionila, em direcdo ao metal, consequentemente,
este nucleo torna-se mais blindado [36].
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A regido dos sinais dos grupos aromaticos e do grupo iminico foi expandida para
melhor visualizacdo. Observam-se dois sinais residuais em 157,27 ppm. O Esquema 6
ilustra as correlagbes mais importantes, que possibilitaram a identificacdo mais exata dos

sinais encontrados nos espectros de RMN.

Esquema 6. Principais correlacbes observadas em gHMBC para o composto S4. Em (A)
observam-se as correlagdes mais importantes no ligante (im). Em (B), observam-se as

correlagBes mais importantes no ligante bzox. Fonte: autor.

(A) (B)

Os espectros dos complexos [Pd(bzox)Br(im)] (S5) e [Pd(bzox)I(im)] (S6) mostraram
sinais muito semelhantes aos do composto S4 (Anexos). Assim, uma vez que a discussao
dos resultados de RMN para o complexo S4 ja foi realizada, torna-se desnecessaria a

discussao para os compostos S5 e S6.

Proposicéo Estrutural

Com base nos dados coletados por analise elementar, espectroscopia vibracional no
IV e ressonancia magnética nuclear, propdem-se as seguintes estruturas paras 0s
complexos S4, S5 e S6 (Figura 47):
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Figura 47. Estruturas propostas para os complexos S4 (A), S5 (B) e S6 (C). Fonte: autor.

(A) (B) (®)

Sugere-se a formacdo de espécies mononucleares nas quais dois sitios de
coordenacédo estao ocupados pelos atomos de C e N do anel quelato da benzaldeidoxima.
Os grupos haletos ocupam sitios trans ao carbono metalado, enquanto que o atomo de S do
ligante Im encontra-se trans ao atomo de nitrogénio. As propostas estruturais foram
sugeridas a partir de estruturas moleculares de ciclopaladados analogos determinadas por
DRX de monocristal [38]. A Figura abaixo mostra a estrutura do complexo ciclometalado de
paladio(ll), contendo os ligantes dmba, tu e Br, obtida por MORO, A. C. e apresentada em
sua tese de doutorado.

Figura 48. Estrutura molecular [38] do
complexo [Pd(dmba)Br(tu)].

4.3.1.Citotoxicidade dos complexos S1, S4, S5 e S6 frente a células LM3

A atividade citotoxica dos complexos ciclopaladados S1, S4-S6 dos ligantes
bzox e Im e do farmaco padréo cisplatina foi avaliada frente a células murinas de
adenocarcinoma mamario LM3. Para cada complexo utilizado, construiu-se uma

curva dose-efeito. A equacao da reta obtida pela regressao linear de cada curva
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foneceu os valores de ICs (concentragdo que inibe em 50% a proliferacdo celular),
mostrados na Tabela 14.

Tabela 14. Citotoxicidade dos complexos ciclometalados S1, S4-S6, dos ligantes im e bzox

e da cisplatina contra a linhagem LM3.

Compostos ICso (umol L™
im > 978

Hbzox > 412
[Pd(bzox)(u-Ch]. (S1) 58,9 £ 4,27
[Pd(bzox)CI(im)] (S4) 23,2 +1,77
[Pd(bzox)Br(im)] (S5) 19,9+0,61
[Pd(bzox)I(im)] (S6) 18,2 +2,87
Cisplatina 30,3 2,72

Os ligantes livres im e Hbzox ndo apresentam atividade citotoxica pronunciada frente
a linhagem LM3, como pode ser visto nos valores de ICsy apresentados (maiores que 978 e
412 pM, respectivamente). No entanto, todos os complexos mostraram-se significativamente

mais ativos quando comparados com as moléculas orgéanicas livres.

O complexo dimérico S1 apresentou ICso de 58,9 uM, valor este maior do que o
encontrado para a droga-padrao, cisplatina (ICso = 30,3 puM). Resultados mais satisfatorios
foram obtidos para os complexos S4, S5 e S6, pois todos se mostraram mais citotoxicos do
gue a cisplatina, com valores de ICs, correspondentes a 23,2, 19,9 e 18,2 uM,

respectivamente.

Os complexos S4-S6 possuem em sua estrutura, além do metalociclo formado com a
benzaldeidoxima, o ligante sulfurado coordenado de forma neutra, imidazolidina-2-tiona.
Estes resultados mostraram que a presenca do ligante sulfurado incrementou
significativamente a atividade bioldégica dos complexos. Desta forma, sugere-se que a
atividade biolégica é fortemente atribuida a presenca de paladio(ll), o qual pode ligar-se ao
atomo de nitrogénio de bases nitrogenadas do DNA quer pela liberagédo do ligante X ou por
guebra da ligacdo Pd-N do anel ciclometalado [79,80,81].
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4.4 Consideracdes espectroscOpicas sobre os compostos de coordenacdo do tipo
[Pd(bzox)(L).].Cl, L =tu (S7), dmtu (S8), bipy (S9).

Os complexos S7, S8 e S9 foram sintetizados através de reagbes de clivagem do
dimero [Pd(bzox)(u-Cl)], (S1) pelos reagentes sulfurados tiouréia (S7), N,N-dimetiltiouréia
(S8) ou 2,2-bipiridina (S9).

A substituicdo dos ligantes Cl por moléculas sulfuradas ou ligantes N,N-bidentados

objetivou:

i) aumentar a solubilidade dos compostos em agua, uma vez que os ensaios de ligacdo ao

DNA sao realizados em meio aquoso;

i) A substituicdo de grupos Cl coordenados ao centro metalico por ligantes N e S doadores
diminui a probabilidade de formacdo de adutos covalentes entre o complexo e o receptor. Se
a biomolécula do DNA for o receptor essas alteracdes objetivam maximizar as interacdes
nao-covalentes entre o ciclopaladado catidbnico e a molécula de DNA negativamente

carregada.

A Tabela 15 mostra os pontos de fusé@o e os resultados de analise elementar para o0s

complexos sintetizados.

Tabela 15. Resultado de andlise elementar e pontos de decomposicdo dos complexos
[Pd(bzox)(tu),]Cl (S7), [Pd(bzox)(dmtu).]ClI (S8) e [Pd(bzox)(bipy)]CI (S9).

Analise Elementar — obt. (calc.)

Composto P. f. (°C)
%C %H %N
S7 149 47,0 (48,8) 3,50 (3,37) 10,1 (9,65)
S8 142 26,1 (25,7) 3,40 (3,41) 16,9 (16,3)
S9 155 33,2 (32,5) 4,71 (4,70) 14,9 (14,7)

Espectroscopia Vibracional no Infravermelho

Os espectros dos ligantes livres tiouréia (tu), N,N-dimetiltiouréia (dmtu) e 2,2’-
bipiridina (bipy) juntamente com os dos complexos S7, S8 e S9 sdo mostrados na Figura 49

e as principais absorcfes observadas nestes espectros sao listadas na Tabela 16.
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Figura 49. Espectros no infravermelho dos ligantes tiouréia, N,N-dimetiltiouréia e 2,2’-

bipiridina

e dos complexos [Pd(bzox)(tu);]JCI (S7), [Pd(bzox)(dmtu),]ClI (S8)

[Pd(bzox)(bipy)]CI (S9). Fonte: autor.
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Tabela 16. Principais frequéncias de absorcdo no infravermelho dos ligantes tiouréia,
dimetiltiouréia e bipiridina e dos complexos [Pd(bzox)(tu),]CI (S7), [Pd(bzox)(dmtu),]CI (S8) e
[Pd(bzox)(bipy)]CI (S9).

Frequéncia de absorgéo (cm™)

Tiouréia [Pd(bzox)(tu).]Cl (S7) Atribuicdes
- 3418-3251 F v(O-H)
3373-3169 F 3187 — 3098 F V(N-H)
1632 m - S(HNH)
- 1612 F v(C=N) + 5(HNH)
730 f 711 m v(C=S)
] 750 mf Y(C-H)arom
Dimetiltiouréia [Pd(bzox)(dmtu),]CI (S8) Atribuicdes
- 3208 F V(O-H) + v(N-H)
33853053 F - V(N-H)
1581 F - S(HNH)
- 1599 v(C=N) + 5(HNH)
724 717 v(C=S)
- 755 7(C-H)arom
Bipiridina [Pd(bzox)(bipy)]CI (S9) Atribuicdes
- 3270 F v(O-H)
- 3159 F v(N-H)
3053 f (*) v(C-H)
; 1626 F V(C=N)ozox
1583 F /1585 F 1569 F v(C=C)
1450 F/1408 F 1473 m/ 1400 m V(CN)
754 F 758 f y(C-H)

v = estiramento, 6 = deformacgdo, y= deformacéo fora do plano. F = forte, m = média, mf = média-fraca,
f = fraca. (*) = encoberto.
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No espectro da tiouréia livre, observam-se as fortes absor¢des entre 3373 e 3169
cm™, bastante alargadas, atribuidas a v(N-H); em 1632 cm™ observa-se a absorcéo atribuida
a d(HNH) e, em 729 cm™ v(C=S). No espectro do complexo S7, aparecem as bandas fortes e
alargadas entre 3418 e 3251 cm™ e 3187 e 3098 cm™, atribuidas a v(O-H) e v(N-H),
respectivamente. Em 1612 cm™ observa-se uma banda relativamente larga e de forte
intensidade, que foi atribuida a dois tipos de vibragdes: v(C=N),,0x € 6(HNH). A absorcéo de
v(C=S) deslocou-se para 711 cm™ no espectro do complexo, sugerindo que a molécula de
tiouréia se coordena ao centro metalico via atomo de enxofre, enfraquecendo assim a ligacéo
dupla. Neste espectro € possivel também observar a banda referente ao anel aromatico do

ligante bzox em 749 cm™,

No espectro da dimetiltiouréia livre a banda atribuida a v(N-H) é também de forte
intensidade e bastante alargada, devido as ligacbes de hidrogénio intermoleculares, e
aparece entre 3385 e 3053 cm™. A banda referente a 5(HNH), também relativamente larga e
de forte intensidade, aparece em 1581 cm™. Observa-se a absorgdo de v(C=S) em 724 cm™.
No espectro do complexo S8, a banda referente a v(O-H) e v(N-H) aparece em torno de 3208
cm™. Esta banda bastante, alargada, é ainda menos larga do que a banda de v(N-H)
observada no espectro do ligante dmtu livre, sugerindo que ha uma diminuicao das interacdes
de hidrogénio intermoleculares apds a formacéo dos complexos. Em 1600 cm™ observa-se a
banda atribuida as vibracdes v(C=N),.,0x € 8(HNH). A absorgao referente a v(C=S) deslocou-
se para frequéncias menores (717 cm™), sugerindo que a coordenacdo do ligante ocorre
através do atomo de enxofre. Em 755 cm™ é possivel também observar a banda referente a

v(C-H) do anel aromatico.

O espectro no infravermelho da bipiridina livre apresenta quatro absor¢cdes principais:
v(C-H) em 3053 cm™, v(C=C) em 1583 e 1555 cm™, v(CN) em 1450 e 1408 cm™ e,
finalmente, 8(C-H) em 754 cm™. O espectro do complexo S9 mostra as bandas fortes e
alargadas em 3270 e 3159 cm™ referentes a v(O-H) e v(N-H), respectivamente. A banda de
v(C-H) é encoberta pela forte absorcéo de v(N-H). Em 1626 cm™ observa-se a absorcdo de
V(C=N)yz0x € em 1569 cm™, v(C=C). As bandas atribuidas a v(CN) do ligante bipy deslocaram-

se para 1473 e 1400 cm™. E possivel ainda observar a banda de y(C-H) em 758 cm™.

Ressonancia Magnética Nuclear de **C no estado sélido

O espectro de RMN de *C do complexo [Pd(bzox)(dmtu),]Cl foi obtido em estado
sOlido. Neste espectro os sinais dos atomos que possuem menor liberdade de rotacéo, e

formam uma estrutura mais rigida em determinada regido do composto, aparecem mais
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alargados. Os sinais dos atomos que apresentam maior fluxionalidade apresentam-se mais
finos. A ressonancia de certos atomos que fazem parte de grupos quimicos com forte
anisotropia magnética gera os chamados sinais laterais, que aparecem a uma distancia
proporcional ao paramtero de giro da amostra, tanto do lado esquerdo como do lado direito do

sinal de ressonancia que o gerou.

A Figura 50 mostra o espectro de RMN de **C obtido para o complexo S8.

Figura 50. Espectro de RMN de C do complexo [Pd(bzox)(dmtu),]Cl, no estado sélido.
Deslocamento quimico em ppm. (*) = sinais laterais gerados pela ressonancia em 176,41
ppm. (**) = sinais laterais geradas pelos sinais alargados em 129,93 e 126,74 ppm. Fonte:

autor.

No espectro acima, observam-se quatro sinais entre 30,07 e 33,54 ppm atribuidos as
quatro metilas pertencentes aos dois ligantes dmtu, presentes no complexo. Foi possivel
detectar o sinal do grupo C=S em 176,41 ppm. Esta ressonéncia gerou os sinais laterais
marcados com (*). Todos o0s sinais pertencentes aos carbonos do ligante dmtu sao

relativamente finos, indicando que estes nicleos possuem maior liberdade de rotacao.
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Dois sinais bastante alargados séo observados em torno de 129,93 e 126,74 ppm.
Estes sinais correspondem aos carbonos aromaticos ndo-quaternarios do ligante bzox
(Esquema 5). A forte anisotropia magnética destes nicleos gera os sinais laterais marcados
com (**). O alargamento destes sinais sugere que tais atomos estejam arranjados em uma
estrutura bastante rigida, na qual a liberdade relativa de rotacéo é baixa. E possivel que os
sinais dos outros dois carbonos ndo-quaternarios presentes no anel aromatico do complexo
estejam contidos nesta regido. E importante ressaltar que os sinais destes carbonos
apareceram entre 125 e 132 ppm nos espectros de RMN de **C em solucdo dos complexos
1 a 6. Além disso, observam-se trés sinais largos e de baixa intensidade, em 157,59, 150,34
e 143,34 ppm, atribuidos aos carbonos C7 (-HC=N-), C2 (quaternario) e C1 (C-Pd),
respectivamente (Esquema 5, pag 78). A largura destes sinais novamente indica uma regido
do complexo de baixa fluxionalidade pela rigidez da estrutura formada, indicando que a

integridade do metalociclo foi mantida.

As informacdes obtidas do espectro de RMN de *C no estado solido para este
complexo sugerem a formacao da espécie mononuclear contendo o metalociclo formado na
sintese do complexo precursor e a presenca dos dois ligantes dmtu, coordenados através
do atomo de enxofre. Este complexo possui carga +1, a qual é estabilizada pela presenca

do contra-ion CI.

4.4.1.Ensaios com DNA

4.4.1.1.Ligacado ao DNA em meio extracelular

Solucdes de dupla fita de CT-DNA na concentracéo de 1 x 10 M foram incubadas a
37 °C com os complexos de paladio, em 10 mM NaClO,, no valor de r; = 0,1 (r; € definido
como a razdo molar inicial entre os compostos metalicos livres e os nucleotidios no inicio da
incubacdo com o DNA). Apdés 24 horas de incubacdo, aliquotas das amostras foram
exaustivamente dialisadas em solu¢do de NaClO, 10 mM, por 24 horas. Ao final da dialise,
as concentracdes do DNA em cada amostra (dialisadas e ndo-dialiasadas), foram medidas
por espectroscopia eletrbnica na regido do ultravioleta. Em seguida, o DNA das amostras foi
precipitado por adicdo de etanol e o conteddo de paladio péde ser quantificado no
sobrenadante das amostras, ou na pastilha de DNA ressolubilizada em &gua, por
espectroscopia de absorcdo atdmica. Desta forma, determinou-se o valor de r, (razéo entre

a concentracdo molar dos complexos de paladio ligados e a concentragdo molar do DNA).
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Tabela 17. Valores de concentracdo obtidos pela analise da mistura reacional apés

incubacao por 24 horas (37 °C) e ap6s dialise em meio contendo 10 mM de NaClO,.

Incubacéo 24 horas Dialise 10mM NaClO,4
Complexo
[Pd] mol.L™ M [Pd] mol.L™ % Pd ligado ao DNA
S7 5,87 x 10° 0,08 5,26 x 10° 89,6
S8 8,16 x 10° 0,09 7,62 x 10° 93,4
S9 9,25 x 10° 0,08 8,65 x 10° 93,5

Os valores de r, encontrados para os complexos S7, S8 e S9 apés a incubacao
foram de aproximadamente 0,1. Esta diferenca ocorre devido a pipetagem. Apos exaustiva
dialise da mistura de DNA com os complexos, apenas 10% da quantidade total adicionada a
mistura foi encontrada nos sobrenadantes, sugerindo uma forte afinidade entre os
compostos sintetizados e o biopolimero, uma vez que 90% da quantidade de paladio

adicionada continua ligada ao DNA, mesmo ap0s exaustiva didlise (Tabela 17).

4.4.1.2.Determinacdo da velocidade de ligacao entre os complexos e 0 CT-DNA

Solucgdes de dupla fita de CT-DNA na concentracéo de 1 x 10 M foram incubadas a
37 °C com os complexos de paladio, em 10 mM NaClO,4, no valor de r; = 0,1. Aliquotas da
mistura reacional foram tomadas em determinados intervalos de tempo e a reacéo foi
interrompida pela adi¢cdo de NaCl 1,5 M (10% do volume total). Em seguida, as aliquotas
foram rapidamente resfriadas e o DNA foi precipitado por adicdo de etanol 70%. Os
sobrenadantes destas aliquotas foram submetidos a medidas de absorgao atémica em forno
de grafite para determinacdo do conteudo de paladio. O comportamento dos complexos

frente ao DNA, em fungéo do tempo, é mostrado na Figura 51:
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Figura 51. Curvas: porcentagem de complexo de paladio ligado ao DNA em funcao do
tempo. Curva A: [Pd(bzox)(bipy)]Cl (S9); curva B: [Pd(bzox)(dmtu),]CI (S8). Experimentos

realizados em quadruplicata. Fonte: autor.
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A curva observada na Figura 51 (A) mostra o comportamento reacional do complexo

S9 frente ao CT-DNA. No instante inicial da mistura, cerca de 50% do contelido de

complexo encontra-se ligado ao DNA. Esta quantidade cresce, gradativamente, atingindo

87% no tempo préximo a 4 horas de reacdo (220 minutos). ApoOs este intervalo, a

guantidade de Pd ligada ao DNA continua a crescer, porém, mais devagar, chegando a 89%

no final de 24 horas. Este resultado ndo estd em desacordo com os resultados obtidos no
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experimento anterior, uma vez que ao final da dialise, encontrou-se ainda 89% do total de

complexo S9 ligado ao DNA.

A curva do complexo S7 ndo € mostrada, porque a quantidade de Pd detectada em
todos os sobrenadantes das amostras do experimento de cinética deste composto foi de

aproximadamente zero, indicando a ocorréncia imediata de ligacdo com o DNA.

Comportamento semelhante é observado para o complexo S8, como se observa na
Figura 51 (B). Aproximadamente 95% do contetdo de paladio presente na mistura reacional
se encontra ligado ao DNA logo nos primeiros 10 minutos de reacdo. Apés 1 hora, esta
guantidade aumenta para 96%, e, ao final de 24 horas, ela corresponde a 94% do contetudo
total de complexo de paladio. Estes resultados estdo em concordancia para com os obtidos

no experimento de dialise.

4.4.1.3.Determinacao da estabilidade térmica do DNA ap6s reacdo com os complexos de
paladio

As duas fitas complementares de DNA mantém-se unidas devido as interacdes de
hidrogénio entre bases nitrogenadas complementares e interacées hidrofobicas entre os
pares de bases adjacentes enfileirados. Este tipo de interacdo é chamado de base-stacking
[67,68]. Uma pequena quantidade de energia é suficiente para separar os pares de bases
do DNA em duas fitas simples, entretanto, a temperatura ambiente, as fitas se unem

novamente de forma espontanea [6].

Se uma solucdo de DNA for aquecida a aproximadamente 90 °C (ou mais) havera
energia cinética suficiente para que o biopolimero seja totalmente desnaturado, causando a
separacdo completa de suas fitas. A desnaturacdo térmica do DNA pode ser acompanhada
espectrofotometricamente, monitorando-se a absorbancia da solugdo em 260 nm. As bases
nucleotidicas, quando enfileiradas na dupla-fita absorvem menos energia do que quando
estao livres do enfileiramento, em uma fita simples de DNA. Sendo assim, a absorbancia do
DNA a 260 nm aumenta conforme o DNA se torna desnaturado, ou seja, quando as fitas se
separam ocorre um efeito hipercromico no espectro de UV-Vis da solucéo.

Plotando-se a absorbéncia em 260 nm em fungdo da temperatura da solucdo de
DNA ¢é possivel determinar t,,, definido como a temperatura em que 50% do DNA é
desnaturado [6,68]. A Figura 52 mostra as curvas de desnaturagdo obtidas para a solucao
de CT-DNA em 10 mM NaClO, e para as misturas reacionais com os complexos S7, S8 e
S9. A concentracéo de DNA nas amostras é de aproximadamente 7,5x 10°Mer;=0,1.
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Figura 52. Medidas de absorbancia em 260 nm em funcdo da temperatura (°C) de solucbes
de CT-DNA livre em 10 mM NaClO,4 (DNA), e na presenca dos complexos [Pd(bzox)(bipy)]ClI
(S7), [Pd(bzox)(tu),]Cl (S8) e [Pd(bzox)(dmtu),]Cl (S9). Na parte B: primeira derivada das

curvas em A. Fonte: autor.
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Observa-se na Figura 52 que os perfis das curvas de absorbancia em funcéo do
aumento de temperatura das misturas de DNA com os complexos de paladio sdo muito
semelhantes ao perfil da curva da solugdo de DNA livre. As derivadas das curvas de
absorbancia também mostraram que a temperatura de desnaturacao térmica do DNA ¢é a
mesma (79 °C) tanto para a solucdo de DNA livre, como para as misturas de DNA com
complexos. Este resultado sugere fortemente que os complexos ndo provocam nenhuma
modificacdo na estrutura do DNA, e que portanto, ndo alteram a estabilidade das interactes
de hidrogénio entre as bases nitrogenadas complementares que formam a dupla-fita.
Sugere-se que a interacdo entre os complexos e o biopolimero é superficial, ocorrendo
somente ao redor da cadeia de fosfatos do DNA, ou que a possivel interacdo existente entre
0s complexos e as bases nitrogenadas do DNA seja rompida com o aumento da

temperatura.
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4.4.1.4.Desenrolamento da dupla-fita de DNA plasmideal (pUC19)

Substancias capazes de formar ligacdes com o DNA ou interacdes entre 0s seus
pares de bases (intercalacdo) provocam certas modificacbes na sua estrutura. A cisplatina,
por exemplo, ao formar os adutos bifuncionais, majoritariamente com o N7 das bases
guanina, causa uma tor¢do e um desenrolamento no local onde ocorre a ligagéo [64]. Tais
modificacBes na estrutura do DNA podem ser detectadas pelo experimento de mobilidade

eletroforética de DNA plasmideal em gel de agarose.

DNA plasmideal é o nome dado ao elemento de DNA extracromossdmico, existente
em varias bactérias [6]. E uma molécula circular, covalentemente fechada, que carrega

genes para resisténcia a antibiéticos ou metabolismo de substratos incomuns (Figura 53).

Figura 53. Micrografia de DNA plasmideal na forma circular relaxada (A). Representacao:
mudanga de conformagdo do DNA na forma circular relaxada (B) para a forma

superenovelada (C). Fonte: http://www.hardmob.com.br.

(A) (B) (®)

A eletroforese horizontal em gel é o método mais comumente utilizado para a
separacao quantitativa ou qualitativa de moléculas de DNA, de acordo com o seu tamanho
ou a sua forma [6,10]. Geralmente, as amostras sdo aplicadas ao gel de agarose, seguida
de coloracdo com brometo de etidio. Este corante liga-se ao DNA por inser¢ao entre 0s seus
pares de bases (intercalacédo), e exibe forte fluorescéncia vermelha quando iluminado por

luz ultravioleta.

Muitos complexos, ao reagirem com o DNA, modificam a sua estrutura, como ja foi
dito anteriormente. A mudanca de conformacdo da macromolécula geralmente envolve o

desenrolamento da sua fita, no local da ligacdo. Este desenrolamento da dupla-fita provoca
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uma diminuicdo no numero de “nés” ou voltas super-helicoidais do DNA superenovelado,
diminuindo assim a sua compactacdo e, portanto, a sua velocidade de migracdo entre as
fibras formadas no gel [64].Neste experimento, 0 DNA plasmideal pUC19 foi utilizado nas
misturas reacionais com os complexos S7, S8, S9 e cisplatina. Uma solugdo contendo
somente DNA plasmideal foi utilizada como controle. A Figura 54 mostra a foto do gel de
agarose apos a corrida eletroforética. Brometo de etideo foi utilizado para a revelagdo das

bandas com transiluminador.

Figura 54. Gel de agarose 1% apos corrida eletroforética. SC = “supercoiled” ou forma
superenovelada do DNA; OC = “open circular’ ou forma circular relaxada do DNA. Amostras:
DNA + S9 (rb = 0,09); DNA + S8 (rb = 0,09); DNA + S7 (rb = 0,07); DNA + cisDDP (rb =

0,10); ); DNA controle. Experimento feito em quadruplicata. Fonte: autor.
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A velocidade de locomocdo das moléculas de DNA no gel de agarose apresenta
relagdo direta com o tamanho, a forma e a carga elétrica liquida do biopolimero. A forma
circular superenovelada (SC) do DNA é a mais compacta e, portanto, passa com mais
facilidade entre as cavidades do gel, possuindo assim, maior velocidade de migracdo. Por
outro lado, a forma circular relaxada (OC) se parece com um anel, sendo mais volumosa do
que a forma (SC). Seu contato com as paredes fibrosas do gel € maior, o que causa um

retardamento na mobilidade da molécula.

Em uma amostra de DNA plasmideal encontram-se sempre fracdes da molécula no
arranjo (SC) e (OC), majoritariamente. Além disso, é possivel também visualizar as bandas
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mais finas e retardadas dos dimeros e multimeros de DNA (OC), que deslocam-se mais

devagar no gel, por serem maiores.

Na Figura 54, destacam-se as bandas de DNA (SC) e (OC) da amostra controle,
localizadas a uma distancia maior do ponto de origem. A forma SC migra com maior

velocidade e existe uma distancia de separacao significativa entre as formas (SC) e (OC).

Na linha 4 (DNA + cisDDP), é possivel evidenciar a modificacdo da estrutura do DNA
causada pela cisplatina, porque a banda referente ao DNA (SC) migrou com velocidade
menor do que a esperada para o DNA ndo-modificado. Isso ocorre porque a cisplatina é
capaz de causar tor¢cdes e desenrolamentos na dupla-fita, nos locais onde as ligacdes com
o biopolimero se formam. O desenrolamento da dupla-fita e as tor¢cBes favorecem a
descompactacéo da forma (SC) do DNA, o que influencia diretamente na sua velocidade de
migragdo no gel (causa diminuicdo da sua mobilidade entre as fibras de agarose). Por outro
lado, com o DNA (OC) ocorre 0 oposto: as ligacdes com a cisplatina favorecem uma maior
compactacdo da forma (OC), uma vez que a tensdo das tor¢Oes causadas pelas ligacdes
covalentes com a platina deforma a estrutura circular transformando-a em uma estrutura
menos larga. Sendo assim, a velocidade de locomocdo do DNA entre as fibras do gel

aumenta e as formas (SC) e (OC) aproximam-se consideravelmente.

Nas linhas 1, 2 e 3 observam-se as bandas formadas pelas amostras de DNA na
presenca dos complexos S7, S8 e S9. Nas trés linhas, a velocidade de migracdo do DNA
(SC) e (OC) néo sofreu alteracéo significativa pela presenca dos complexos. Isso corrobora
a hipotese de que os complexos se ligam a molécula de DNA apenas superficialmente,
provavelmente interagindo somente com a cadeia de fosfatos e agucares, sem modificar
significativamente a sua estrutura, uma vez que ndo ha ligacdo a nenhuma das bases
nitrogenadas. Apenas, um pequeno retardamento de cada uma das bandas de DNA {(SC),
(OC) e multimeros} ocorreu quando na presenca dos complexos. Este leve retardamento
pode ser explicado pela presenca das cargas positivas dos centros metdlicos de paladio,
gue neutralizam parte das cargas negativas dos fosfatos, diminuindo assim a carga elétrica
liquida da cadeia e, consequentemente, sua velocidade de migracdo em direcdo ao polo

positivo do sistema.
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4.4.1.5.Ensaios com enzimas endonucleases restritoras e DNA plasmideal (pUC19)

As enzimas endonucleases restritoras, observadas pela primeira vez em cepas de
Escherichia coli, sdo enzimas responsaveis pela protecdo da célula bacteriana contra a
invasdo de seres bacteri6fagos. Neste caso, as endonucleases restritoras clivam o DNA
invasor em diversos segmentos menores, impedindo o seu funcionamento metabdlico
normal, levando o invasor a inatividade. As reacfes de clivagem das enzimas séo altamente
especificas para determinadas sequéncias de nucleotideos. O DNA celular da bactéria é

protegido da acdo das enzimas restritoras por uma metilacao no sitio de clivagem [6].

Em virtude da sua alta especificidade no que diz respeito ao reconhecimento de
sequéncias de nucleotidios e de sua acao catalitica de clivagem do DNA, as endonucleases
restritoras sdo largamente utilizadas para estudos de biotecnologia e biofisica. Elas séo
capazes de linearizar, por sua acgéo catalitica de clivagem, o DNA circular superenovelado
plasmideal, nos seus sitios de reconhecimento especificos. Tais enzimas sdo capazes de
reconhecer sequéncias de 4 a 6 pares de bases de comprimento do DNA e clivar o
biopolimero, de maneira a mudar a sua conformacéao, o qual passa de circular fechado para

linearizado.

Jéa foi mostrado na literatura que complexos metalicos ligados as bases nitrogenadas

do DNA modificam a sua estrutura e impedem a acao catalitica das enzimas restritoras [59].

Buscando-se corroborar a hipétese de que os complexos S7, S8 e S9 nao formam
ligagbes com as bases nitrogenadas do DNA, examinou-se o efeito destes compostos na
clivagem da dupla-fita de DNA plasmideal pUC19, contendo sitios de reconhecimento para
acdo das endonucleases restritoras BanHI e Ndel. A enzima BanHI reconhece a sequéncia
nucleotidica GGATCC, promovendo a clivagem do cadeia do DNA exatamente no ponto
entre as duas bases guaninas. A enzima Ndel reconhece a sequéncia CATATGA, clivando o
sitio AT. Dessa forma, tornou-se possivel avaliar o efeito dos complexos sobre qualquer das
qguatro bases nitrogenadas constituintes do DNA. Os produtos da reagdo do DNA com as
enzimas restritoras, na presenca ou auséncia dos complexos de paladio foram analisados
pelo ensaio de mobilidade eletroforética em gel de agarose. Os resultados desta andlise sdo
mostrados na Figura 55.
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Figura 55. Ensaios com as enzimas endonuleases restritivas BanHI e Ndel. Linhas 1:
controle negativo (DNA); linhas 2: controle positivo (DNA + enzima); linhas 3, 4 e 5: misturas
reacionais de DNA com os complexos S7, S8 e S9, respectivamente, na presenca das

enzimas. rb = 0,09 para todas as misturas. Fonte: autor.
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Na figura acima, observa-se do lado esquerdo de cada foto a régua de DNA, a qual
foi utilizada neste experimento apenas para facilitar a visualizacdo das distancias entre as
bandas de DNA em cada linha. Nas linhas 1 de ambos os experimentos foram aplicadas as
amostras de controle negativo (DNA em solucdo tampéo, na auséncia da enzima restritora e
dos complexos). Por isso, nesta linha, observam-se as bandas de DNA (SC), mais distante
da origem, seguida pelas bandas mais finas e fracas de DNA (OC) e dos dimeros de DNA
circular aberto. Este comportamento € o esperado para uma solu¢cdo de DNA livre, na

auséncia de modificadores, tais como a cisplatina.

Na linha 2, foram aplicadas as amostras de controle positivo, ou seja, DNA na
presenca das enzimas restritoras BanHI ou Ndel. Na auséncia de qualquer molécula capaz
de modificar a estrutura do DNA, ambas as enzimas reagiram com o DNA plasmideal,
clivando a dupla-fita nos sitios de acdo especificos para cada uma. O DNA circular
superenovelado, por acdo das endonucleases restritoras, tornou-se linearizado. O DNA
linearizado possui maior superficie de contato com as paredes do gel de agarose, sendo
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menos compacto do que a forma (SC). Consequentemente, a sua velocidade de migracéo

no gel é menor.

Nas linhas 3, 4 e 5 de ambos os experimentos, observa-se comportamento
semelhante ao do controle positivo; tal comportamento corrobora a hipotese de que os
complexos ndo se ligam a nenhuma das bases nitrogenadas do DNA, uma vez que nao
foram capazes de impedir a agdo das enzimas restritoras BanHI e Ndel sobre a cadeia de
DNA plamideal circular superenovelado. Todas as amostras de DNA incubadas com os
complexos S7, S8 ou S9 foram linearizadas por acdo de clivagem das endonucleases

restritoras.

Discussédo dos resultados dos experimentos com DNA

Os resultados expostos acima indicam que os complexos S7, S8 e S9 néo formam
ligacbes covalentes com o DNA, pois ndo foram detectadas modificagbes na conformacgéo
da biomolécula pelos ensaios bioquimicos. Sugere-se também que a parte aromatica dos
complexos ndo pode se intercalar completamente entre os pares de bases nitrogenadas
complementares do DNA, uma vez que ndo foram observadas modificacdes na temperatura

de desnaturacéo da dupla-fita ou desenrolamento do DNA plasmideal.

No entanto, a exaustiva dialise das amostras de DNA com os complexos, a
precipitagcdo do DNA e o experimento de cinética de ligacdo indicaram a existéncia de uma
forte interacdo entre S7, S8 e S9 com o biopolimero.

E possivel que os complexos interajam superficialmente com a dupla-fita de DNA,
aproximando-se da sua cadeia de fosfatos por meio de interacdes eletrostaticas entre o
metal carregado positivamente e os fosfatos carregados negativamente e que, em seguida,
estabeleca ligacbes de hidrogénio entre os componentes dos ligantes e os atomos de
oxigénio dos grupos fosfatos. Neste caso, ndo haveria modificagdo da conformacgdo da
cadeia de DNA e, portanto, os métodos bioquimicos seriam incapazes de detectar o seu
modo de agdo sobre a biomolécula. Interagbes deste tipo ja foram observadas por difracao
de raios-X [82].

4.5 Consideracdes espectroscopicas sobre os compostos de coordenacdo do tipo
[PdX(im)(PPhj3)], X = ClI (S10), Br (S11), 1 (S12) e SCN (S13)
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Os complexos S10-S13 possuem coloracbes que variam do amarelo escuro ao
marrom e pontos de fusdo entre 132 e 230 °C. Todos foram sintetizados através de reagdes
de substituicho, em meio de metanol, partindo-se do complexo precursor bis-

acetonitriladicloropaladio(ll). A sintese dos complexos S10-S13 é mostrada no Esquema 7.

Esquema 7. Reacao de sintese dos complexos S10 - S13. Fonte: autor.
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[PACl,(MeCN),] + im + PPhy — E d=s “J— O —-E >==—F§-P—<\:>/
X = Br(S11), | (512}, SCN (513}

No esquema acima os complexos representados aparecem na forma trans.
Entretanto, ndo foi possivel caracterizar a conformacdo dos complexos pelos métodos
utilizados na elucidacéo de suas estruturas. Existe a possibilidade de que sejam complexos

cis.

A Tabela 18 mostra os resultados de andlise elementar e os pontos de fusdo dos
compostos S10-S13.

Tabela 18. Resultados de analise elementar para os complexos S10-S13 e seus respectivos

pontos de fuséo.

P.f. Analise Elementar — obt. (calc.)
Compostos o
(°C) %C %H %N
(S10) [PAClI,(im)(PPhg)]-MeOH 162 48,00 (46,05) 4,28 (4,29) 4,32 (4,88)
(S11) [PdBr,(im)(PPh3)] 138 39,50 (39,90) 3,62(3,36) 4,44 (4,23)
(S12) [PdIy(im)(PPh3)] 132 35,42 (34,31) 3,05(2,92) 3,76 (3,87)

(S13) [PA(SCN),(im)(PPh3)]-H.O 191 47,06 (45,66) 3,61 (3,83) 9,54 (9,26)
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Espectroscopia Vibracional no Infravermelho

As principais vibragdes observadas no espectro da trifenilfosfina (PPhs) livre séo:
v(C-C) do anel aromético em 1469 e 1427 cm™, y(C-H) 747 e 692 cm™, v(P-Phs) em 1086 e
426 cm™ e, finalmente, 3(P-Phs) em 499 cm™ (Figura 56). O espectro da imidazolidina-2-

tiona livre ja foi discutido na secéo 4.2.

Figura 56. Espectro no IV da trifenilfosfina livre. Fonte: autor.

NGimero de onda (cm™)

Nos espectros dos complexos S10-S13 (Figura 57), € possivel observar o
desparecimento das badas de v(S-H) e v(C=N) do ligante imidazolidina-2-tiona sugerindo
que este esteja coordenado ao centro metalico pela forma tautomérica A (Figura 38). As
fortes absorgbes entre 3100 e 3400 cm™, referentes as vibragdes v(N-H) sdo também
indicativas de coordenacdo do ligante Im ao paladio. Nos espectros dos complexos, tais
bandas aparecem menos alargadas, sugerindo a diminuicdo das interacdes de hidrogénio

intermoleculares apods a coordenacao.
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Observam-se também as bandas em torno de 1094 cm™, referentes & absorcéo de
v(P-Ph3) nos espectros dos complexos, evidenciando a presenca do ligante PPhs. Em
aproximadamente 745 e 700 cm™ observam-se as duas bandas atribuidas & vibracédo
v(C-H), caracteristicas dos seus anéis aromaticos monossubstituidos. Além disso, as
absorcdes em torno de 3050 e 2890 cm™, atribuidas a v(C-H) de C(sp?) e v(C-H) de C(sp?),
respectivamente, aparecem nos espectros dos quatro complexos sisntetizados, sugerindo

mais uma vez a presenca de ambos os ligantes.

No espectro do complexo S13 observa-se a banda de absorgdo de v,(SCN) em
2103 cm™, sugerindo que o ion tiocianato coordenou-se ao centro metalico via atomo de

enxofre.

A Tabela 19 mostra as principais absor¢des observadas no espectros dos complexos
S10-S13.

Tabela 19. Principais absor¢cbes observadas nos espectros no infravermelho dos complexos

[PACI(im)(PPh3)]  (S10), [PdBry(im)(PPh3)] (S11), [Pdl(im)(PPh3)] (S12) e
[PA(SCN),(im)(PPhg)] (S13).
Frequéncias de absorcéo (cm™)
S10 S11 S12 S13 Atribuicdes
3207; 3136 mf | 3367; 3143 mF 3360; 3129 F 3182 F V(N-H)
3046 om 3053 om 2997 om 3049 om v(C-H), C(sp?)
2895 f 2889 f 2882 f 2901 f v(C-H), C(sp®)
- - - 2103 F Vas(SCN)
1096 mF 1094 mF 1093 mF 1095 mF v(P-Ph,)
755 mF; 692 F | 750 m; 699 mF | 743 m; 693 mF | 749 m; 692 mF Y(C-H)arom

v = estiramento, 6 = deformacao, y = deformacéo fora do plano. F = forte, m = média, mf = média-fraca,
f = fraca. (*) = encoberto.
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Figura 57. Espectros no IV do ligante imidazoldina-2-tiona e dos complexos
[PACIy(im)(PPh3)]  (S10), [PdBry(im)(PPh3)]  (S11), [Pdl(im)(PPh3)] (S12) e
[PA(SCN),(im)(PPh3)] (S13). Fonte: autor.

Ressonéancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN dos complexos S10, S11 e S13 foram obtidos utilizando-se
DMSO deuterado como solvente. N&o foi possivel obter o espectro do complexo S12
([Pdlx(im)(PPh3)]) devido a baixa solubilidade do mesmo. Em 2,50 e 3,30 ppm observam-se
os sinais do solvente deuterado e da agua residual, respectivamente. A Figura 58 mostra o0s
espectros de RMN de *H dos complexos S10, S11 e S13.
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Figura 58. Espectros de RMN de 'H dos complexos [PdCly(im)(PPhs)] (S10),
[PdBr,(im)(PPh3)] (S11) e [PA(SCN),(im)(PPhs)] (S13). Deslocamento quimico em ppm.
Solvente: DMSO. Campo magnético: 11,7 T. Fonte: autor.
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Os espectros de S10 e S11 apresentam um simpleto em 3,15 ppm. Este sinal é

referente ao grupo (-CHz) da molécula de metanol residual da reacéo.

Nos trés espectros, o sinal atribuido aos hidrogénios do grupo metileno do ligante Im
apareceu em aproximadamente 3,50 ppm. O sinal alargado atribuido ao préton do grupo
(-NH) aparece em 8,79, 8,82 e 8,90 ppm nos espectros dos complexos S10, S11 e S13,
respectivamente. Em todos os espectros mostrados acima, observam-se multipletos na

regido entre 8 7,70 e 7,45, atribuidos aos hidrogénios dos anéis aromaticos da PPhs.

Devido a baixa solubilidade dos complexos nos solventes deuterados disponiveis, 0s

espectros de RMN de **C néo foram obtidos.

Termogravimetria (TGA)

A Figura 59 mostra as curvas TGA e a Tabela 20 apresenta os dados de

termodecomposi¢do dos complexos S10, S11 e S13:

Figura 59. Curvas de termodecomposi¢cdo e DTA dos complexos [PdCl,(im)(PPhg)], (S10),
[PdBr,(im)(PPh3)] (S11) e [PA(SCN),(im)(PPhs)] (S13). Fonte: autor.
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Tabela 20. Dados de andlise térmica para os complexos [PdCl(im)(PPh3)] (S10),
[PdBr,(im)(PPh3)] (S11) e [PA(SCN),(im)(PPhg)] (S13).

Complexo Etapa (Ti,Ty)/ °C Am /%
1 100-353 -68,80
S10 2 353-726 -10,75
Residuo 20,43 (19,64)*
1 74-149 -3,76
2 149-381 -65,59
S11
3 381-688 -12,85
Residuo 17,80 (16,87)*
1 178-225 -3,06
2 225-370 -71,03
S13
3 370-789 -7,15
Residuo 18,76 (18,13)*

*Obtido (calculado)

A decomposicdo do complexo S10 consiste em duas etapas: a primeira inicia-se a
temperatura de 100 °C, finalizando-se em 353 °C. Nesta etapa ocorre a perda de 68,60% de
massa do composto. A etapa seguinte ocorre entre 353-726 °C, com uma perda de massa
equivalente a 10,75%. Esta decomposicdo resultou em uma massa de residuo
correspondente a 20,43 %, a qual consiste de Pd® e concorda com o valor calculado de

residuo de paladio metalico para este complexo (19,64%).

A termodecomposi¢cdo dos complexos S11 e S13 ocorre em trés etapas. Para o
complexo S11, a primeira etapa acontece entre 74-149 °C, com perda de 3,76% de massa.
A segunda etapa ocorre na faixa de temperatura de 149-381 °C, com uma reducéo de
massa de 65,59%. Na faixa entre 381-688 °C ocorre uma terceira perda de massa (12,85%).
O residuo final desta decomposicéo é constituido por 17,80% de massa, correspondente ao
conteido de Pd° na amostra, novamente de acordo com o valor calculado de paladio

metalico para este complexo (16,87%).

A decomposicdo do complexo S13 inicia-se na temperatura de 178 °C. A primeira
etapa se completa em 225 °C e observa-se uma perda de massa de 3,06%. A segunda

etapa (225-370 °C) envolve uma perda de 71,03% de massa do composto. Finalmente,
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entre 370-789 °C ocorre a ultima perda de massa (7,15%). Obteve-se, como residuo final
18,66% de massa do complexo, correspondente ao contetdo total de Pd® na amostra, a qual

concorda com o valor calculado de paladio metalico em S13 (18,13%).

A estabilidade térmica dos compostos é proposta considerando o inicio de cada
termodecomposicdo. Propbe-se, dessa maneira, uma ordem decrescente de estabilidade

térmica considerando suas temperaturas iniciais de decomposicéo:

X =813>510>S11.

Proposicéo Estrutural

De acordo com os dados obtidos pela espectroscopia de absorcdo no 1V,
espectroscopia de RMN de 'H, em correlacéo aos resultados de analise elementar e anélise
térmica, sugere-se que 0S compostos, no estado soélido, apresentem as estruturas

mostradas na Figura 60.

Sugere-se que complexos sintetizados sejam mononucleares, com o ligante PPh;
coordenado ao metal por meio do atomo de fésforo e o ligante Im coordenado através do
atomo de nitrogénio. Os haletos (Cl, Br e 1) e o pseudohaleto SCN ligam-se terminalmente
ao atomo de paladio(ll). Nao ha evidéncias de que os complexos, em estado sdlido,

apresentem a conformac&o trans ou cis.
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Figura 60. Estruturas propostas para os complexos [PdCly(im)(PPh3)] (S10),
[PdBr,(im)(PPh3)] (S11), [Pdl(im)(PPh3)] (S12) e [PA(SCN),(im)(PPh3)] (S13). Fonte: autor.
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Célculos tedricos realizados em nosso grupo de pesquisa apontam a conformacéao
trans como sendo a mais estavel (dados nao-publicados). Entretanto, um complexo
mononuclear de Pd(Il), contendo os ligantes PPhjs, tu e Cl, sintetizado em nosso laboratério,
teve a sua estrutura determinada por difracdo de raios X e apresentada na tese de
doutorado de MORO, A. C [38]. O complexo [PdCI,(PPhs)(tu)] apresentou conformacgéo cis
no estado sdlido (Figura 61).
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Figura 61. Estrutura molecular [38] do
cé ca complexo [PdCl(PPh3)(tu)].

4.5.1.Estudo da Citotoxicidade Frente a Linhagem U87MG e Sobrevivéncia Celular

Amostras dos complexos S10-S13, bem como dos ligantes Im e PPh; livres, foram
enviadas ao Laboratério de Citogenética e Mutagénese, do Departamento de Genética da
USP — Campus de Ribeirdo Preto. Nesse laboratério, o doutorando Paulo Roberto D"Auria
Vieira de Godoy, sob orientacdo da professora Elza Tiemi Sakamoto Hojo, realizou os
experimentos com a linhagem de gliobastoma U87MG (tumor cerebral humano) utilizando o
Cell Proliferation Kit Il (XTT) para analisar a citotoxicidade (24 h), Figura 62, e a
sobrevivéncia celular (120 h), Figura 63, em resposta ao tratamento com diversas
concentracdes dos complexos S10-S13 e dos ligantes Im e PPh; (100, 50, 25, 12,5 e 6,25
MM). Todas as solugdes foram preparadas momentos antes da aplicacao das amostras nos

testes, em concentragcdo maxima de DMSO de 5% v/v diluidas no meio de cultura.
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Figura 62. Resposta aos tratamentos (24 h) com cinco concentragbes dos complexos S10,
S11, S12 e S13 e dos ligantes imidazolidina-2-tiona (im) e trifenilfosfina (PPhz) (100, 50, 25,
12,5 e 6,25 uM) realizados para a linhagem de glioblastoma U87MG. As células foram
colhidas 24 h apo6s o tratamento. Foram realizados trés experimentos independentes. Fonte:

autor.

E possivel observar pelos graficos que somente os complexos [PdCl,(im)(PPhs)]
(S10), [PdBr,(im)(PPhs)] (S11) e [PA(SCN).(im)(PPh3)] (S13) apresentaram alguma atividade
citotéxica imediata, destacando-se o complexo [PdCl,(im)(PPh3)], cuja atividade é mais
pronunciada na concentracdo de 100 uM (menos de 20% de células viaveis apos 24 horas

de exposicao).

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de sobrevivéncia celular (120 h de
exposi¢cao) mostraram também que ndo houve diferencgas significativas nas porcentagens de
células viaveis em todas as concentracdes testadas das solu¢des contendo as substancias
imidazolina-2-tiona e trifenilfosfina, quando comparadas com as apresentadas pelo grupo
controle. Diferencas estatisticamente significativas foram observadas, em relacdo ao
controle, para o tratamento com o composto [PdCI,(im)(PPh3)] (S10) na concentracdo de
100 uM, reduzindo significativamente a porcentagem de sobrevivéncia para
aproximadamente 2%. Essa linhagem apresentou uma reducéo nas taxas de sobrevivéncia
para 18% e 42% em resposta ao tratamento com os complexos [PdBr,(im)(PPh3)] (S11) e
[PA(SCN),(im)(PPh3)] (S13), respectivamente (Figura 63).
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Figura 63. Resposta aos tratamentos (120 h) com cinco concentracdes dos complexos S10,
S11, S12 e S13 e dos ligantes imidazolidina-2-tiona (im) e trifenilfosfina (PPhz) (100, 50, 25,
12,5 e 6,25 uM) realizados para a linhagem de glioblastoma U87MG. Foram realizados trés

experimentos independentes. Fonte: autor.

Este resultado preliminar mostra que as moléculas organicas livres ndo possuem
nenhuma atividade citotoxica frente a células tumorais de glioblastoma cerebral, porém os
complexos de paladio(ll) contendo as mesmas moléculas como ligantes coordenados
podem apresentar toxicidade consideravel. A investigacdo de diferentes haletos e
pseudohaletos como ligantes auxiliares em complexos também possui importancia
fundamental no que diz respeito a atividade biolégica, pois como evidenciado, a atividade
citotoxica depende também da natureza dos co-ligantes aniénicos. No estudo descrito nesta
tese, observa-se que o composto [Pdl(im)(PPh3)] (S12), contendo iodeto como co-ligante,
nao apresentou atividade significativa frente as células tumorais enquanto que os complexos
[PACI,(im)(PPh3)] (S10), [PdBry(im)(PPh3)] (S11) e [PdA(SCN),(im)(PPh3)] (S13) exerceram

efeitos citotoxicos relevantes.

Para a determinagéo do ICs, (Tabela 21), foi utilizado o software Graphpad prism 5,
empregando-se 0 método de andlise nado linear entre a sobrevivéncia (escala log) e as

concentracoes (escala linear).
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Tabela 21. Dados relativos a concentracdo minima para inibir o crescimento de 50% das
células de glioma (US7MG), 120 h apés o tratamento. O R? corresponde ao coeficiente de
adequacdo dos dados em relagcdo a funcdo dose resposta de cada complexo. As

substancias PPh; e im ndo seguem um padrédo de dose resposta.

Composto ICso (UM) R?
(S10) 56,01 + 1,06 0,9306
(S11) 86,59 + 0,16 0,9034
(512) 2135+ 1,42 0,7070

(S13) 95,08 + 1,07 0,7786
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Novos complexos ciclopaldados contendo o ligante benzaldeidoxima foram obtidos,
partindo-se do precursor [Pd(u-Cl)(dmba)l,. A reacdo de transciclometalagdo forneceu o
complexo dimérico [Pd(bzox)(u-Cl)], (S1) a partir do qual foram sintetizados, por reacdes de
troca de ligantes, os complexos [Pd(bzox)(u-X)]., X = Br (S2) ou SCN (S3). O complexo
[Pd(bzox)(u-X)]. serviu ainda de precursor em outras reacdes de clivagem que produziram

ciclopaladados mononucleares.

As estruturas dos complexos foram propostas com base em dados de analise
elementar, espectroscopia no infravermelho e ressonancia magnética nuclear 1D e 2D. Os
espectros de RMN destes compostos evidenciam a troca dos ligantes dmba por bzox,
devido a auséncia dos sinais atribuidos as metilas e ao grupo (-C-CH,) do ligante dmba. As
porcentagens de massa residual, obtidas ao final dos experimentos de termogravimetria,
coincidem com os valores calculados para cada estrutura proposta, bem como os resultados
de andlise elementar de C, H e N. As informacfes obtidas com os espectros no IV indicam

gue houve a formacéo de ligagdo C-Pd, com o carbono em posicéo orto da bzox.

Os ciclopaladados do tipo [Pd(bzox)X(im)], X = CI (S4), Br (S5) ou | (S6), foram
obtidos a partir de reacdes de clivagem do dimero [Pd(bzox)(u-Cl)],. Os espectros de RMN
de 'H, **C e bidimensionais evidenciaram a manutencdo da integridade do metalociclo,
formado com o atomo de nitrogénio e o C orto do ligante bzox, e a coordenacédo do ligante
imidazolidina-2-tiona ao centro metalico através do atomo de enxofre. Todos os dados
obtidos por analise elementar e espectroscopia no IV sugerem também a formacédo das

estruturas propostas.

Os complexos [Pd(bzox)(tu),]Cl (S7), [Pd(bzox)(dmtu),]Cl (S8) e [Pd(bzox)(bipy)]CI
(S9) nado tiveram as suas estruturas totalmente elucidadas, porque nao foi possivel a
obtencéo dos espectros de RMN. Somente para o complexo [Pd(bzox)(dmtu),]Cl o espectro
de RMN de '*C, no estado soélido foi obtido. Os sinais observados evidenciaram a
manutencdo da integridade do metalociclo no estado sélido, e a coordenacdo de duas

unidades do ligante dimetiltiouréia, via atomo de enxofre.

Compostos de coordenacao do tipo [PdX,(im)(PPhj)], X = CI (S10), Br (S11), | (S12)
e SCN (S13), foram sintetizados através de uma reacao de troca de ligantes utilizando-se o
precursor [PdCIly(MeCN);], MeCN = acetonitrila. Os espectros no IV dos complexos sugerem
a presenca dos ligantes Im e PPh; em todos eles, bem como os espectros de RMN. Os

dados de andlise elementar e as porcentagens de massas residuais obtidas apdés os
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experimentos de termogravimetria estdo de acordo com os valores calculados para as

estruturas propostas. No entanto, nao foi possivel esclarecer a isomeria dos complexos.

Estudos de Citotoxicidade

A atividade citotoxica dos complexos [Pd(bzox)(u-Cl),] (S1) e [Pd(bzox)X(im)], X = CI
(S4), Br (S5) ou | (S6), bem como dos ligantes Im e Hbzox, foram avaliadas frente a
linhagem celular LM3 de adenocarcinoma mamario murino. Observou-se que a atividade
dos ligantes livres foi muito menor do que a atividade dos complexos testados. Este fato
ressalta a potencializacdo do efeito citotéxico dos compostos quando coordenados a um
centro metdlico. Além disso, os complexos ciclopaladados contendo o ligante imidazolidina-
2-tiona (S4-S6) apresentaram valores de ICso menores do que o da cisplatina, evidenciando

novamente a importancia desta classe de compostos nos estudos de atividade antitumoral.

Os complexos do tipo [PdX,(im)(PPh3)] X = CI (S10), Br (S11), | (S12) e SCN (S13)
foram empregados em ensaios de que visavam avaliar a atividade citotoxica dos mesmos
frente a linhagem celular U87MG, de glioblastoma cerebral humano. Destacou-se a
atividade do complexo S10, que apresentou ICs, = 56 pM. Os glioblastomas sao
caracteristicamente resistentes ao tratamento com cisplatina e, frequentemente, apresentam
resisténcia adquirida a outros farmacos [83,84]. Portanto, a investigacdo de novos

compostos capazes de combater este tipo de cancer eficientemente é muito importante.

Estudos de Ligacdo ao DNA

Os complexos [Pd(bzox)(tu),]Cl (S7), [Pd(bzox)(dmtu),]Cl (S8) e [Pd(bzox)(bipy)]CI
(S9) foram submetidos a ensaios que visavam avaliar a interagdo entre 0s mesmos e o
DNA. Estudos sobre a cinética de ligacdo mostraram que os complexos apresentam alta
afinidade pelo biopolimero, ligando-se a ele em poucos minutos. Apos 24 horas de
incubacdo, mais de 80% da quantidade adicionada de complexo encontrava-se ligada ao
DNA. Entretanto, os ensaios de temperatura de desnaturacao térmica e de desenrolamento
da dupla-fita de DNA plasmideal demonstraram que os complexos ndo foram capazes de
modificar a estrutura do biopolimero. A presenca dos compostos também nao foi capaz de
impedir a clivagem da dupla-fita por agdo das enzimas endonucleases restritoras. Dessa
forma, sugere-se que eles sejam capazes de interagir eletrostaticamente com a cadeia de
fosfatos do DNA, através da aproximacao entre o &tomo de paladio carregado positivamente
e 0s atomos de oxigénio carregados negativamente, e por meio de ligacdes de hidrogénio
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entre os ligantes organicos dos complexos e 0s outros atomos presentes na cadeia de
acucar-fosfato do DNA. Este tipo de interacéo ja foi observada para um complexo trinuclear
de Pt [82].
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6. PERSPECTIVAS

Finalizar a caracterizagéo por RMN 1D e 2D dos complexos S7-S13.

Testar a atividade dos complexos S4-S7 e S10 frente a células saudaveis (ndo-

tumorais) para a determincao do indice de seletividade (IS) e do indice terapéutico

(Im).

Realizar o Teste de Ames (ensaio de mutagenicidade) com o complexo S10, para

verificar se a sua atividade biol6gica se deve a interagdo com o DNA.
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ANEXO A — Espectros de RMN de 'H e de *C do complexo [Pd(bzox)Br(im)]
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ANEXO B - Espectros gHMQC e gHMBC do complexo [Pd(bzox)Br(im)]
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ANEXO C - Espectros RMN de *H e *C do complexo [Pd(bzox)I(im)]



ANEXO D - Escpectros gHMQC e gHMBC do complexo [Pd(bzox)I(im)]
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