4

y

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA é 7

-
s
" INSTITUTO DE QUIMICA - Araraquara

Tese de Doutorado

SINTESE, CARACTERIZAGAO E ESTUDO DA ATIVIDADE
ANTITUMORAL DE COMPLEXOS DE PALADIO(Il) COM
LIGANTES SULFURADOS E TRIFENILFOSFINA

Fillipe Vieira Rocha

Araraquara
2013



FILLIPE VIEIRA ROCHA

Sintese, caracterizacao e estudo da atividade
antitumoral de complexos de paladio(ll) com
ligantes sulfurados e trifenilfosfina

Tese apresentada ao Instituto de Quimica,
Universidade Estadual Paulista, como parte

dos requisitos para obtencao do titulo de
Doutor em Quimica

Orientador: Prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy Netto
Coorientador: Prof. Dr. Antonio Eduardo Mauro

Araraquara
2013



FICHA CATALOGRAFICA

Rocha, Fillipe Vieira

R672s Sintese. caracterizacao e estudo da atividade antitumoral

de complexos de paladio(Il) com ligantes sulfurados e
trifenilfostina / Fillipe Vieira Rocha. —
Araraquara : [s.n], 2013

1451 -1l

Tese (doutorado) — Universidade Estadual Paulista.
Instituto de Quimica

Orientador: Adelino Vieira de Godoy Netto

Coorientador: Antonio Eduardo Mauro

1. Quimica morganica. 2. Atividade antitumoral.
3. Paladio(II). 4. Inibi¢do de enzimas. 5. Espectroscopia.
I. Titulo.

Elaboragdo: Servico Técnico de Biblioteca e Documentacio do Instituto de Quimica de Araraquara
Secdo Técnica de Aquisicdo ¢ Tratamento da Informagio




FILLIPE VIEIRA ROCHA

Tese apresentada ao Instituto de
Quimica, Universidade Estadual
Paulista, como parte dos requisitos para
obtengdo do titulo de Doutor em
Quimica.

Araraquara, 06 de dezembro de 2013.

BANCA EXAMINADORA

g i
1

Prof. Dr. ADELIN® VIEIRA DE GODOY NETTO

Instituto de Quimica / UNESP / Araraquara.

5{/),(4 A \\ Q) Con u,'V\}\)
Profe. Dr. ISABELE RODRIGUES NASCIMENTO
Instituto de Qunmlca / UNESP / Araraquara.

//. [ﬂL N\
Prof. Dr. VICTQR MARCELO DEFLON
Instituto de Quimica / USP / Sao Carlos.

U [ ( it e
Profe. Dr¥. A A MARIA DA COSTA FERREIRA
Instituto de Quimica / USP / Sao Paulo.

Prof. Dr. \LD NO BO gLIV/E%AA’V

Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia / UFS / Sao Cristovao.



DADOS CURRICULARES

DADOS PESSOAIS

Nome: Fillipe Vieira Rocha

Data de Nascimento: 07 de novembro de 1985
Naturalidade: Juiz de Fora — MG
Nacionalidade: Brasileira

Filiacdo:

Pai — Luiz Carlos Rocha

Mae — Suely Vieira Baio Rocha
Enderego para Correspondéncia:

Av. Alberto Toloi, 185/43 — Bloco 5
Bairro: Quitandinha — CEP: 14800-105
Araraquara - SP

e-mail: passaras47@yahoo.com.br

FORMAGAO ACADEMICA

2008-2010 Mestrado em Quimica
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, IQ-UNESP, Araraquara
Projeto: Estudo da atividade biolégica de compostos de paladio(ll).
Orientador: Prof. Dr. Adelino Vieira de Godoy Netto
Coorientadora: Profa. Dra. Regina Célia Galvdo Frem Di Nardo

2004-2007 Bacharelado e Licenciatura em Quimica
Universidade Federal de Juiz de Fora
Projeto: Sintese e caracterizagdao de complexos de platina(ll) e paladio(ll) com
ligantes derivados da 6-mercaptopurina.
Orientadora: Profa. Dra. Ana Paula Soares Fontes

PUBLICACOES

01. BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; GAUTIER, A.; MOREL, L.; QUILLES, M. B.; CARLOS, |.Z.;
TREU-FILHO, O.; FREM, R. C. G.; MAURO, A. E.; NETTO, A. V. G. Synthesis, cytotoxic
activity and DNA interaction of Pd(ll) complexes bearing N’-methyl-3,5-dimethyl-1-
thiocarbamoylpyrazole. Polyhedron, v. 65, p. 214-220, 2013.

02. ROCHA, F. V.; BARRA, C. V.; MAURO, A. E.; CARLOS, I.Z.; NAUTON, L.; EL GHOZZI, M.;
GAUTIER, A.; MOREL, L.; NETTO, A. V. G. Synthesis, characterization, X—ray structure,
DNA cleavage and cytotoxic activities of palladium(ll) complexes of 4—phenyl-3—
thiosemicarbazide and triphenylphosphine. Eur. J. Inorg. Chem., v. 2013, p. 4499-
4505, 2013.



03.

04.

05.

06.

07.

08.

09.

BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; NETTO, A. V. G.; SHIMURA, B.; FREM R. C. G.; MAURO, A.
E.; CARLOS, I. Z.; ANANIAS, S. R.; QUILLES, M. B. New palladium(Il) complexes with
pyrazole ligands: Synthesis, spectral and thermal studies and antitumor evaluation.
Part I. J. Therm. Anal. Calorim., v. 106, p. 483-488, 2011.

BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; NETTO, A. V. G.; SHIMURA, B.; FREM R. C. G.; MAURO, A.
E.; CARLOS, I. Z.; ANANIAS, S. R.; QUILLES, M. B. New palladium(ll) complexes with
pyrazole ligands: Synthesis, spectral and thermal studies and antitumor evaluation.
Part Il. J. Therm. Anal. Calorim., v. 106, p. 489-494, 2011.

ROCHA, F. V.; BARRA, C. V.; FRANCHI, S. J. S.; NETTO, A. V. G.; MAURO, A. E.; FREM R.
C. G. Study on the thermal behavior of the complexes of the type [PdX,(tdmPz)] (X =
Cl, Br, I, SCN’). J. Therm. Anal. Calorim., v. 106, p. 385-389, 2011.

ROCHA, F. V.; BARRA, C. V.; NETTO, A. V. G.; MAURO, A. E.; CARLOS, I. Z.; FREM R. C. G.;
ANANIAS, S. R.; QUILLES, M. B.; STEVANATO, A.; ROCHA, M. C. 3,5-dimethyl-1-
thiocarbamoylpyrazole and its Pd(ll) complexes. Synthesis, spectral studies and
antitumor activity. Eur. J. Med. Chem., v.45, p. 1698-1702, 2010.

SILVA, H.; BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; ALMEIDA, M. V.; CESAR, E.T.; SIQUEIRA, L. M. S.;
LOPES, M. T. P.; FONTES, A. P. S. Synthesis, characterization, and cytotoxic activity of
novel platinum(ll) complexes derived from N-benzylethylenediamine and oxalato.
Chem. Biol. Drug Des., v. 75, p. 407-411, 2010.

SILVA, H.; BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; LOPES, M. T. P.; FONTES, A. P. S. Novel
platinum(ll) complexes of long chain aliphatic diamine ligands with oxalato as the
leaving group. Comparative citotoxic activity relative to chloride precursors. J. Braz.
Chem. Soc., v. 21, p. 1961-1967, 2010.

TREU-FILHO, O. ; ROCHA, F. V. ; NETTO, A. V. G. ; Pinheiro, José C. ; Utuni, Vegner H. S. ;
Kondo, Rogério T. ; MAURO, A. E. . Molecular structures and vibrational frequencies for
[PdX,(tdmPz)] (X=CI, SCN'): A DFT study. Journal of Molecular Structure, v. 921, p.
239-243, 2009.

TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS

01.

02.

BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; MAURO, A. E.; GARRIDO, S. S.; CARLOS, I. Z.; ELLENA, J. A,;
GAUTIER, A.; MOREL, L.; NETTO, A.V.G. “Structure, cytotoxicity, DNA interaction and
Topoisomerase |l inhibition of Pd(ll) complexes bearing N,S-donor ligand and
triphenylphosphine”. 9" International Congress on Pharmaceutical Sciences — CIFARP
2013, Ribeirdo Preto-SP, 20 a 23 de novembro de 2013.

BARRA, C. V. ; ROCHA, F.V. ; MAURO, A.E. ; FREM, R.C.G. ; MOREL, L. ; GAUTIER, A. ;
NETTO, A.V.G. “DNA binding and citotoxicity of Pd(ll) complexes bearing 1,10-
phenanthroline and thioureas ligands”. International Conference on Bioinorganic
Chemistry - ICBIC16, Grenoble — Franca, 22 a 26 de julho de 2013.



03.

04.

05.

06.

07.

08.

09.

10.

1.

ROCHA, F.V.; BARRA, C. V.; MAURO, A. E.; GARRIDO, S. S. ; CARLOS, I.Z. ; NAUTON, L. ;
GHOZZI, M. E. ; GAUTIER, A. ; MOREL, L. ; NETTO, A.V.G. “Palladium(Il) complexes with
N,S-donor ligand: Synthesis, cytotoxicity, DNA interaction and topoisomerase |l
inhibition”. International Conference on Bioinorganic Chemistry - ICBIC16, Grenoble —
Franca, 22 a 26 de julho de 2013.

ROCHA, F.V.; BARRA, C. V.; NETTO, A.V.G. ; MAURO, A.E. ; FREM, R.C.G. ; GAUTIER, A,;
MOREL, L. “Sintese, caracterizacdo e estudo de interacdo com o DNA de complexos
cationicos de palddio(ll)”. 362 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
Aguas de Linddia-SP, 25 a 28 de maio de 2013.

BARRA, C. V.; LEMOS, S. C. ; ROCHA, F. V.; NOVAKOVA, O. ; ZERZANKOVA, L. ;
LISKOVA, B. ; BRABEC, V. ; NETTO, A. V. G. ; MAURO, A.E. ; FREM, R.C.G. “Structure,
cytotoxic activity and DNA binding of Pd(ll) complexes bearing N-methyl-1-
thiocarbamoyl-3,5-dimethylpyrazole”. International Symposium on Metal Complexes
2012, Lisboa — Portugal, 18 a 22 de junho de 2012.

ROCHA, F. V.; BARRA, C. V.; NETTO, A. V. G. ; MAURO, A. E. ; FREM, R. C. G. “Sintese e
caracterizacdo de novos complexos de palddio(ll) do tipo [PdX(PPh,)(TAAA)] (TAA=
tioacetamida; X = CI, Br, I')”. 34 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica,
Floriandpolis-SC, 23 a 26 de maio de 2011.

BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; NETTO, A. V. G. ; MAURO, A. E. ; FREM, R. C. G. ; QUILLES,
M. B. ; CARLOS, I. Z. “Sintese, caracterizacao e atividade antitumoral de complexos de
palddio(ll) contendo o ligante 3,5-dimetil-1-metiltiocarbamolpirazol”. 34° Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, Floriandpolis-SC, 23 a 26 de maio de 2011.

BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; NETTO, A. V. G.; MAURO, A. E.; FREM, R. C. G. ; QUILLES,
M. B. ; CARLOS, I. Z. “Complexos pirazélicos de paladio(ll): sintese, caracterizacdo e
estudo da atividade antitumoral”. 332 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de
Quimica, Aguas de Linddia-SP, de 28 a 31 de maio de 2010.

BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; NETTO, A.V.G. ; MAURO, A.E. ; FREM, R.C.G. ; QUILLES,
M.B. ; CARLOS, I. Z. “Investigacdo do comportamento térmico e atividade bioldgica de
complexos pirazélicos de Pd(Il)”. VII Congresso Brasileiro de Anadlise Térmica e
Calorimetria, S3o Pedro-SP, 25 a 28 de abril de 2010.

BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; NETTO, A. V. G. ; MAURO, A. E. ; FREM, R. C. G. ; QUILLES,
M. B. ; CARLOS, I. Z. “Complexos de Pd(ll) contendo o ligante 4-metilpirazol: Sintese,
estudo do comportamento térmico e atividade bioldgica”. VIl Congresso Brasileiro de
Andlise Térmica e Calorimetria, S3o Pedro-SP, 25 a 28 de abril de 2010.

ROCHA, F. V.; BARRA, C. V. ; Franchi, S.J. S.; NETTO, A. V. G. ; MAURO, A. E. ; FREM, R.
C. G. “Estudo do comportamento térmico de complexos de paladio(ll) do tipo
[PdX,(tdmPz)] (X = CI,, Br, I, SCN)”. VII Congresso Brasileiro de Anadlise Térmica e
Calorimetria, Sdo Pedro-SP, 25 a 28 de abril de 2010.



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

BARRA, C.V.; ROCHA, F. V.; NETTO, A. V. G.; MAURO, A. E.; FREM, R. C. G.; QUILLES, M.
B.; CARLOS, I. Z. “Sintese, caracterizacdo e estudo da atividade bioldgica de complexos
de palddio(ll) contendo ligantes pirazélicos”. 17° Encontro da SBQ — Regional Interior
Paulista Waldemar Saffioti, Araraquara-SP, de 18 a 20 de outubro de 2009.

BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; NETTO, A. V. G.; MAURO, A. E.; FREM, R. C. G.; QUILLES, M.
B.; CARLOS, I. Z. “Complexos de paladio(ll) contendo o ligante 4-metilpirazol: Sintese,
caracterizagdo e avaliagao da atividade antitumoral”. 17° Encontro da SBQ — Regional
Interior Paulista Waldemar Saffioti, Araraquara-SP, de 18 a 20 de outubro de 2009.

SILVA, H.; BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; SIQUEIRA, L. M. S.; LOPES, M. T. P.; FONTES, A. P.
S. “Effect of leaving group on cytotoxic activity of long aliphatic chain diamine platinum
complexes”. | Latin American Meeting on Biological Inorganic Chemistry, Foz do
Iguacu-PR, 31 de agosto a 4 de setembro de 2008.

ROCHA, F. V.; BARRA, C. V.; NETTO, A. V. G.; MAURO, A. E.; FREM, R. C. G.; ANANIAS, S.
R.; STEVANATO, A.; ROCHA, M. C.; CARLQOS, I. Z. “Synthesis and antitumour properties
of palladium(ll) containing N,S-based ligands”. | Latin American Meeting on Biological
Inorganic Chemistry, Foz do Iguacu-PR, 31 de agosto a 4 de setembro de 2008.

BARRA, C. V.; SHIMURA, B.; ROCHA, F. V.; NETTO, A. V. G.; MAURO, A. E.; FREM, R. C.
G.; ANANIAS, S. R.; CARLOS, I. Z. “Palladium(ll) pyrazolyl complexes: Synthesis,
characterization and biological studies”. | Latin American Meeting on Biological
Inorganic Chemistry, Foz do Iguacu-PR, 31 de agosto a 4 de setembro de 2008.

BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; SILVA, H.; FONTES, A. P. S “Novos complexos de platina(ll)
contendo ligantes N-alquilados de cadeia longa derivados da etilenodiamina e
oxalato”. XXXI Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, Aguas de Linddia-
SP, 26 a 29 de maio de 2008.

BARRA, C. V.; SILVA, H.; ROCHA, F. V.; FONTES, A. P. S.; CESAR, E.T.; LOPES, M. T. P.
“Estudos "in vitro" de atividade citotoxica de complexos de platina (Il) contendo
oxalato e derivados da etilenodiamina como ligantes”. XXX Reunido Anual da
Sociedade Brasileira de Quimica, Aguas de Linddia-SP, 31 de maio a 3 de junho de
2007.

BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; SILVA, H.; FONTES, A. P. S. “Sintese e caracterizacao de
complexos de platina (Il) com ligantes diaminados e carboxilatos”. XIll Seminario de
Iniciacao Cientifica da UFJF, Juiz de Fora-MG, 3 a 5 de outubro de 2007.

SILVA, H.; BARRA, C. V.; ROCHA, F. V.; FONTES, A. P. S.; CESAR, E.T.; ALMEIDA, M. V.
“Sintese e caracterizacdo de novos complexos de platina (ll) contendo oxalato e
derivados da etilenodiamina como ligantes”. XXIX Reunidao Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica, Aguas de Lind6ia-SP, 19 a 22 de maio de 2006.



ESTAGIOS

Estagio de doutorado no exterior realizado no Laboratdrio SEESIB (Synthése et Etude
de Systémes a Intérét Biologique), no “Institut de Chimie de Clermont-Ferrand”, em
Clermont-Ferrand (Franca) sob supervisdo do Dr. Arnaud Gautier no periodo de
01/03/2012 a 31/07/2012.

Estagio-docéncia realizado junto a disciplina Fundamentos de Quimica, oferecida aos
alunos do 12 ano do curso de Farmacia e Bioquimica da UNESP de Araraquara, periodo
noturno, durante o 12 semestre do ano letivo de 2011 e ministrada pelo professor Dr.
Adelino Vieira de Godoy Netto. A carga hordria do estdgio foi de 4 horas semanais.

Estagio-docéncia realizado junto a disciplina Quimica Fundamental, oferecida aos
alunos do 12 ano do curso de Bacharelado em Quimica da UNESP de Araraquara,
periodo diurno, durante o 12 semestre do ano letivo de 2009 e ministrada pela
professora Dra. Vania Martins Nogueira. A carga horaria do estdgio foi de 6 horas
semanais.
Estdgio docente no Colégio de Aplicacdao Jodao XXl ministrando o mdédulo optativo
“Reac¢des em Quimica Organica” de agosto a dezembro de 2007.

ORIENTACOES
Iniciacdo cientifica. Thales Reggiani de Moura. Complexos de palddio(ll) contendo

tiocarbamoilpirazéis: sintese, caracterizacdo e investigacdo da atividade bioldgica.
2013. Bolsa Fapesp.

BOLSAS

Bolsa de Doutorado Sanduiche no Exterior (PDSE) concedida pela Capes de marco a
julho de 2012.

Bolsa de Doutorado (DR) concedida pela CAPES de marco de 2010 a fevereiro de 2014.
Bolsa de Mestrado (MS) concedida pelo CNPg de marco de 2008 a fevereiro de 2010.

Bolsa de Iniciacdo Cientifica (IC) concedida pela UFJF de agosto de 2005 a julho de
2007.



Agradeco...

Ao Prof. Dr. Adelino, pela orienta¢do, boa vontade, bom humor, dedicagdo, disponibilidade,
otimismo e amizade. Muito obrigado pelo incentivo e ensinamentos.

Ao Dr. Arnaud Gautier, pela orientagao, dicas, conselhos e por abrir completamente as
portas de seu laboratério durante meu doutorado sanduiche na Université Blaise Pascal em
Clermont-Ferrand, Franga. Seus ensinamentos foram de grande ajuda na construgao deste
trabalho.

Ao Prof. Dr. Mauro pela coorientagao, conselhos, conversas académicas e futebolisticas,
amizade e idas ao estadio.

Ao Prof. Dr. Saulo por disponibilizar seu laboratério e confiar em meu trabalho, pela grande
ajuda na realizagdo dos ensaio de inibicdo das DNA-Topoisomerases e pelas sugestdes no
meu exame de qualificacdo.

A Profa. Dra. Regina, pelas sugestdes no meu exame de qualificac3o.

Ao Dr. Nivaldo, pela obtencdo e dicas com os espectros de RMN.

Ao Dr. Oswaldo Treu-Filho pelos calculos computacionais e pelo convivio no Departamento.
A Professora Dra. Iracilda Zeppone Carlos, a técnica Marisa Polesi e do laboratério de
Imunologia Clinica, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, a Dr. Livia Carolina
pela realizacdo dos testes bioldgicos.

Ao Professor Dr. Flavio Henrique da Silva do Departamento de Genética e Evolucdo da
Universidade Federal de S3o Carlos por dispinibilizar o seu laboratdrio para a realizacdo dos

ensaios de inibicdao da catebisina B.

Ao Rafael, pelos espectros de IV e por sua boa vontade em ajudar em todos os aspectos no
laboratorio.

Aos funciondrios da pés-graduacao e da biblioteca pela prestatividade e atencao.

Aos meus colegas do Instituto de Quimica, Cris, Gislaine, Katinha, Rodrigo, Silmar, Patricia,
Sahra, Thales, Jader, Antbnio, Daniel, Igor e em especial, Elaine e Marcelo pelas muitas
conversas e distracdes na sala dos alunos.

Aos amigos, Thaisa e Laudemir pela companhia e por fazer a distancia de casa ficar menor.
Aos meus pais (Suely e Luiz) e meus irmdos (Léo e Rapha), pelo apoio incondicional

constante em todos os momentos da minha vida, sempre acreditando e incentivando
minhas decisdes.



A minha vé Zenir por ser uma segunda mae para mim.

A Beatriz, Helder e Julia por me tratarem t3o bem e com tanto carinho fazendo com que me
sentisse parte integrante da familia desde sempre.

Aos meus grandes amigos, Xurume, Fabio, Ge, Fred, Luis, Mico e Marcelo, pela companhia e
pelo divertimento imensuravel que vocés me proporcionam.

Aos amigos feitos na Franca, Carlos, Pierre, Pierre Joly, Muriel, Nadia, Nicolas, Cedric, Polo,
Federico, Francis e em especial a Virginie e Clementine, vocés fizeram minha estadia na
Franca maravilhosa, queria ter ficado um pouco mais, muito obrigado! Saudades de todos.

Ao Zizu, meu amigo canino e companheiro de escrita, com certeza suas lambidas e abanos
de rabo ajudaram a aliviar a tens3o destes dias.

E por ultimo e mais importante, a minha esposa Carol pelo apoio descomunal, amizade,
amor, companheirismo e dedica¢do. Muito obrigado, sem vocé ao meu lado nada tem
sentido. Te amo demais.

A Capes pela bolsa concedida.



“Nossa maior fraqueza estd em desistir. O caminho
mais certo de vencer é tentar mais uma vez.”

(Thomas Edson)

“Vocé precisa fazer aquilo que pensa
que ndo é capaz de fazer.”

(Eleanor Roosevelt)
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RESUMO

Nos ultimos anos o interesse na obtengao de novos farmacos a base de metais vem
aumentando consideravelmente. Desde a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina
na década de 60 inumeros complexos de Pt(ll) foram sintetizados, mas poucos chegaram aos
testes clinicos. Por este motivo, o ion Pd(ll) vem sendo usado sistematicamente no
planejamento de novos compostos biologicamente ativos, pois apresenta a configuragao
eletrénica d® e a mesma geometria quadrado planar dos compostos de platina, além de
exibir outros modos de a¢ao frente aos seus alvos bioldgicos.

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados novos complexos de paladio(ll) do
tipo [PdX,(TAA)(PPhs)] e [PdX(L)(PPh3)]X [X = CI', Br, I, SCN’; TAA = tioacetamida; L = 4-metil-
3-tiossemicarbazida (4-MeT) ou 4-fenil-3-tiossemicarbazida (4-PhT)]. Os complexos foram
caracterizados pelas técnicas de IV, RMN, andlise elementar e analise termogravimétrica.

As estruturas moleculares dos complexos [Pdl(4-MeT)(PPhs)]l (3), [Pd(SCN)(4-
MeT)(PPhs3)](SCN) (4) e [PdI(4-PhT)(PPhs)]l (7) foram determinadas via difracdo de raios X de
monocristal, indicando um ambiente quadratico plano ao redor do metal, com seus sitios de
coordenacdo ocupados pela trifenilfosfina, pela tiossemicarbazida coordenada de maneira
bidentada e o | ou SCN.

A citotoxicidade in vitro de todos os complexos foi avaliada pelo método do MTT,
frente as culturas celulares de tumores murinos LM3 (adenocarcinoma mamario) e LPO7
(adenocarcinoma pulmonar). Os compostos mais promissores tiveram sua capacidade de
interacdo com o DNA investigada. Os resultados demostraram que o DNA ndo é o alvo
principal, uma vez que os complexos sO interagiram com a biomolécula em altas
concentracdes. Diante disto, outros possiveis alvos foram investigados.

A capacidade dos complexos em inibir as enzimas topoisomerases foi avaliada pela
técnica de eletroforese em gel de agarose e os dados mostraram que quase todos os
compostos inibem a topoisomerase Il entre 5-25 uM. Além disso, os compostos 3 e 7, os
mais promissores, tiveram sua capacidade inibitdria frente a enzima catepisina B avaliada,
apresentando valores de ICsp = 5,83 e 8,81 uM, respectivamente. Estes resultados
mostraram a potencialidade deste sistema na obtencdo de compostos inibidores das
enzimas topo Il e catepsina B com atividade antitumoral.

Palavras-chave: Complexos de palddio(ll), atividade antitumoral, interacdo com DNA,

inibicdo das DNA-topoisomerases.



ABSTRACT

In the last years the interest in obtaining new metal drugs has increased
considerably. Since the discovery of the antitumor activity of cisplatin in the 60's, many Pt(ll)
complexes were synthesized, but only few reached the clinical trials. For this reason, the
Pd(ll) ion has been used systematically in the design of new biologically active compounds.
Palladium complexes display the same electron configuration and square planar geometry of
platinum compounds, furthermore these complexes can interact through different way
towards pharmacological targets.

In this work new palladium(ll) complexes of the type [PdX,(TA)(PPh3)] and
[PAX(L)(PPh3)]X [X = CI', Br, I, SCN’; TAA = thioacetamide , L = 4-methyl-3-thiosemicarbazide
(4-MeT) or 4-phenyl-3-thiosemicarbazide (4-PhT)], were synthesized and characterized. All
the compounds were characterized by infrared, nuclear magnetic resonance spectroscopy,
elemental analysis and thermogravimetric analysis.

The  structures of three complexes [(PdI(4-MeT)(PPh3)]l, [Pd(SCN)(4-
MeT)(PPh3)](SCN) and [(PdI(4-PhT)(PPh3)]l were determined by single crystal X-ray
diffraction and was observerd a square planar environment around the metal center, with
the coordination sites occupied by triphenylphosphine, the N,S-donors ligand and iodine
atom or thiocyanate group.

The in vitro cytotoxicity of the complexes were evaluated against the murine tumor
cells LM3 (breast adenocarcinoma) and LPO7 (lung adenocarcinoma). The most promising
compounds were further evaluated by their ability to interact with a purine base and the
DNA. The results showed that DNA is not the primary target of these compounds because
they only interacted with this biomolecule at high concentrations. Thus, others potential
targets were investigated .

The capacity of the complexes to inhibit topoisomerase enzymes was evaluated by
electrophoresis, and the data showed that almost all the compounds inhibit this enzyme at a
concentration rage of 5-25 uM. Moreover, the compounds [(PdI(4-MeT)(PPh3)]l and [(PdI(4-
PhT)(PPh3)]l, had their inhibitory ability to inhibit cathepsin B investigated, with a ICsq value
of 5.83 and 8.81 uM, respectively. These system showed high potentiality in obtaining topo Il
and cathepsin B inhibitors with antitumor activity.

Keywords: palladium(ll) complexes, antitumor activity, DNA interactio, DNA-topoisomerases

inhibition.
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1. Introducgdo

Cancer é um termo genérico para um grande nimero de doengas que podem afetar
praticamente qualquer parte do corpo. Uma caracteristica comum a todas estas doencgas é a
rapida proliferagao de células anormais que crescem além dos seus limites usuais podendo
invadir partes adjacentes do corpo e se espalhar para outros 6rgdos (metastase)’. O cancer é
uma das principais causas de morte no mundo, responsavel por cerca de 13 % de todos os
Obitos, sendo os tipos com maior mortalidade o cancer de pulmao, de es6fago, de figado, de

pancreas, leucemia e de estdmago” (Grafico 1).

Grdfico 1 - Incidéncia (azul) e mortalidade (vermelho) de diversos tipos de cancer por 100.000

pessoas.
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Fonte: World Health Organization®

Uma das maiores dificuldades no tratamento do cancer consiste em fazer a distin¢do

entre as células malignas e as células normais do corpo, pois ambas s3ao provenientes da
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mesma origem e sdo muito semelhantes. Outro grande problema é a capacidade de alguns
tumores em realizar a metastase, assim, mesmo curando o primeiro tumor, surgem no
organismo tumores secudarios, dificultando e estendendo o tratamento. Uma das formas
mais usuais no combate de neoplasias se baseia na utilizagdo de medicamentos, a chamada
quimioterapia. Estes farmacos sao aplicados, em sua maioria, na veia, podendo também ser
administrados por via oral, intramuscular e subcutanea. Os medicamentos se misturam com
0 sangue e sdo levados a todas as partes do corpo, destruindo as células doentes que estdo
formando o tumor e impedindo, também, que elas se espalhem pelo corpo.

O DNA é o alvo farmacolégico de vérios farmacos usados atualmente em terapias
medicinais ou em fase de investigacdo clinica avancadas no combate ao cancer. A idéia de
atingir o DNA para regular as fungées celulares a partir da modulacdo da expressdo génica
ou da interferéncia na replicacdo é muito interessante. Pequenas moléculas, como
complexos metalicos, ligam-se ao DNA preferencialmente de trés formas identificaveis

(Figura 1)*>*.

Figura 1 - Tipos de interagOes entre pequenas moléculas e o DNA

Interagao Interagcao Intercalacao
eletrostatica por sulco

Fonte: DERVAN®.

Uma delas, é interacdo eletrostatica nao especifica dos complexos com metais
carregados positivamente e o esqueleto carbono-fosfato do DNA carregado negativamente.

Esta forma de interacdo é a mais fraca.
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Outra forma de interacdo é a intercalacdo de moléculas planares entre os pares de
base do DNA. Este tipo de interacdo ndo covalente com a inser¢dao de um heterociclico
aromatico entre bases de pares da dupla hélice do DNA foi proposto pela primeira vez por
Lerman’ para explicar a forte afinidade entre as acridinas, corantes aromaticos
heterociclicos, e o DNA. A intercalacdo estabiliza, alonga, enrijece e desenrola a dupla hélice
do DNA®. O grau de desenrolamento varia dependendo do intercalador. Estas modificagGes
estruturais podem levar a alteracGes funcionais, frequentemente a inibicdo da replicacdo e
transcrigdo e processos de reparo do DNA, que fazem intercaladores potentes mutagénicos7.

A maneira amplamente mais investigada é a ligacdo aos sulcos do DNA por interagdes
covalentes, como ocorre no caso da cisplatina (Figura 2). Esta ligacdo pode ocorrer de varios
modos, dependendo da estrutura molecular do complexo. Podendo ser monofuncionais:
cada atomo do metal faz uma ligacdo com uma base nitrogenada, ou bifuncionais [cada
metal se liga em duas posi¢cdes ao DNA, estas ligacdes podem ocorrer na mesma fita do DNA
(intrafita) ou em fitas diferentes (interfitas)]. Uma maneira diferente de ligacdo bifuncional é
a intermolecular, na qual cada d&tomo metadlico se liga ao DNA em uma posicdo e a segunda

ligacdo seria feita com outras biomoléculas como proteinas e aminoacidos®®.

Figura 2 - Modos de interagao covalente entre a cisplatina e o DNA
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Fonte: Cisplatin and DNA repair in cancer chemotherapy°

Os adutos Pt-DNA formados envolvem principalmente os atomos de nitrogénio (N7)

da guanina e adenina, pois estes sdo mais nucleofilicos, uma vez que o par de elétrons estd

11-13

mais disponivel, e mais acessivel para a coordenacdao " ~". Porém varios tipos de adutos

podem ser formados, os que envolvem duas fitas do DNA, coordenacdo interfita e os que
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envolvem apenas uma fita do DNA, intrafita. Estudos mostram que o principal aduto
formado pela cisplatina com o DNA e, consequentemente responsavel por sua agao
antitumoral, é o 1,2-intrafita (Figura 2 a), formado pela ligacdo do metal a duas guaninas

adjacentesl3'15

. Sendo encontrado em aproximadamente 96 % dos casos.

Um dos maiores problemas encontrados para a cisplatina é a resisténcia de alguns
tumores ao farmaco. Esta resisténcia pode se dar de uma maneira intrinseca ou pode ser
adquirida no decorrer do tratamento®®. Desta maneira a busca de compostos que atuem de
maneira diferente da cisplatina se torna cada vez mais interessante e imprescindivel.

Nos ultimos anos, um numero cada vez maior de compostos metalicos tém mostrado
propriedades bioldgicas e biomédicas muito interessantes e promissoras. O papel do metal
de transicdo incorporado na estrutura molecular dessas novas substancias é muito variado”
20 Dentre os conhecidos, destacam-se os papéis: i) funcional (a atividade resulta da ligacdo
direta do metal ao alvo bioldgico); ii) estrutural (o metal imp&e uma forma ao composto e a
ligacdo ao alvo bioldgico se da por forcas ndo-covalentes); iii) transportador: o metal é um
transportador de ligantes ativos que sdao entregues in vivo.

Dentre os ions metdlicos mais promissores na sintese de novos compostos de
coordenac¢ao com atividade antitumoral, o Pd se destaca, pois faz parte do grupo da platina
e sua quimica de coordenacao é muito similar a Pt*. O estado de oxidagdao mais importante
para este grupo é sem duvida o 2+. Geralmente, complexos de Ni(ll) s3o paramagnéticos e
octaédricos, ao passo que complexos de Pd(ll) e Pt(ll) sdo quadrdticos planos e
diamagnéticos. O niquel assume uma geometria quadrado planar apenas na presenca de
ligantes com requisitos estéricos e eletronicos especificos. Por causa do baixo nimero de
oxidacdo, o mecanismo de substituicdo de ligantes nestes complexos quadrado planares
ocorre pelo mecanismo associativo?? (Figura 3), hd a formacdo de um complexo
intermediario com numero de coordenacdo elevado acomodando 5 ligantes, apds a

formacao da ligacdo com o novo ligante ocorre a liberagao do grupo abandonador.
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Figura 3 - Mecanismo associativo de substituicdo de ligantes em complexos d®

Ll Ll Y L]_ Ll
| +Y | A SN | X | X |
T—M—X —— T—M—Xx —> M —— T—NM—Y ——> T—M—Y
| [ |
L, L, T Lo Lo

Fonte: Autor

A oxidagdo de M (Il) a M (IV) é geralmente mais dificil para o Pd do que para Pt, mas a
oxidagao de Ni (IlI) a (IV) é ainda muito mais dificil, devido a maior electronegatividade do
niquel (1,75) em comparacdo com o palddio (1,35) e a platina (1,44). Estudos comparativos
sobre as velocidades de substituicdo de ligantes em complexos idénticos de Ni (1), Pd (Il) e Pt
(1) mostraram que as velocidades s3o 5x10° (Ni), 1x10° (Pd) e 1 (Pt). Por isso, é interessante
a incorporacdo de ligantes menos labeis e volumosos (ex. PPhs) no arcabougo molecular de
complexos de Pd(ll), pois dificultam a formagdao do intermediario pentacoordenado,
diminuindo assim a cinética de substituicdo pelo mecanismo associativo. Desta forma,
acredita-se que estes complexos tenham maiores chances de atingirem seus alvos
farmacoldgicos.

A utilizagao de ligantes fosfinicos terciadrios é bastante promissora, uma vez que estas
moléculas apresentam carater m-aceitador e o-doador, o que os tornam bons ligantes
espectadores, ja que a ligacdo metal-fésforo é fortalecida pela retrodoacdo de densidade
eletrénica dos orbitais d, preenchidos do metal, para os orbitais d vazios do dtomo de
fosforo”, como esta demonstrado pela Figura 4. Além disso, a inserc¢3o da trifenilfosfina na
estrutura molecular do complexo aumenta a lipofilicidade e, consequentemente, pode
auxiliar a sua permeabilidade através da membrana celular®, este ligante tem a capacidade
de ocupar bolses hidrofdbicos nos sitios de varias enzimas, o que auxilia na estabilizacdo do

25-27

complexo composto de paladio-enzima®™“’, e ainda possui citotoxicidade frente a alguns

2
tumores 8.
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Figura 4 - Esquema representativo da ligacdo entre metais e ligantes fosfinicos terciarios

Fonte: Autor

Evidenciando o grande potencial de complexos de paladio(ll) com ligantes fosfinicos,
Messere et al.?® sintetizaram e avaliaram a capacidade de inibicdo da reagao em cadeia de
polimerase e a atividade antiproliferativa de complexos de Pt(ll) e Pd(ll) contendo ligantes

derivados da timina e timidina e a trifenilfosfina (Figura 5).

Figura 5 - Estruturas dos complexos de Pt(Il) e Pd(ll) contendo timina ou timidina e trifenilfosfina
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6a,b: 2'-deoxy-B-D-ribofuranosyl

Fonte: Messere et al.?
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Os complexos 3-6 foram capazes de inibir a reagdao em cadeia da polimerase (PCR) em
menores concentracdes do que a cisplatina, indicando, preliminarmente, a habilidade de
interagirem com o DNA. Este teste se baseou na incubagao prévia do DNA com os complexos
e a cisplatina em diversas concentra¢des, em seguida as PCR foram conduzidas e analisadas
por eletroforese em gel de agarose. Além disso, com exce¢do dos compostos 1 e 2, todos os
outros foram mais citotéxicos do que a cisplatina frente a linhagem tumoral humana de
leucemia mieloide cronica, K562, como pode ser observado pela Tabela 1, mostrando que a
atividade antiproliferativa destes compostos vem, em maior parte, da capacidade inibitéria
da replicacdo do DNA. Em todos os casos, os complexos de paladio(ll) foram mais eficientes
que seus analogos de platina(ll), tanto na inibicdo da replicacdo do acido desoxirribonucleico
qguanto na inibicido de crescimento das células tumorais K562, demonstrando a

potencialidade de novos complexos contendo o ion metalico de Pd(ll).

Tabela 1 - Valores de 1Cs5q da inibicdo da reacdo de PCR e do crescimento das células K562

Compound Inhibition Inhibition of
of PCR (ICsg, uM)  cell growth (ICsy, pM
Cisplatin 8.54+15 2.10 + 0.91
1 15.0+5.8 4254+ 1.10
2 255+3.5 28.25 +8.20
3 3.5+0.8 2.25+0.62
4 102177 3.73+0.81
S5 1.54+0.3 0.58 +0.12
6 3.1+09 295+ 1.11

Fonte: Messere et al.?

A nefrotoxicidade e inativacdo da cisplatina estdo relacionadas com a ligacdo do
metal a enzimas contendo o grupo tiol”®. Por este motivo, moléculas contendo ligantes com
enxofre foram exaustivamente estudadas como inibidores da acdo nefrotdxica da cisplatina,

. .. . . . 30
e algumas delas conseguiram diminuir os danos renais causados pelo farmaco™. Em
particular, grupos tiocarbonilicos e tidis mostraram propriedades quimicas promissoras na

modulacdo da nefrotoxicidade da cisplatina31'32

. Tendo isto em vista, o uso de ligantes, S-
doador, é uma estratégia interessante na obtencdo de complexos com toxicidade reduzida.

Além disso, alguns complexos de paladio(ll) contendo este tipo de ligante mostraram
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significativa atividade antitumoral, com uma menor taxa de resisténcia celular e, por serem
menos mutagénicos, apresentaram menos efeitos colaterais (menor nefrotoxicidade) do que

a cisplatina®* 3

. Por ser uma base mole, ou seja, mais polarizavel, &tomos de enxofre
possuem uma grande afinidade pelo ion de palddio(ll), um acido mole, desta forma a ligagao
entre estes atomos ¢é relativamente forte, gerando complexos menos ldbeis e
termodinamicamente mais estaveis™.

Exemplificando a importancia da utilizacdo de ligantes sulfurados e a trifenilfosfina,

l36

Nadeem et al.”™ apresentaram um trabalho descrevendo a sintese, estrutura cristalina e o

estudo das atividades antibacteriana e antitumoral de complexos de paladio(ll) contendo

estes ligantes (Figura 6).

Figura 6 - Estrutura molecular dos complexos [Pd(Dmtu),(PPhs),]Cl,.(CH30H)q5.H,0O e
[Pd(Mpy),(PPh3),]

®ov

o2

Fonte: Nadeem et al.*®

Estes complexos tiveram sua citotoxicidade testada frente a linhagem de cancer de
prostata humano e comparada com o da doxorrubicina. A concentracdo de ICs foi calculada
a partir da curva dose-resposta obtida depois de 72 horas de incubag¢do. Os resultados
encontrados mostraram que os compostos [Pd(Tu),(PPhs)]Cl,, [Pd(Dmtu),(PPhs3)]Cl, e
[Pd(Mpm),(PPh3)]Cl, (Tu = tioureia; Dmtu = N,N’-dimetiltioureia; Mpm = 2-
mercaptopirimidina) exibiram uma boa atividade citotdxica in vitro com valores de ICsq de
18,30 £ 1,22, 5,80 £ 0,57, 8,17 £ 0,47 uM, respectivamente. No entanto, apresentaram uma

menor atividade do que o farmaco doxorrubicina (ICso = 0,912 + 0,12).
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Vale resaltar, que inicialmente, complexos com a configuracdo trans foram
negligenciados, devido a falta de citotoxicidade da transplatina. No entanto, recentemente,
trabalhos cientificos mostraram a capacidade de trans complexos em se ligarem e
danificarem o DNA causando dano suficiente para que ele ndo se repare e ocorra a apoptose
da célula. Deste modo, esta configuracdo ndo é mais um impedimento para a boa
citotoxicidade. Além disso, o modo de interacdo com o DNA destes complexos pode ser
diferente do encontrado para a cisplatina, desta maneira, eles podem atuar em células
tumorais que sdo resistentes aos farmacos utilizados atualmente®”?2,

Outra maneira de diminuir ainda mais a velocidade de substituicdo de ligantes em
complexos de Pd(ll) e consequentemente aumentar seu acimulo préoximo ao seu alvo é a
utilizacao de ligantes quelatos. A formagdao do anel metalico de cinco membros aumenta
consideravelmente a sua estabilidade termodinamica®. Particularmente, uma &rea de
pesquisa muito rica e ativa na Quimica Medicinal Inorganica se desenvolveu nas

propriedades farmacoldgicas de complexos metalicos contendo ligantes N, S-doadores*®*,

muitos dos quais mostram atividade citotdxica promissora frente a linhagens tumorais**>°.
Barra et al.>! relataram a sintese, caracterizacdo, citotoxicidade e interacdo com o
DNA de complexos de Pd(ll) contendo o ligante N’-metil-3,5-dimetil-1-tiocarbamoilpirazol.
Estes compostos mostraram capacidade de interagdo com o DNA e citotoxicidade mais
elevada que a cisplatina frente a linhagem tumoral LM3 (adenocarcinoma mamdrio).
Inicialmente, reagdes com uma base purina e ensaios de eletroforese em gel de agarose com
plasmideo circular foram realizados. Os resultados demonstraram que tais compostos

podem se ligar a duas bases purinas, indicando que estes complexos devem atuar como

agentes bifuncionais (Figura 7).
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Figura 7 - Estrutura dos complexos e esquema de reagdo de formacgdo dos adutos bifuncionais
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Fonte: Barra et al.”*

Os dados de citotoxicidade revelaram a grande potencialidade de compostos de
Pd(ll) contendo este tipo de ligante, uma vez que os complexos foram aproximadamente 10
vezes mais ativos do que o metalo-farmaco padrao, apresentando valores de ICsq entre 2,53
e 3,40 uM, enquanto a cisplatina possui um valor de 30,3 uM.

Outro importantissimo alvo farmacolégico dos agentes antineoplasicos sdo as
enzimas DNA-topoisomerases, uma vez que estdao presente em maior quantidade em células
de rapida proliferacdo>?, principalmente em células tumorais de pulm3o, mama (neoplasias
mais recorrentes), prostata, sarcomas e neoplasias hematolégicasss. Como as células
tumorais se multiplicam mais rapidamente que as células normais, a ideia de atingir estas
enzimas esta vinculada a maior seletividade destes agentes e, consequentemente, uma
diminuicdo nos efeitos colaterais apresentados pela grande maioria dos farmacos utilizados
atualmente.

As topoisomerases constituem uma familia de enzimas nucleares essenciais para
todas as células vivas. Estas enzimas participam na replicacdo do DNA, condensacdo dos
cromossomos e segregacdo cromossdmica®. Existem duas classes de topoisomerases,
conhecidas como tipo | e tipo Il. A topoisomerase | (topo |) produz uma quebra simples em
uma das fitas do DNA permitindo seu relaxamento e sua replicacdo. Posteriormente, esta
fita é religada, restaurando a dupla fita®. Vale ressaltar que nenhum cofator de energia é

necessario para realizar esta reacdo. A topoisomerase |l (topo Il) produz quebras nas duas
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fitas da dupla hélice do DNA e o passa através de outra hélice intacta e em seguida restaura
as fitas cortadas™. Diferentemente da topo |, este mecanismo é dependente de ATP
(adenosina trifosfato). Existem duas isoformas da topoisomerase Il, alfa e beta, que se
diferem, principalmente, pela sua produgdo durante o ciclo celular. A topo lla é encontrada
quase exclusivamente nos tecidos de proliferacdo rapida, indicando que esta isoforma
possui a responsabilidade principal por eventos associados com a replicagdao do DNA e da
segregacao dos cromossomas. Em contra partida, a concentracdo da topo IIf geralmente é
independente dos ciclos de crescimento celular™.

Em sua maioria, os farmacos que visam as topoisomerases atuam no tipo la®, pois
esta isoforma esta diretamente relacionada com a transcricdo e replicacdo do DNA. Estes
agentes sdo capazes de interferir em, pelo menos, uma etapa do ciclo catalitico da enzima
(Figura 8).

Figura 8 - Ciclo catalitico da topoisomerase Il. Dominios da ATPase estdao mostradados em azul claro,
o dominio nuclear estd representado por azul escuro

IORGIGIOVG
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etoposide
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Fonte: Larsen et al.>®

O ciclo inicia-se com a ligacdo da enzima a dois segmentos de dupla fita do DNA,
chamados de segmento G (vermelho) e segmento T (verde) (etapa 1). Em seguida, duas
moléculas de ATP se ligam a enzima, isto estd associado a dimerizacdo do dominio da ATPase

(etapa 2). Posteriormente, o segmento G é clivado (etapa 3) e o segmento T é transportado
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através de G rompido, o que é acompanhado pela hidrdlise de uma molécula de ATP (etapa
4). O segmento G é religado e a molécula de ATP restante é hidrolisada (etapa 5). Apds a
dissociacdo das duas moléculas de ADP (adenosina difosfato), o segmento de T é
transportado através do dominio nuclear aberto (etapa 6). Por fim, o dominio nuclear é
fechado e os dominios da ATPase reabrem, permitindo a dissociacdo do DNA (etapa 7)>> .
Os agentes clinicamente ativos sao divididos em duas classes. A primeira atua
estabilizando e aumentando os niveis dos complexos covalentes topo || — DNA dentro das
células. A elevada concentracdao destes complexos pode causar danos ao DNA e induzir a
apoptose. Estes farmacos s3ao conhecidos como venenos da topo I, visto que convertem a
enzima em uma potente toxina celular. Dentre eles estao o etopdsido, a doxorrubicina e a
mitoxantrona (Figura 9)*®. A formacdo do complexo DNA — topo — farmaco pode ocorrer por
trés rotas (Figura 10). Os agentes podem se associar diretamente ao complexo bindrio DNA —

topo, tendo assim interagdes minimas com o DNA ou a enzima separadamente (rota 1); ou

podem interagir primeiramente com o DNA (rota 2) ou a topoisomerase (rota 3).

Figura 9 - Formas estruturais: (A) doxorrubicina; (B) etopdsido; (C) mitoxantrona
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Fonte: Pommier et al.*®
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Figura 10 - Rotas da formacgdo do complexo DNA —topo — droga
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Fonte: Autor

A segunda classe age em qualquer das outras etapas do ciclo enzimatico e estes sdo
conhecidos como inibidores cataliticos (Figura 11)53. Os inibidores cataliticos da
topoisomerase Il é um grupo heterogéneo de compostos que pode interferir na ligacdo entre
o DNA e a topo Il (aclarrubicina e suramina), estabilizar complexos ndo covalentes topo Il —

DNA (ICRF-187) ou inibir a ligagao ATP —topo Il (novobiocina).

Figura 11 - Estruturas quimicas: (A) aclarrubicina; (B) ICRF — 187

Fonte: Larsen et al.>

Infelizmente, os medicamentos usados no combate destas neoplasias que atuam na

topo Il apresentam sérias limitacdes. Por exemplo, os problemas relacionados ao emprego
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do etopdsido incluem a mielossupressao, baixa solubilidade em 4gua e desenvolvimento de

resisténcia pelas células tumorais®”

. J& a cardiotoxicidade é um dos principais efeitos
colaterais que limitam o uso da doxorrubicina®’. Nesse sentido, um objetivo importante da
pesquisa presente e futura nessa area é o de maximizar a eficacia terapéutica dos agentes
gue possuem a topoisomerases como alvos e minimizar os riscos de tumores secundarios e
outras toxicidades.

Recentemente, Huang et al®® sintetizaram uma extensa série de novas
tiossemicarbazonas derivadas de carboxaldeidos heterociclicos e tiossemicarbazidas. Alguns
compostos apresentaram a capacidade de inibir a topoisomerase lla e atividade antitumoral
excepcional frente a varias linhagens humanas, com valores de ICso na ordem de nanomolar.
O composto que mais se destacou foi o  N,N-dimetil-2-(quinolina-2-
ilmetileno)hidrazinacarbotioamida (TSC24) (Figura 12), pois apresentou um amplo espectro
de atividade bioldgica frente as linhagens testadas, cancer gdstrico (SGC7901), leucemia (HL-
60), cancer cervical (Hela) e carcinoma de célon (HT-29), com valores de ICso de 0,03 uM;

0,05 uM; 0,09 uM; 0,02 uM, respectivamente.

Figura 12 - Estrutura proposta para o composto TSC24

Fonte: Huang et al.”?

Visto a potencialidade exibida pelo TSC24, a sua capacidade em inibir as enzimas
topoisomerase | e |l foi investigada. Os resultados demonstraram que o TSC24 induziu uma
inibicdo quase completa da topo Il na concentracdo de 25 uM, porém ele mostrou-se

incapaz de inibir a acdo da topo | (Figura 13).
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Figura 13 - Ensaio de inibicdo da topo-Il (A) e da topo-I (B) para o compostos TSC24

TSC24 (UM)

1% DMSO

TSC24 (uM)
50 100

DNA
DNA + Topo Il
Etoposido
DNA

DNA + Topo |
Doxorrubicina

1 5 25 125

(A) (B)

Fonte: Huang et al.%

Assim, para se determinar o mecanismo basico da a¢do inibitéria do composto TSC24
sobre a topo lla, seu efeito em cada etapa do processo catalitico da enzima foi monitorado.
A tiossemicarbazona em questdo se mostrou eficaz em etapas que envolvem a necessidade
do ATP, o que explica em parte, o motivo da sua incapacidade de inibir a topo |, que age sem
a necessidade destas moléculas. Isto é um indicio de que o composto atua no dominio da
ATPase. Por isso, testes comparativos entre a reatividade do TSC24 e a molécula de ATP com
o dominio da ATPase foram realizados, demonstrando que a tiossemicarbazona possui mais
afinidade com o dominio que o ATP. Calculos de docagem molecular foram realizados para
uma melhor compreensdo de como ocorrem as interacdes entre o TSC24 e a enzima (Figura
14).

Figura 14 - Docagem molecular entre a molécula do TSC24 e o dominio da ATPase

1

/62

Fonte: Huang et a
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O estudo mostrou que os anéis quinolinicos da tiossemicarbazona se posicionam no
meio da cavidade da enzima e ocorrem interagdes hidrofdbicas fortes entre o composto e os
aminodcidos Asp 94, Lys 157 e Thr 159, presentes neste espac¢o. O atomo de nitrogénio da
quinolina forma ligagdes de hidrogénio com o grupo hidroxil da Ser 149. Ja o sistema (NR-
NH-CS-N(Me),) se posiciona na entrada do sitio ativo da enzima e um dtomo de N do TSC24
realiza fortes interagGes de hidrogénio com a cadeia lateral NH da lisina 157.

Complexos metalicos contendo ligantes N,S-doadores também se mostraram ativos
contra as enzimas DNA-topoisomerases. Tan et al®  sintetizaram 4 novas
tiossemicarbazonas a partir da reacdo entre o 2,4-dihidroxibenzaldeido e as
tiossemicarbazidas N4 substituidas apropriadas (L1 = N4-H; L2 = N4-CHs; L3 = N4-CyHs; L4 =
N4-CgHs), com estes ligantes foram obtidos 4 complexos de zinco contendo a 2,2’-bipiridina

atuando como co-ligante (Figura 15).

Figura 15 - Estrutura dos ligantes tiossemicarbazonas e seus complexos de zinco

HO OH

1 R=H 2 R=-CH; 3 R=-CHs 4 R=-Cg¢Hs

(O~
N\ \/

N
HO o———Zn\
S
N1 c3 /R
Z
A
5 R=H 6 R=-CH3; 7 R=-C;H; 8 R=-Cg¢Hs
Fonte: Tan et al.®®

Todos os 8 compostos tiveram sua citotoxicidade investigada frente as linhagens
celulares de prdstata normal (RWPE-1) e tumoral (PC3). Estas células foram selecionadas,

pois a quantidade de topo | em células tumorais de préstata é de 2 a 10 vezes maior do que
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em células normais de préstata de um mesmo paciente. Os resultados mostraram que os
complexos 6, 7 e 8 foram muito ativos contra a linhagem tumoral e bem brandos frente as
células normais, sendo o composto 8 o mais promissor, com valores de ICso de 0,84 (PC3) e
85,63 (RWPE-1) uM. Os demais compostos foram nao citotdxicos. A capacidade de todos os
compostos em inibir a acdo da topo | foi investigada, e os resultados demonstraram que
somente o complexo 8 foi capaz de impedir a relaxacdao do DNA. Tal caracteristica pode estar
relacionada a maior seletividade apresentada pelo composto, uma vez que a enzima
topoisomerase | estd em maior expressdao nas células cancerigenas do que nas células
normais. Estes resultados demonstram a potencialidade de complexos contendo ligantes
N,S-doadores que visam as enzimas topoisomerases como alvos farmacoldgicos. Além disso,
este trabalho mostra a influéncia causada pela presenca de diferentes grupos na posicao N4
da tiossemicarbazona. A alteracdo dos substituintes nesta posi¢cdo implicou em modificacoes
significativas na atividade antiproliferativa bem como na inibicdo da enzima.

Nesse contexto, Zeglis et al.**

mostraram a potencializacdo da inibicdo da topo lla e
da atividade antiproliferativa frente a linhagens de células tumorais de mama humana de
tiossemicarbazonas quando complexadas ao ion de cobre(ll). Os complexos sintetizados
apresentam a geometria quadratica plana (Figura 16), sendo este um requisito fundamental
para acentuar a intera¢do entre a molécula e a o sitio ativo da enzima topo Il, segundo os
autores. Os resultados de citotoxicidade demonstraram que as tiossemicarbazonas
sintetizadas possuem uma boa atividade antitumoral com valores de ICsq entre 4,3 e 8,1 uM
frente a células SK-Br-3. Porém, quando sdo capazes de inibirem a topoisomerase, o fazem
apenas em altas concentragdes (76 — 94 uM). Em contrapartida, os complexos de Cu(ll)
apresentam uma faixa de concentracdo de inibicdo enzimatica muito menor que a dos
ligantes livres entre 0,3 — 7,2 uM, tais valores sao comparaveis ao do farmaco doxorrubicina
(1 -5 uM) e muito melhores que o do etoposidio (50 — 90 uM), ambos usados atualmente no

tratamento contra o cancer. Vale ressaltar também que a metalacdo contribuiu para um

aumento significativo da atividade antiproliferativa.
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Figura 16 - Férmula estrutural das tiossemicarbazonas sintetizadas

Cw(Fp4mT)ClI CH H Me H

RI R2 Cu(FpdeT)CI CH I Lt 1

| Cu(FpdipT)Cl CH H iPr H

Z N ﬂ\'\ N CufpdalTCl | CH H Al H
X | T Y R.‘ Cu(ApdmT)Cl | CH  Me  Me H
N N Cll S Cu(Ap4eT)CI CH Me Lt H

I Cu(FpdpyrrT)Cl| CH H Pirrolidina

Cl Cu(Fp4bzT)Cl CH H Bz H

Cu(Fph)Cl CH H H H

Cu(Ap4alT)ClI CH Me Alil H

Cu(Apz4mT)Cl N Me Me H

Fonte: Zeglis et al.**

Acredita-se que estes complexos atuem no dominio da ATPase competindo com as
moléculas de ATP e impedindo a ac¢do enzimatica. Os autores atribuem, em parte, o
aumento da capacidade de inibicdo dos complexos em relacdo as tiossemicarbazonas livres a
rigidez apresentada pela geometria quadratica plana imposta pelo ion Cu(ll), uma vez que a
planaridade é responsavel pela melhor acomodacdo dos compostos na cavidade do sitio
alvo.

A incorporagado de ligantes N, S-doadores e trifenilfosfina no arcabougo molecular de
complexos de Pd(ll) também vem demonstrando ser uma estratégia interessante no design
de compostos biologicamente ativos. Neste contexto, Maia et al.®> apresentaram o estudo
da citotoxicidade de uma série de complexos de paladio(ll) (Figura 17) com ligantes
derivados de tiossemicarbazonas e a trifenilfosfina frente a células mamarias cancerigenas,
MDA-MB231. A cisplatina foi usada como droga padrdo nos testes. Os resultados
encontrados foram promissores, uma vez que 0s compostos se mostraram muito mais ativos
gue o medicamento de referéncia, apresentando valores de ICsq entre 4,9 e 5,5 uM, ja a
cisplatina apresentou um ICsq > 200 uM. Os valores similares de citotoxicidades encontrados
para os complexos indicam um mecanismo bioquimico de acdo bem semelhante entre os
trés, no entanto diferente quando comparado aquele apresentado pela cisplatina, devido a

inatividade da droga neste caso.
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Figura 17 - Estruturas dos complexos [Pd(aptsc)(PPhs)](NOs).H,O (A); [Pd(apmtsc)(PPhs3)](NOs) (B);
[Pd(apptsc)(PPh3)](NO3).H,0 (C)

Fonte: Maia et al.”’

Tendo em vista as potencialidades bioldgicas e estruturais apresentadas pelos
ligantes sulfurados, fosfinicos e o ion de paladio (ll), pretende-se realizar o estudo da
atividade citotdxica e a acdo frente a possiveis alvos farmacolégicos de complexos do tipo
[PdX,(S)(PPhs3)] e [PAX(S)(PPhs)]*, sendo S = ligantes sulfurados (tioacetamida, 4-metil-3-
tiossemicarbazida, 4-fenil-3-tiossemicarbazida) apresentados na Figura 18; PPh; =

trifenilfosfina; X = CI°, Br, I’ e SCN".
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Figura 18 - Estruturas dos ligantes PPh;, TAA, 4-MeT e 4-PhT

PPh,

S

HaC )kz NH
HaC NH, 3 \s 3N 1 2 4*2/%2
H H

TAA
4-MeT 4-PhT

Fonte: Autor

A escolha da trifenilfosfina como ligante se baseou na sua capacidade de aumentar a
lipofilicidade dos complexos, de estabelecer fortes ligacdes com o Pd(ll), por sua
citotoxicidade frente a alguns tumores e pela sua capacidade de ocupar bolsdes hidrofébicos
nos sitios de vdrias enzimas. Ja a utilizacdo dos ligantes tioacetamida, 4-metil-3-
tiossemicarbazida e 4-fenil-3-tiossemicarbazida se mostrou interessante devido a maior
estabilidade termodindamica de seus complexos, bem como pela possibilidade de gerarem
compostos com menos efeitos colaterais. A utilizagdo destes ligantes possibilitara a
obtencdo de informacgdes sobre a diferenca no comportamento biolégico de complexos de
Pd(ll) contendo ligantes S-doador (monodentado) e N, S-doadores (bidentados). Além disso,
pretende-se investigar o efeito causado por diferentes substituintes na posicdao N4 na
atividade biolégica dos complexos, uma vez que estudos mostraram que alteragées feitas
nesta posicdo interferem de uma maneira mais efetiva na modulacdo da citotoxicidade

destes compostos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral:

Face ao exposto, o objetivo principal deste trabalho envolve o planejamento de

novos complexos de Pd(ll) contendo tiossemicarbazidas bidentadas ou o ligante

monodentado tioacetamida e a trifenilfosfina com potencial atividade citotéxica frente a

células tumorais.

2.2. Objetivos especificos:

v
v

Preparacdo e caracterizacao dos novos complexos de Pd(ll);

Investigacdo da citotoxicidade frente as linhagens de tumor mamadrio e pulmonar
murino;

Avaliacdo da diferenca na citotoxicidade dos compostos contendo ligantes N, S-
doadores ou S-doador;

Investigar a influéncia dos ligantes na citotoxicidade;

Compreensao da influéncia do substituinte na posicao N4 dos ligantes N. S-doadores
em relacdo as atividades bioldgicas dos complexos;

Reatividade com a guanosina;

Interacao com o DNA;

Avaliacdo da capacidade inibitéria dos complexos frentes as enzimas DNA-
topoisomerases | e ll;

Capacidade de inibicdo da enzima catepsina B.
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3. Parte Experimental

3.1. Procedéncia de reagentes e solventes:

Todos os reagentes e solventes utilizados no trabalho eram de grau analitico P.A., sua
procedéncia estd representada na Tabela 2. Os solventes empregados nas sinteses foram
tratados com peneiras moleculares para remogdao de excesso de agua e armazenados em

frascos escuros de vidro.

Tabela 2 - Procedéncia de reagentes e solventes

Reagentes Procedéncia Solventes Procedéncia
Cloreto de paladio Vetec Acetonitrila Mallinckrodt
Brometo de potassio Carlos Erba Alcool Metilico Merck
lodeto de potdssio Merck Cloroférmio Merck
Tiocianato de potassio Merck Pentano Merck
Trifenilfosfina Merck Eter Dietilico Sigma-Aldrich
Guanosina Aldrich DMF Sigma-Aldrich
MTT Across Organics  Alcool isopropilico Mallinckrodt
Nitrato de prata Aldrich Cloroférmio-d; CIL
Perclorato de potassio Aldrich Metanol-d, Aldrich
Brometo de Etidio Sigma-Aldrich DMSO-dg CIL
4-fenil-3-tiossemicarbazida Sigma-Aldrich
4-metil -3-tiossemicarbazida Sigma-Aldrich

Fonte: Autor
3.2. Sinteses:

3.2.1. Sintese do [PdClz(MeCN):]:

Em um erlenmeyer de 200 mL de capacidade contendo 40 mL de acetonitrila a 80 °C
foram adicionados, lentamente, 2,00 g (11,3 mmols) de cloreto de palddio anidro (PdCl,). A
suspensdo foi mantida sob intensa agitacdo magnética por 4 horas. Apds este periodo um
precipitado amarelo foi formado. O sdlido foi isolado a partir de uma filtracdo simples. O

composto obtido é soluvel em cloroférmio, diclorometano e acetona. Rendimento: 75%.
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Andlise Elementar: obtido (calculado para C4Hg CI;N,Pd) % C=18,05 (18,52); % H=2,49 (2,34);
% N=10,40 (10,80).

3.2.2. Sintese do [PdCI(PPh3)(4-MeT)]Cl (1):

Em um erlenmeyer de 25 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de [PdCl,(MeCN),]
suspenso em 10 mL de cloroférmio foi gotejada uma solucdo contendo 0,051 g (0,19 mmol)
de trifenilfosfina e 0,020 g (0,019 mmol) de 4-metil-3-tiossemicarbazida em 3,0 mL de uma
mistura cloroférmio/metanol em proporgdo 1:2. A adi¢do dos ligantes deu origem a uma
solucdo de cor amarela. A agitacdo magnética foi mantida durante 2 h. Apds este periodo, o
volume da solugao foi reduzido com auxilio de um rotaevaporador e depois filtrado sobre
um béquer contendo pentano, em uma razdo 1:3 cloroférmio/pentano. Em seguida, foi
observada a formacdo de uma suspensdo amarela, que foi filtrada e o sdélido obtido foi
lavado e seco. Rendimento: 75%. Andlise Elementar: obtido (calculado para
Ca0H22C1,N3PSPd.1/2H,0) %C=43,13 (43,38); %H=4,44 (4,19); %N=7,41 (7,59). Condutividade

molar, em dmf, 49,7 Qcm?’M.

3.2.3. Sintese do [PdBr(PPh3)(4-MeT)]Br (2):

Para a sintese deste complexo o mesmo procedimento descrito anteriormente foi
realizado obtendo-se assim o composto 1, em seguida, in situ, se adicionou ao meio
reacional 0,045 g (0,38 mmol) de brometo de potassio dissolvidos em 2,0 mL de uma mistura
de metanol/agua 4:1. A reacdo foi agitada magneticamente por mais 6 h. Apds este periodo
a solugdo apresentava uma coloragao laranja, esta por sua vez reduzida com auxilio de um
rotavapor e foi filtrada sobre um béquer contendo pentano, em uma razio 1:3
cloroférmio/pentano. Em seguida, observou-se a formac¢do de uma suspensdo amarela
escura, que foi filtrada e o sdlido obtido foi lavado e seco. Rendimento: 75%. Analise
Elementar: obtido (calculado para CyoH,,Br,NsPSPd) %C= 37,24 (37,91); %H= 3,88 (3,50);
%N= 6,63 (6,31). Condutividade molar, em dmf, 58,0 Qcm’M.

3.2.4. Sintese do [PdI(PPh3)(4-MeT)]I (3):
Em um erlenmeyer de 25 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de [PdCl,(MeCN),]
suspenso em 10 mL de cloroférmio foi gotejada uma solucdo contendo 0,051 g (0,19 mmol)

de trifenilfosfina e 0,020 g (0,019 mmol) de 4-metil-3-tiossemicarbazida em 3,0 mL de uma
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mistura cloroférmio/metanol em proporgdo 1:2. A adicdo dos ligantes deu origem a uma
solucdo de cor amarela. A agitacdo magnética foi mantida durante 2 h. Em seguida, se
adicionou ao meio reacional 0,064 g (0,38 mmol) de iodeto de potdssio dissolvidos em 2,0
mL de uma mistura de metanol/agua 4:1. A reacdo ficou sob agitacdo magnética por mais 1
h. Apds este periodo a solucdo apresentava uma coloracdao vermelha, esta por sua vez foi
filtrada sobre um béquer contendo pentano, em uma razdo 1:3 cloroférmio/pentano. Logo
apos, observou-se a formacdo de uma suspensdo vermelha, que foi filtrada e os cristais
obtidos foram lavados e secos. Rendimento: 80%. Andlise Elementar: obtido (calculado para
CaoH221,N3PSPd) %C= 32,17 (33,01); %H= 3,09 (3,05); %N= 5,73 (5,77). Condutividade molar,
em dmf, 63,2 Qcm’M.

3.2.5. Sintese do [Pd(SCN)(PPh3)(4-MeT)]SCN (4):

O complexo 4 foi preparado como descrito para o composto 3, pela reacao entre
[PdCI(MeCN),] (0,050 g, 0,19 mmol), trifenilfosfina (0,051 g, 0,19 mmol), 4-metil-3-
tiossemicarbazida (0,020 g, 0,019 mmol) e tiocianato de potassio (0,038 g, 0,38 mmol).
Observou-se a formacdo de uma suspensdo laranja, que foi filtrada e os cristais obtidos
foram lavados e secos. Rendimento: 70%. Andlise Elementar: obtido (calculado para
C22H25NsPS3Pd.H,0) %C= 43,17 (43,46); %H= 3,75 (3,98); %N= 11,13 (11,52). Condutividade

molar, em dmf, 66,0 Qcm*M.

3.2.6. Sintese do [PdCI(PPh3)(4-PhT)]Cl (5):

Em um erlenmeyer de 25 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de [PdCl,(MeCN),]
suspenso em 10 mL de cloroférmio foi gotejada uma solucdo contendo 0,051 g (0,19 mmol)
de trifenilfosfina e 0,032 g (0,019 mmol) de 4-fenil-3-tiossemicarbazida em 3,0 mL de uma
mistura cloroférmio/metanol em proporgdo 1:2. A adicdo dos ligantes deu origem a uma
solucdo limpida de cor amarela. A agitacdo magnética foi mantida durante 2 h. Apds este
periodo, o volume da solucdo foi reduzido com auxilio de um rotaevaporador e depois
filtrado sobre um béquer contendo pentano, em uma razdo 1:3 cloroférmio/pentano. Apods a
reducdo do solvente foi observada a formacdo de uma suspensdo, esta por sua vez foi

filtrada, dando origem a um sdlido amarelo, que foi lavado e seco. Rendimento: 75 % (88,0
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mg). Andlise Elementar: obtido (calculado para C,sH,4ClI,N3PSPd, % H,0) %C=48,71 (48,76);
%H=4,23 (4,09); %N=6,93 (6,82). Condutividade molar, em dmf, 65,6 Qcm’M.

3.2.7. Sintese do [PdBr(PPh3)(4-PhT)]Br (6):

Sintetizou-se o composto 5, em seguida, in situ, se adicionou ao meio reacional 0,046
g (0,38 mmol) de brometo de potdssio dissolvidos em 2,0 mL de uma mistura de
metanol/agua 4:1. A reacdo foi deixada sob agitacdo magnética por mais 6 h. Apds este
periodo a solucdo apresentava uma coloracdo laranja, esta por sua vez foi filtrada sobre um
béquer contendo pentano, em uma razdo 1:3 cloroférmio/pentano. Depois da redugdo do
solvente, observou-se a formacdo de uma suspensdo amarela escura, esta foi filtrada,
originando um sdlido laranja que foi lavado e seco. Rendimento: 75% (94,0 mg). Analise
Elementar: obtido (calculado para CysH»4Br,N3PSPd) %C= 43,56 (43,16); %H= 3,51 (3,48);
%N= 6,10 (6,04). Condutividade molar, em dmf, 58,5 Qcm>M.

3.2.8. Sintese do [PdI(PPh3)(4-PhT)]I (7):

Apds a formacdo do composto 5, adicionou-se ao meio reacional 0,064 g (0,38 mmol)
de iodeto de potassio dissolvidos em 2,0 mL de uma mistura de metanol/agua 4:1. A reacdo
foi deixada sob agitacao magnética por mais 2 h. Apds este periodo a solugdo apresentava
uma coloracdo vermelha, esta por sua vez foi filtrada sobre um béquer contendo pentano,
em uma razdo 1:3 cloroférmio/pentano. Em seguida, observou-se a formacdo de uma
suspensdo vermelha, que foi filtrada e o sélido obtido foi lavado e seco. Rendimento: 80 %
(122 mg). Analise Elementar: obtido (calculado para Cy5H,41,N3PSPd) %C= 38,52 (38,02); %H=
3,24 (3,06); %N= 5,34 (5,32). Condutividade molar, em dmf, 70,4 Qcm*M.

3.2.9. Sintese do [Pd(SCN)(PPh3)(4-PhT)]SCN (8):

O complexo 8 foi sintetizado analogamente aos demais. Preparando o composto 5 e
in situ, adicionou-se ao meio 0,038 g (0,38 mmol) de tiocianato de potassio dissolvidos em
2,0 mL de uma mistura de metanol/agua 4:1. A reacdo foi deixada sob agitacdo magnética
por mais 2 h. Apds este periodo a solucdo apresentava uma coloracdo laranja, esta por sua

vez foi filtrada sobre um béquer contendo pentano, em uma razdo 1:3 cloroférmio/pentano.
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Apds a reducdo do solvente, observou-se a formacdo de uma suspensdo laranja, que foi
filtrada e o sélido obtido foi lavado e seco. Rendimento: 75% (88,0 mg). Andlise Elementar:
obtido (calculado para Cy7H4NsPSsPd) %C= 49,79 (49,73); %H= 3,77 (3,71); %N= 10,34
(10,74). Condutividade molar, em dmf, 62,8 Qcm>M.

3.2.10. Sintese do [PdCl2(PPh3)(TAA)] (9):

Em um erlenmeyer de 25 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de [PdCl,(MeCN),]
suspenso em 10 mL de cloroférmio foi gotejada uma solucdo contendo 0,051 g (0,19 mmol)
de trifenilfosfina e 0,015 g (0,019 mmol) de tioacetamida em 1,0 mL de uma mistura
cloroférmio/metanol em proporcdo 1:1. A adi¢do dos ligantes deu origem a uma solugdo de
cor amarela. A agitacdo magnética foi mantida durante 2 h. Apds este periodo, o volume da
solucdo foi reduzido, e depois foi filtrada sobre um béquer contendo pentano, em uma razao
1:3 cloroférmio/pentano. Imediatamente foi observada a formacdo de uma suspensdo
amarela, que foi filtrada e o sélido foi lavado e seco. Rendimento: 80 % (79 mg). Analise
Elementar: obtido (calculado para CoNH»oPSCl,Pd) %C=46,75 (46,67); %H=4,09 (3,92);
%N=2,26 (2,72). P.f. (°C) = 133. Condutividade molar, em dmf, 16,1 Qcm*M.

3.2.11. Sintese do [PdBr2(PPh3)(TAA)] (10):

Apds a formagao do composto 9, como descrito anteriormente, adicionou-se, in situ,
0,045 g (0,38 mmol) de brometo de potdssio dissolvidos em 1,0 mL de uma mistura de
metanol/agua 4:1. A reacdo foi deixada sob agitacdo magnética por mais 6 h. Apds este
periodo, o volume da solugdo foi reduzido, e depois foi filtrada sobre um béquer contendo
pentano, em uma razdo 1:3 cloroférmio/pentano. Imediatamente foi observada a formagdo
de uma suspensdo laranja, que foi filtrada e o sélido foi lavado e seco. Rendimento: 75% (87
mg). Anadlise Elementar: obtido (calculado para C,oNH»oPSBr,Pd) %C=41,72 (40,79); %H=3,75
(3,34); %N=2,07 (2,32). P.f. (°C) = 120. Condutividade molar, em dmf, 28,0 Qcm>M.

3.2.12. Sintese do [PdI2(PPh3)(TAA)] (11):
Analogamente, para a obtencdo de 11, adicionou-se ao meio reacional, contendo o

complexo 9, 0,064 g (0,38 mmol) de iodeto de potassio dissolvidos em 1,0 mL de uma
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mistura de metanol/agua 4:1. A reacdo foi deixada sob agitacdo magnética por mais 2 h.
Ap0ds este periodo, o volume da solucdo foi reduzido, e depois foi filtrada sobre um béquer
contendo pentano, em uma razdo 1:3 cloroférmio/pentano. Imediatamente foi observada a
formacdao de uma suspensdo vermelha, que foi filtrada e o sdélido foi lavado e seco.
Rendimento: 75% (101 mg). Analise Elementar: obtido (calculado para CyoNH»oPSI,Pd)
%C=34,40 (34,34); %H=3,22 (2,89); %N=1,91 (2,01). P.f. (°C) = 131. Condutividade molar, em
dmf, 23,7 Qcm’M.

3.3. Métodos Experimentais:

3.3.1. Andlise Elementar:
As andlises quantitativas dos elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio foram
efetuadas no analisador automatico da Perkin-Elmer, modelo 240, pertencente a Central

Analitica do Instituto de Quimica da USP - S3o Paulo.

3.3.2. Ponto de Fusao:
Intervalos de fusdo foram determinados no aparelho MQAPF-302, que alcanca a

temperatura maxima de 350 °C.

3.3.3. Condutividade Molar:
A condutividade dos complexos foi medida com o condutivimetro Digimed-DM-31

usando solucdes de dmf de 1 x 10> M.

3.3.4. Espectroscopia Vibracional na regidao do Infravermelho:
Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos no
Espectrofotometro Nicolet IS5 Thermo Scientific, em um intervalo de nimero de onda entre

4000 - 400 cm?, usando pastilhas de KBr.

3.3.5. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear:

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H, *C e *'P foram registrados no
Espectrometro multinuclear VARIAN, modelo INOVA 500 e Espectrometro Bruker AVANCE
400. Utilizou-se dmso-ds, MeOD-d, e CDCl; para dissolucdo das amostras. Os deslocamentos
guimicos obtidos foram referenciados pelos solventes. O campo magnético utilizado foi de

11,7 T.
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3.3.6. Espectrometria de Massa:
Os espectros foram obtidos com ionizag¢do por electrospray em modo positivo (ESI™)

em um espectrometro Qtof-micro WATERS (3000V) e utilizando calibragdo interna (H3POy).

3.3.7. Analise Termogravimétrica:

As curvas TG/DTA dos compostos foram obtidas empregando-se o maddulo
simultdneo SDTQ 600 TA — Instruments, utilizando-se cadinhos de a-alumina para amostra e
referéncia, que foram aquecidos desde a temperatura ambiente até 1200 °C, obedecendo
uma razdo de aquecimento de 20 °C min™’. Empregou-se o ar sintético como atmosfera de
forno, com vazdo média de 50 mL min?. A massa das amostras utilizadas foi de
aproximadamente 10 mg.

Estes experimentos foram realizados na Universidade Federal de Alfenas-UNIFAL, sob

a supervisao do Prof. Dr. Eduardo Tonon de Almeida.

3.3.8. Difracado de Raios X - Método do po:

Os difratogramas de raios X, pelo método de pd, dos residuos formados nas
termodecomposicbes, foram obtidos em um difratbmetro Siemens D-5000 utilizando-se
radiacdo CuKa (A = 1.541 A) monocromatizada por cristal de grafite, configurado com 40 KV
e 30 mA, entre 5 e 70° . Os picos foram comparados com aqueles descritos na base de dados

ICDD®®.

3.3.9. Difracao de Raios X de monocristal:

Monocristais de tamanhos adequados de 3 complexos (3, 4 e 7) foram selecionados
manualmente. Para os compostos 3 e 4, os monocristais foram obtidos diretamente da
saturacdo da solucdo reacional. O monocristal do complexo 7, foi obtido pela recristalizacao
através da difusao de vapor do éter dietilico a 4 °C em uma solu¢do saturada do composto
em metanol. Os dados de 7 foram coletados em um difratbmetro modelo Bruker APEX-II
CCD, instalado na Université Blaise Pascal — Clermont-Ferrand, Franca. As medidas foram
realizadas usando radiacio Ka de Mo monocromada por grafite, A =0,7107 A. Os dados
foram corrigidos através de efeitos de polarizacdo de Lorentz e correcdes empiricas de
absorcdo usando o SCALE3 ABSPACK. A estrutura foi resolvida por métodos diretos
utilizando-se o programa SHELXS e refinada com o SHELXS-97%’. Os dados de 3 e 4 foram

coletados em um difratdmetro modelo Enraf-Nonius Kappa-CCD instalado no Departamento
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de Fisica e Informatica — Grupo de Cristalografia de Pequenas Moléculas, do Instituto de
Fisica de Sao Carlos do Prof. Dr. Javier Ellena. As medidas foram realizadas usando radia¢ao
Ko de Mo monocromada por grafite, A = 0.71073 A. O programa COLLECT®® foi utilizado para

a realizagdo das coletas de dados e o sistema de programas HKL Denzo—ScaIepack69

para a
indexacdo e integracdo das reflexdes. O programa SHELXS-97°’ foi utilizado para resolver as
estruturas, refinadas com a matriz completa de minimos quadrados em F% com o SHELXS-
977°. A validacdo de cada estrutura foi feita utilizando-se o programa PLATON’ e dentro do
programa WingX72 0Ss programas MERCURY”® e ORTEP-3"* foram utilizados para gerar as

imagens.

3.3.10. Estratégia Computacional:

Neste trabalho, a abordagem de quimica quantica empregada para se determinar as
estruturas moleculares foi a de modificagao de troca funcional de Becke pelo método Handy
OPTX"*>’®, com a correlacao funcional (1) de Vosko, Wilk e Nusair’’. A base fixa usada para
os calculos foram: 4s para H (%S)’8, [5s4p] para C (3P), N (*s), O (*P)’®, [9s, 7p] para P (*S)
[11s7p] para Cl (’P)”, [15s11p6d] para Br (°P), [1659p5d]80 para | (*P)%°, [14s8p] para S (P) e
[12s8p5d] para Pd (*S)’®. As funcBes difusas para o dtomo de paladio (*S) foram calculadas

. . 78,81
de acordo com o processo descrito literatura’®®

, e esses valores sdo: as = 0,020546, a, =
0,1004328, a4 = 0,5954813. A fim de melhor descrever as propriedades do composto na
aplicacio dos célculos, foi necessario incluir funcdes de polarizacdo’®® para todos os

atomos dos compostos.

As fung¢des de polarizagdao sdo: a, = 0.33353749 para H (>S), ag = 0,72760279, agq
0,35416230, a4 = 0,36059494, a4 = 0,37832563, a4 = 0,47236655, as = 0,42912802, os

0,51068618, para C (°P), N (*s), O (°P), P (*s), CI (*P), Br (*P), I (°P), respectivamente, e as = O.
14057699 para atomo de Pd (*s). o papel de um conjunto de base é um ponto crucial em
estudos tedricos de complexos de metais, uma vez que a descricdo da configuracdo do metal
no complexo difere do estado neutro.

A otimizacdo da geometria foi calculada utilizando o algoritmo otimizado de Berny83 e

a geometria resultante é mostrada pelo software GaussView 5.0.2 W

3.3.11. Atividade citotoxica:
As linhagens tumorais LM3 e LPO7 foram cedidas pela Dra. Elisa Bal de Kier Joffé, do

Instituto de Oncologia Angel H. Roffo — Buenos Aires — Argentina.
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O cultivo celular foi mantido em meio MEM, 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 nimero de
células foi determinado pela contagem em camara hemocitométrica tipo Neubauer (Boeco),
utilizando corante azul de Tripan, a 0,04 % em PBS, e ajustado a uma concentragao de 3.10*
células mL* em meio MEM.

As solugBes-mde foram preparadas em concentracdo maxima de dmso de 2,5% v/v,
conforme os métodos convencionais. As solugdes foram diluidas em meio de cultura
apropriado (MEM) momentos antes da diluicdo e aplicacdo das amostras nos testes de
citotoxicidade.

A determinacdo da citotoxicidade dos compostos de Pd(ll) sobre células tumorais
(LM3 e LPO7) foi quantificado pela capacidade das células vivas reduzirem o MTT®. As
células tumorais LM3 e LPO7 foram adicionadas em placas de 96 pogos em concentragdes
suficientes para cobrir 10% de cada orificio. Apdés 24 h de incubacdo, formado o tapete
celular, os compostos investigados foram adicionados e incubados por mais 24 h. Apds o
periodo de incubacdo, o meio foi trocado por meio fresco contendo 1 mg mL™* de MTT. O sal
de tetrazodlio sofre metabolizacdo pelas redutases mitocondriais das células vivas formando
cristais de formazana (Figura 19). Trés horas depois, o contelido da placa foi novamente
vertido e 100 pL de alcool isopropilico foram adicionados a cada orificio para solubilizar os
cristais formados. Somente células e meio de cultura foram utilizados como controle,
equivalendo a 100% de viabilidade celular. A leitura da absorbancia foi realizada no
Fotocolorimetro multicanal UV-Vis Multiscan Ascent (Labsystems), em comprimento de
onda de 540 nm e filtro de referéncia 620 nm.

Os valores correspondentes a concentragdao que reduz em 50% a viabilidade celular
(ICsp) dos compostos foram quantificados através de curvas dose-resposta Concentracdo da
Amostra x Viabilidade Celular. O experimento foi realizado em quintuplicata.

Esta parte do trabalho foi desenvolvida no Departamento de Andlises Clinicas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (UNESP), com a colaboracdo da Profa.

Dra. Iracilda Z. Carlos.
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Figura 19 - Estruturas do MTT e formazana envolvidas no processo de quantificacdo da viabilidade

celular
_redutase_s_
TN N mitocondriais n— NH N
N g | o
V4 V4
N S N S
BF
N
MTT Formazana

Fonte: Autor

3.3.12. Reagao com a guanosina:

Os complexos de 1-8 (0,033 mmol, 1,0 equiv.) foram dissolvidos em dmf (2,0 mL), em
seguida, foram adicionados a estas solugdes 2,0 equivalentes de nitrato de prata (11,0 mg)
dissolvidos em dmf (1,0 mL). As misturas reacionais ficaram sob agitacdo por 4 horas sob o
abrigo da luz. Depois disto, os sélidos formados foram filtrados através de filtros Millipore
gerando solucbes limpidas amarelas. A estas solugdes foram adicionados 2,0 equiv. de
guanosina (9,0 mg, 0,066 mmol), dissolvida em dmf a quente. As reacdes foram agitadas por
16 h. Posteriormente, o solvente foi eliminado com o auxilio de uma bomba de vacuo e o
produto resultante foi redissolvido em metanol e analisado por RMN de *H e espectrometria
de massas.

Esta parte do trabalho foi desenvolvida no “Laboratoire SEESIB (Synthése et Etude de
Systémes a Intérét Biologique)”, na Université Blaise Pascal, em Clermont-Ferrand (Franca)

sob supervisdo do Dr. Arnaud Gautier.

3.3.13. Interacdo com plasmideo superenovelado:

Para a realizacdo dos experimentos de interacdo com o DNA foram feitas solucdes
estoques de 2000 pM e 200 uM dos complexos em dmf/H,0, 1:1 v/v. 1 pL de cada solugdo
foi adicionado em 1 uL de palsmideo pNFkB-luc na presenca de 18 pL de KCIO4 (10%M), em
seguida, estas amostras foram incubadas por 15 minutos e 24 horas. Apds este periodo, foi
adicionado 1 pL do corante blue/Orange loading dye (Promega), para auxiliar a inser¢do dos

compostos no gel. Em seguida, as amostras nas concentracbes 10 pM e 100 uM foram
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analisadas pela eletroforese em gel de agarosse (1%) a 100 V. O gel foi revelado com
brometo de etidio (BET) sobre luz ultra-violeta.

Esta parte do trabalho foi desenvolvida no “Laboratoire SEESIB (Synthése et Etude de
Systemes a Intérét Biologique)”, na Université Blaise Pascal, em Clermont-Ferrand (Franga)

sob supervisdo do Dr. Arnaud Gautier.

3.3.14. Inibicao das enzimas DNA-Topoisomerases I e II:

ReacoOes entre o DNA pBR322 superenovelado (0,5 uL), topoisomerase Il (1 pL) e os
compostos em diversas concentracdes (24,5 uL) foram efetuadas em tampao de ensaio (3,0
uL) contendo 50 mmolL? de Tris.HCI, pH = 7,5, 125 mM de NacCl, 10 mM de MgCl,, 5 mM de
ditiotreitol (DTT) e 100 mgmL™ de albumina, na presenca de moléculas de ATP (1 pL).
Controles negativo (plasmidio sem a presenca da enzima e dos compostos) e positivo
(plasmidio na presenca da enzima sem os compostos) foram feitos para comparacdo e
avaliacdo da eficacia dos compostos.

As amostras foram incubadas por 40 minutos a 37 °C. A reacdo foi interrompida pela
adicdo de 3 pL de SDS (dodecil sulfato de sédio), 15 uL de STEB (40% de sacarose, 100 mM
de Tris.HCl, pH = 7,5, 1 mM de EDTA, 0,5 mgmL'1 de azul de bromofenol) e 60 L da mistura
cloroférmio:élcool isoamilico (24:1 v/v). Em seguida as amostras foram centrifugadas e com
o sobrenadante foi realizada a eletroforese em gel de agarose 1%, em solugdo tampao de
TBE 1x (Tris/Borato/EDTA) pH = 8,2 a 60 V por 2 h. O gel foi corado em uma solugdo de
brometo de etidio (1 mgmL'l), revelado e analisado em luz ultravioleta pelo Alpha Imager EP
System da Cell Biosciences.

O procedimento do teste de inibicdo para a topo | é andlogo ao descrito
anteriormente, no entanto ndo é necessaria a adicdo do ATP para que a enzima realize a
guebra de uma fita do DNA.

Esta parte do trabalho foi desenvolvida no Departamento de Bioquimica e Tecnologia
do Instituto de Quimica de Araraquara (UNESP), com a colaboracdo do Prof. Dr. Saulo

Santesso Garrido.

3.3.15. Inibicao da enzima Catepsina B:
A atividade inibitéria dos complexos selecionados 3 e 7, foi medida frente a enzima
catepsina B de figado humano, usando o substrato fluorogénico Z-Phe-Arg-MCA (MCA)

(Calbiochem)®®. Primeiramente, 1 pL da enzima foi diluido em 500 pL de tampao de acetato
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de sddio (100 mM, pH =5,5), em seguida, foram adicionados 2,5 L de ditiotrietol (DTT) (500
KM). Esta solugdo ficou incubada por 3 minutos a 37 °C, seguidamente, foram adicionados 2
puL de substrato MCA e a fluorescéncia do 7-amino,4-metilcumarina liberado do substrato,
apo6s hidrdlise, foi medida usando um Espectrofotometro Hitachi F-2500 (Aex = 380 nm e
Aem = 460 nm), imediatamente, foi-se adicionando os complexos em diversas concentracdes
e a fluorescéncia resultante monitorada pelo espectrofotémetro.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados de ICsp, foram
obtidos através de curvas dose-resposta, % de inibicdo x concentragdo dos complexos.

Esta parte do projeto foi desenvolvida no Departamento de Genética e Evolugdo da

Universidade Federal de S3o Carlos, com a colaboracdo do Prof. Dr. Flavio Henrique da Silva.
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4, Resultados e Discussdo

4.1. Sintese e Caracterizagdo dos compostos 1-8:

4.1.1. Sinteses:
Os complexos de 1-8 desejados foram obtidos a partir de sinteses em duas etapas,

partindo do composto precursor bis(acetonitrila)dicloropaladio(ll) como é mostrado no

esquema 1.
Esquema 1 - Rota sintética dos complexos 1-8
®
MeCN Cl (Ph)sP /CI_|
7/ _CHCIyMeOH _ pd P
- S NH
/ . P(Ph), \ I °
MeCN cl S >—NH L R=cH
R—NH ‘bpp
R, )I\ NH, 5:R=Ph
N N
H H
®
MeOH/H-O (5:1 (Ph)sP /X_l 2: X =Br,R = CHj
€ 20 (5:1) - Pd 3: X=1,R=CH;,
KX s” “NH, _o 4 X=SCN,R=CH,
(X =Br, I, SCN) N X~ 6:X=Br,R=Ph
7:X=1,R=Ph

R—NH 8: X=SCN. R = Ph

Fonte: Autor

Durante a reagdo, ambos os ligantes, tiossemicarbazidas e a trifenilfosfina
deslocaram os ligantes labeis acetonitrila e um dos atomos de cloro gerando os compostos 1
(R=CH3) e 5 (R=Ph). Com a coordenacdo dos ligantes quelatos, N,S-doadores, formou-se um
anel de cinco membros na estrutura dos compostos, o que resulta em um aumento da
estabilidade termodinamica. Sugere-se que a presenca de grupos volumosos (anéis
aromaticos) da fosfina nas adjacéncias do poliedro de coordenacdo do ion Pd(ll) deve
diminuir a cinética das reacdes de troca de ligantes no meio bioldgico por dificultar a
formacao do intermediario pentacoordenado. Dessa forma, o composto apresentaria uma

resisténcia maior aos processos de hidrélise e/ou troca de ligantes em solucdo, aumentando
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as chances do composto de atingir seu(s) alvo(s) farmacoldgico(s) com sua estrutura
molecular relativamente intacta.

Espera-se que a trifenilfosfina se posicione trans ao atomo de nitrogénio, uma vez
que a situacgdo inversa geraria uma competicdao entre os dtomos de S e P pelos elétrons
disponiveis na subcamada d do 4dtomo metalico, enfraquecendo as duas ligacdes Pd-S e Pd-P
(Figura 20)*’. Na segunda etapa reacional, o ion de cloro restante é facilmente substituido
pelo bromo (2 e 6), iodo (3 e 7) e tiocianato (4 e 8), pela adicdo de dois equivalentes do sal
de potdssio apropriado. Esta facil substituicdo ocorre devido a maior nucleofilicidade
apresentada por estes ligantes em relagao ao cloro®®. E também por serem bases de Pearson
mais moles que o Cl, visto que o ion de Pd(ll) € um dacido mole possuindo uma maior

tendéncia em se ligar a bases moles®.

Figura 20 - Competicdo dos elétrons do ion de Pd(ll)

Competicao da retrodoagao

Enfraquecimento de ambas as ligacGes

Fonte: Autor

Sugere-se que o mecanismo de substituicdo destes ligantes anidnicos envolva a
~ . e s . . . . 22 s .
formacdo de um intermedidrio pentacoordenado (mecanismo associativo)™, sendo tipico,
. . o~ 8 , ,
principalmente, em reac¢des que envolvem complexos d°, como é o caso do Pd(ll). Apds a
associacao do novo ligante, ocorre a eliminacdo, no caso, do ion cloreto.
Todos os compostos sdo solidos, estaveis ao ar e possuem coloracao que varia do
amarelo ao vermelho. Sdo parcialmente solUveis em metanol, etanol, acetona e cloroférmio
e bem soluveis em dmf e dmso. A condutividade molar dos complexos de 1-8 em dmf esta

entre 50 — 71 Qcm’mol™ de acordo com a natureza de eletrélitos do tipo 1:1%9,
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4.1.2. Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho:
O espectro no IV do ligante trifenilfosfina (PPhs) esta ilustrado na Figura 21. Os
principais modos vibracionais da molécula de PPh; foram atribuidos e encontram-se na

Tabela 3.

Figura 21 - Espectro vibracional da trifenilfosfina na regiao do infravermelho

v C-H

aromatico ¥

vC=C VvP-Ph

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3ooo 2500 2000 1500 1000 300

Nimero de onda (cm ™)

Fonte: Autor

As moléculas polifenilicas do tipo E(Phs)n, apresentam 30 modos vibracionais, dos
quais 24 envolvem somente dtomos de hidrogénio e carbono. J4 as bandas em 1088 cm™ e
426 cm™ sdo referentes as vibragdes que além de envolverem movimentos dos atomos de
carbono e hidrogénio, contém contribuicdes significativas de estiramento da ligacdo P-fenil.
Enquanto que a banda em 498 cm™ apresenta contribuicdes da deformacao da ligacao P-

fenil®2.
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Tabela 3 - Dados obtidos por espectroscopia no IV da trifenilfosfina e suas respectivas atribuices

v(cm™) Atribuicdo

3057; 3005 vCH
1580; 1474, 1429; 1392 vC=C
1273; 1178; 1155; 1027 BCH
1088 vP-Ph

995 Vanel

914; 851; 746 YCH

692 Yane

622 Banel

498 yP-Ph
426 vP-Ph

v = estiramento simétrico, B = deformacgdo no plano, y = deformagdo fora do plano.

Fonte: Autor

Compostos organicos portadores do grupo tioamida (HNCS) ddo origem a quatro
bandas caracteristicas no espectro no IV¥. A banda Tioamida 1 localizada em
aproximadamente 1500 cm™ possuindo contribuicdes dos modos vibracionais ONH e vC=N. A
banda Tioamida Il aparece na regido de 1300-1200 cmt e apresenta contribui¢cdes dos
modos vibracionais vC=N + ONH + 8CH. Espera-se em 1000 cm™ a presenga da banda
Tioamida Il com significativa contribuicao dos modos vibracionais vC=N + vC=S. A banda
Tioamida IV, com forte contribuicdo do modo vC=S, é encontrada no intervalo espectral de
850-700 cm™.

As variagbes encontradas para essas bandas serdo de suma importancia no
entendimento do modo de coordenacdo dos ligantes utilizados neste trabalho. Sabe-se que
as tiossemicarbazidas se coordenam preferencialmente de maneira bidentada, via atomo de

9% Em raros

enxofre e nitrogénio hidrazinico, podendo ser de forma neutra ou anionica
casos encontram-se complexos com o ligante coordenado de maneira neutra monodentado,
. 2 97
via atomo de enxofre™.
A estrutura das tioamidas apresentam contribuicbes das estruturas candnicas de

ressonancia tiona-tiol, como exemplificado no Esquema 2.
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Esquema 2 - Estruturas canonicas de ressonancia da tiossemicarbazida tiona(a)-tiol(b)

TH2 THz
RHN N
RHN \C/ NH &e— 5 \C/
S SH

Fonte: Autor

Tendo como base o equilibrio acima, se a coordenacgao ocorre via dtomo de enxofre,
as contribuicoes da estrutura “b” aumentam, devido a doacdo de um par de elétrons do
enxofre ao metal, provocando um enfraquecimento da ligagdo C=S e produzindo um carater
parcial de ligagdao C=N ao nitrogénio da tioamida®®.

Os espectros do ligante 4-metil-3-tiossemicarbazida e dos complexos 1-4 estdo
apresentados na Figura 22. Os principais modos vibracionais das moléculas foram atribuidos

e encontram-se na Tabela 4.
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Fonte: Autor

Figura 22 - Espectros vibracionais na regido de 4000-400 cm™ do IV para o ligante e os compostos 1-4
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Tabela 4 - Principais freqiiéncias na regido do infravermelho do ligante 4-MeT e dos complexos 1-4

4-MeT 1 2 3 4 Atribuicao
3290 3361 3376 3330 - vNH
3238 3265 3259 - - vNH
3211 3196 3203 3203 3166 VasNH>
3143 3105 3093 3131 3136 vsNH,

- 3023 3018 3014 3054 VCHaromatico
2963 - 2953 2967 - VasCH3
2935 2936 - 2935 2942 VsCH3

- - - - 2124 vSCN

B - - - 2065 VSCNiiyre
1642 1631 1628 1613 1638 6:NH,

- 1481 1480 1482 1479 VCCiromatico

- 1095 1094 1095 1096 Modo q

- 747 748 754 749 YCHaromético
754 709 - 701 708 vCS

Vas = estiramento assimétrico, v = estiramento simétrico, 6., = deformagdo angular assimétrica no
plano &, = deformagdo tesoura, y = deformacdo fora do plano

Fonte: Autor

As principais frequéncias observadas no espectro do ligante livre, 4-metil-3-
tiossemicarbazida (4-MeT), sdo: a) as duas bandas atribuidas aos estiramentos -NH,
ocorrendo em 3289 e 3238 cm™; b) os estiramentos assimétrico e simétrico do grupo -NH,,
ocorrendo em 3211 e 3143 cm'l, respectivamente; c) os estiramentos do grupo -CHs (2963
cm™ e 2935 cm™); d) a deformacdo “tesoura” do -NH, (1642 cm™); e) o estiramento C-NH
(Tioamida Il em 1362 cm™); f) o estiramento caracteristico da banda da Tioamida IV (C=S)
em 754 cm™.

A analise dos espectros no IV dos compostos 1-4 (Figura 22) permitiu evidenciar a
coordenacao da trifenilfosfina devido a presenca de suas bandas caracteristicas na regido de
1481 (vCC), 1095 (q) e 747 cm™ (yCH)99, bem como a do ligante 4-metil-3-tiossemicarbazida,

mesmo tendo grande parte de suas bandas encobertas pelas absor¢des da PPhs, pois suas
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bandas sdo muito menos intensas. As principais bandas deslocadas nos espectros dos
complexos que nos permite evidenciar a coordenag¢ao do ligante quelato s3do: os
estiramentos assimétricos e simétricos do grupo —NH, ocorrendo entre 3203-3136 cm™ e
3131-3055 cm’?, respectivamente. Nota-se que em todos os espectros houve um
deslocamento para frequéncias menores indicando uma possivel coordenacdo pelo atomo
de nitrogénio. O mesmo fendmeno acontece com a deformacgao tesoura do grupo NH; que
ocorre entre 1631-1613 cm™, nos complexos e em 1642 cm™ no ligante livre. Outra
importante banda que sofre deslocamento para baixa frequéncia é atribuida ao estiramento
vC=S ocorrendo em 709-701 cm™ para os complexos e em 754 cm? para o ligante. O
deslocamento destas bandas evidencia a coordenacdo do ligante 4-metil-3-
tiossemicarbazida de maneira bidentada ao 4tomo de palddio via 4&tomo de enxofre e pelo
atomo de nitrogénio do grupo NH,. Tais deslocamentos podem ser explicados pelo
enfraquecimento das ligagdes C=S e N-H, nos complexos, devido a ligacdo ao paladio.

Com relacdo ao tiocianato complexo 4, é importante salientar que este pseudo-
haleto possui varios modos de coordenagdo. Ele pode coordenar-se a um Unico metal
(coordenacdo terminal) ou a dois ou mais centros metdlicos (coordenacdo em ponte). A
formacao da ligacdo Pd-NCS é caracterizada pelas presencas das bandas v,s(SCN) e v(SCN)
na regiao de 2090-2060 cm™t e 854-830 cm’?, respectivamente. Quando coordenado pelo
atomo de enxofre (Pd-SCN), a banda v,(SCN) localiza-se em torno de 2100-2120 cm™ e a
Vs(SCN) encontra-se no intervalo espectral de 696-711 cm™. Atuando como ponte, a banda

vas(SCN) desloca-se para regides acima de 2130 cm™ *%.

No espectro do composto 4 aparecem duas bandas bem intensas, uma em 2124 cm™
atribuida ao estiramento assimétrico do grupo tiocianato (SCN) quando ele esta coordenado
pelo atomo de enxofre de modo terminal, e a outra ocorre em 2065 cm? referente ao
vas(SCN) que estd presente na molécula como contra ion*®}, indicando que a coordenagio do
ligante 4-metil-3-tiossemicarbazida se d4 de maneira neutra.

Os espectros dos complexos 5-8 e do ligante 4-fenil-3-tiossemicarbazida estdo

ilustrados na Figura 23.
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Figura 23 - Espectros vibracionais na regido de 4000-400 cm™ do IV para o ligante e os compostos 5-8
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Fonte: Autor

As principais frequéncias observadas no espectro do ligante livre, 4-fenil-3-
tiossemicarbazida (4-PhT), sdo: a) a banda atribuida ao estiramento -NH em 3303 cm™; b) os
estiramentos assimétrico e simétrico do grupo -NH,, ocorrendo em 3164 e 3106 em?
respectivamente; c) o estiramento —CH aromatico em 3060 cm™; d) a deformac&o “tesoura”
do -NH, (1638 cm™); e) os estiramentos —CC do anel aromético entre 1594-1446 cm™; f) o
estiramento da Tioamida IV C=S em 737 cm™.

Analogamente aos complexos 1-4 a presenca das bandas em 1095 (q) e 747 cm™
(YCH) confirmam a ligagdo da trifenilfosfina ao metal. A coordenagdo do ligante 4-PhT é
evidenciada principalmente pelos deslocamentos da deformacao tesoura do grupo NH,, de
1638 cm™ (ligante livre) para 1633-1621 cm™ (complexos) e pelo deslocamento para baixa
frequéncia do estiramento vC=S ocorrendo em 709-706 cm™ nos espectros no IV dos

1 .
complexos e em 737 cm™™ para o ligante. O deslocamento destas bandas sugere uma



65

coordenacdo do ligante 4-fenil-3-tiossemicarbazida de maneira bidentada ao atomo de

102 Tais

paladio via atomo de enxofre e pelo atomo de nitrogénio do grupo NH,
deslocamentos podem ser explicados pelo enfraquecimento das ligacdes C=S e N-H, nos
complexos, devido a ligacdo ao paladio. A regido entre 3400-2800 cm™ mostra que os
complexoss estdo hidratados, devido a presenca de uma banda bem alargada, caracteristica
do estiramento O-H de moléculas de 4gua. Além disso, o alargamento destas bandas
também pode ser resultado de ligacGes de hidrogénio entre as moléculas do composto.

No espectro do composto 8 aparecem duas bandas bem intensas, semelhante ao
composto 4, uma em 2128 cm™ atribuida ao estiramento assimétrico do grupo tiocianato

(SCN) quando ele esta coordenado pelo 4tomo de enxofre, e a outra ocorre em 2066 cm™

referente ao v,5(SCN) atuando como contra ion*.

4.1.3. Espectroscopia de RMN de 1H:
Os sinais de RMN de 'H dos complexos de 1-4 foram atribuidos de acordo com a

numeracao do esquema representado pela Figura 24.

Figura 24 - Esquema de numeracgdo para os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H

®
H2
N
pd 4
HZTl / NH
X—Pd—S \
F|>

Fonte: Autor

Os espectros de RMN de 'H do ligante 4-MeT e dos compostos, [PdCI(PPhs)(4-MeT)]Cl
(1), [PdBr(PPhs3)(4-MeT)]Br (2), [PdI(PPhs3)(4-MeT)]l (3) e [Pd(SCN)(PPhs)(4-MeT)]SCN (4),
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obtidos em dmso-ds estdo representados pelas Figuras 25-29, respectivamente. Os

deslocamentos quimicos e suas respectivas atribuicdes estdao compilados na Tabela 5.

Tabela 5 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H para os compostos
4-metil-3-tiossemicarbazida, 1-4

4-MeT 1 2 3 4 Atribuicao

2,89 (s)[3H] 2,70 (s)[3H]  2,71(s)[3H]  2,72(s)[3H]  2,74(s)[3H]  Humetia

- 7,54-7,64 (m) 7,54-7,64 (m) 7,54-7,66 (m) 7,60-7,63 (M) Harométicos
[15H] [15H] [15H] [15H]

4,39 (s)[2H] 8,49 (s)[2H] 8,49 (s)[2H]  8,46(s)[2H]  8,29(s)[2H]  H1

7,78 (s)[1H] 9,14 (s)[1H] 9,17 (s)[1H]  9,19(s)[1H] 9,18 (s)[1H]  H4

8,52 (s)[1H] 11,14 (s)[1H] 11,06 (s)[1H] 11,06 (s) [1H] - H2

s = singleto; m = multipleto; [] = integracdo

Fonte: Autor

Figura 25 - Espectro de RMN de 'H do ligante 4-MeT em dmso-ds
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Analisando o espectro de ressonancia magnética nuclear de *H do ligante livre (Figura
25) notam-se quatro sinais referentes aos hidrogénios da molécula. Dois singletos em campo
baixo atribuidos aos hidrogénios dos grupos NH, ocorrendo em 8,52 ppm para o H2 e 7,78
ppm para o H4. O singleto em 4,39 ppm se refere aos dois hidrogénios do grupo NH, e em
campo mais alto aparece o singleto referente aos hidrogénios da metila (2,89 ppm). Além
destes sinais o espectro apresenta outros dois, um bem intenso em 3,35 ppm referente ao
deslocamento quimico dos hidrogénios das moléculas de agua encontradas no solvente

utilizado e o sinal em 2,5 ppm ¢é atribuido ao préprio solvente, o dmso-dg™".

Figura 26 - Espectro de RMN de 'H do complexo [PdCI(PPh;)(4-MeT)]Cl em dmso-d;
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Fonte: Autor



Figura 27 - Espectro de RMN *H do complexo [PdBr(PPhs)(4-MeT)]Br em dmso-ds
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Fonte: Autor

Figura 28 - Espectro de RMN "H do complexo [PdI(PPhs)(4-MeT)]l em dmso-ds
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Figura 29 - Espectro de RMN *H do complexo [Pd(SCN)(PPh;)(4-MeT)](SCN) em dmso-ds
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Fonte: Autor

Os espectros de RMN de 'H dos complexos sao bem semelhantes e indicam a
coordenacdo dos ligantes ao metal, devido a presenca dos quatro sinais referentes aos
hidrogénios do ligante 4-MeT, porém deslocados e o multipleto referente aos sinais de
hidrogénios aromaticos do ligante trifenilfosfina que ocorre entre 7,54-7,66 ppm. Em todos
os espectros observa-se um deslocamento dos sinais dos hidrogénios H1, H2 e H4 para
regides de campo baixo, 4,39 ppm para 8,49 ppm, 7,78 ppm para 9,14 ppm e 8,52 ppm para
11,06 ppm, respectivamente, isto porque a coordenacdo ao atomo de paladio(ll) retira
densidade eletrbnica do ligante, provocando uma desblindagem nos atomos de hidrogénio.
Nota-se que o maior deslocamento ocorre com os hidrogénios H1, uma vez que o ligante
estd coordenado via dtomo de nitrogénio do grupo NH,, sendo assim estes hidrogénios
estdo mais préximos do Pd(ll) e por isso sofrem mais o efeito da desblindagem. Outra
observagdo importante que auxilia na compreensdo da coordenacao do ligante 4-metil-3-
tiossemicarbazida é inferida pelo deslocamento de = 0,2 ppm do sinal atribuido aos atomos
de hidrogénio do grupo CHs para campo alto. Isto ocorre, devido ao aumento do carater de
dupla ligacdo entre o carbono e o nitrogénio (N4) da tiossemicarbazida. Com o aumento do

carater m desta ligacdo, o efeito anisotrdpico causado por estes elétrons também aumenta
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fazendo com que a metila se encontre em uma regido de blindagem e consequentemente o

sinal referente a estes hidrogénios se desloca para campo alto (Figura 30).

Figura 30 - Efeito anisotrdpico causado pelos elétrons da ligacdo C=NH
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P °
+ / -
/s + \\._
/HSC/N\ ~ Regidode desblindagem
Regidode blindagem H

Fonte: Autor

A Figura 31 representa a numeracao dos hidrogénios encontrados nos espectros de

RMN de 'H do ligante 4-fenil-3-tiossemicarbazida e de seus complexos 5-8.

Figura 31 - Esquema de numeragdo para os espectros de ressonancia magnética nuclear de H
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Fonte: Autor
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Os espectros de RMN de 'H do ligante 4-PhT e dos compostos, [PdCI(PPhs)(4-PhT)]Cl
(5), [PdBr(PPhs3)(4-PhT)]Br (6), [PdI(PPh3)(4-PhT)]I (7), [Pd(SCN)(PPhs)(4-PhT)](SCN) (8),
obtidos em dmso-ds estdo representados pelas Figuras 32-36, respectivamente. Os

deslocamentos quimicos dos sinais de todos os compostos estao exibidos na Tabela 6.

Figura 32 - Espectro de RMN *H do ligante 4-fenil-3-tiossemicarbazida em dmso-d
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Fonte: Autor



Figura 33 - Espectro de RMN *H do complexo [PdCI(PPhs)(4-PhT)]Cl em dmso-ds
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Fonte: Autor

Figura 34 - Espectro de RMN *H do complexo [PdBr(PPhs)(4-PhT)]Br em dmso-ds
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Figura 35 - Espectro de RMN *H do complexo [PdI(PPhs)(4-PhT)]l em dmso-ds
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Fonte: Autor

Figura 36 - Espectro de RMN *H do complexo [Pd(SCN)(PPh;)(4-PhT)](SCN) em dmso-ds
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Tabela 6 - Deslocamento quimicos de RMN de 'H para os compostos

4-fenil-3-tiossemicarbazida, 5,6 ,7 ¢ 8

4-PhT 5 6 7 8 Atribuicao
7,64m[2H] 7,26 m[2H] 7,27 m[2H] 7,25 m [2H] 7,32 H(a)
7,29m[2H]  7,32m[2H] 7,32 m[2H] 7,34 m [2H] 7,32 H(b)
7,09m[1H]  7,15m[1H] 7,15 m[1H] 7,18 m [1H] 7,32 H(c)
4,78 s [2H] 8,34 s [2H] 8,29 s [2H] 8,31 s [2H] 8,47 s [2H] H(1)
9,09 s [1H] - - - - H(4)
9,63 s [1H] - - - - H(2)

- 7,53/7,67m  7,52/7,67Tm  7,53/7,68m 7,60/7,64m  Huyifeniffosfina

[15H] [15H] [15H] [15H]

s = singleto; m = multipleto; [ ] integragdo

Fonte: Autor

Observando o espectro de ressonancia magnética nuclear de 'H do ligante livre
(Figura 32) notam-se seis sinais referentes aos hidrogénios da molécula. Dois singletos em
campo baixo atribuidos aos hidrogénios dos grupos NH, ocorrendo em 9,63 ppm parao H2 e
9,09 ppm para o H4. Trés sinais entre 7,09 e 7,64 ppm referentes aos 5 hidrogénios do gupo
fenil e o singleto em 4,78 ppm atribuido aos dois hidrogénios do grupo NHs.

Os espectros de RMN de 'H dos complexos s3o semelhantes entre si, como o
esperado, e indicam a coordenacdo dos ligantes ao metal, devido a presenga dos sinais
referentes aos hidrogénios do ligante 4-PhT, porém deslocados e o multipleto referente aos
sinais de hidrogénios aromaticos do ligante trifenilfosfina que ocorre entre 7,52-7,68 ppm.
Nos espectros dos complexos 5-8 observa-se um deslocamento muito significativo do sinal
do hidrogénio H1 para regido de campo baixo, de 4,78 ppm, no ligante livre, para 8,29-8,47
ppm, nos complexos. O dtomo de paladio retira densidade eletronica do ligante deixando os
hidrogénios do grupo NH,, os quais estdo mais proximos ao metal, mais desprotegidos. Esta
mudanca indica uma coordenacdo do ligante 4-PhT também via dtomo de nitrogénio (NH,)

corroborando com os dados obtidos no IV.
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4.1.4. Analise Térmica:

As curvas TG/DTA de todos os compostos 1-8 estdo apresentadas pelas Figuras 37-44,
respectivamente. Pelo perfil de decomposi¢ao térmica dos 8 compostos podemos observar a
similaridade deste comportamento. As saidas dos ligantes ocorrem em uma ou duas etapas

consecutivas e ou simultaneas, gerando como residuo final paladio metalico’®*® ou éxido

de paladio”’.

Figura 37 - Curvas TG e DTA do [PdCI(PPh3)(4-MeT)]CI.H,0 (1) (m = 10 mg)
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Fonte: Autor

O complexo [PdCI(PPhs3)(4-MeT)]Cl possui uma perda de massa entre 60-214 °C de
3,64%, correspondente a uma molécula de H,0 de hidratacdo. O pico endotérmico em 107 °
C é atribuido a este fenOmeno. A segunda perda de massa, esta relacionada a saida dos
ligantes anidnicos e organicos, ocorrendo entre 214-755 °C. Quatro picos exotérmicos na
curva DTA sdo atribuidos a estas eliminagdes, 265, 413, 473, 683 °C. Como resultado da
decomposi¢ao encontra-se 19,80 %, referente ao paladio metalico, condizente com o

resultado esperado de 18,91 %, confirmando a estequiometria do complexo.
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Figura 38 - Curvas TG e DTA do [PdBr(PPh;)(4-MeT)]Br.1,5H,0 (2) (m = 10 mg)
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Fonte: Autor

O composto 2 também apresenta uma perda de massa, 3,74 %, relacionada a saida
de 1,5 moléculas de agua, ocorrendo até 134 °C, novamente, observa-se um pico
endotérmico em 119 °C referente a esta perda. Entre 134-236 °C o composto se mostra
estdvel. A segunda etapa da decomposicao inicia-se a 236 °C com a saida de todos os
ligantes em perdas de massa consecutivas e simultaneas, gerando um residuo de dxido de

paladio (20,94%), concordante com o resultado tedrico 19,59%.
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Figura 39 - Curvas TG e DTA do [PdI(PPh3)(4-MeT)]I (3) (m = 10 mg)
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Fonte: Autor

Na curva TG do composto 3 notam-se perdas consecutivas de massa, referentes a
liberacdo de todos os ligantes. A decomposicdo térmica inicia-se em 240 °C e termina em
954 °C, dando origem ao residuo de 17,70 % composto de uma mistura de Pd e PdO. Pela
curva DTA pode-se constatar a presenca de dois picos endotérmicos em 253 °C e 822 °C, este
ultimo bem caracteristico da conversdo de parte do PdO em Pd. Além destes, outros 4 picos

exotérmicos aparecem na curva DTA, ocorrendo em 392, 516, 602 e 687 °C.
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Figura 40 - Curvas TG e DTA do [Pd(SCN)(PPh3)(4-MeT)](SCN).H,0 (4) (m = 10 mg)
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Fonte: Autor

O complexo 4 apresenta um comportamento bem semelhante aos demais
compostos. A primeira etapa acontece até 136 °C com a saida de 2,95 % de massa,
correspondente a H,0 de hidratacdo. O composto se mostra estavel até 187 °C, em seguida,
ocorrem duas perdas de massa consecutivas até 450 °C, representando a liberacdo de todos
os ligantes, correspondente a estes eventos um pico exotérmico bem pronunciado é
observado na curva DTA em 444 °C. Entre 450-798 °C nao ocorre nenhum fenémeno, porém,
entre 798-905 °C acontece a reducdo do d6xido de palddio em paladio metdlico, isto é
acompanhado por uma perda de massa de 3,04 % e um pico endotérmico em 824 °C, sendo

o residuo obtido condizente com o esperado, 18,29 % e 17,50 %, respectivamente.
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Massa (%)

Figura 41 - Curvas TG e DTA do [PdCI(PPh3)(4-PhT)]CI.H,O (5) (m = 10 mg)
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As curvas TG/DTA do composto 5 demonstram a similaridade no perfil de

decomposicdo térmica encontrado entre as duas familias, primeiro, ocorre a liberacdo de

uma molécula de agua (3,02 %) até 172 °C, logo em seguida, observa-se a saida de todos os

ligantes até 873 °C, referente a estes eventos notam-se 3 picos exotérmicos em 252, 479,

705 °C. Como residuo encontra-se uma porcentagem de massa no valor de 18,03 %,

atribuido a palddio metdlico, confirmando a estequiometria proposta [PdCI(PPhs)(4-

MeT)]Cl.H,0 (Pd = 17,03 %).
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Figura 42 - Curvas TG e DTA do [PdBr(PPh;)(4-PhT)]Br.1/2H,0 (6) (m = 10 mg)
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Fonte: Autor

O complexo 6 perde 1,3 % de massa até 97 °C, relacionado a saida de 1/2 H,0. Entre
97-209 °C o composto se mostra estavel, sem alteracdo de massa. A partir desta
temperatura iniciam-se processos, consecutivos e simultaneos, relacionados a libera¢ao dos
ligantes, ocorrendo até 803 °C, 3 picos na curva DTA estdo associados a estes fenOmenos
(261, 544, 729 °C). Analogamente ao complexo 2, que também contem bromo, o residuo
encontrado é atribuido ao 6xido de palddio, 18,67 %, concordante com o calculado (17,87

%).
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Figura 43 - Curvas TG e DTA do [PdI(PPh3)(4-PhT)]I.1/2H,0 (7) (m = 10 mg)
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O composto 7 inicia sua decomposicdo térmica com a elimina¢do de 1/2 H,0 de
hidratacdo até 196 °C, posteriormente todos os ligantes sdo liberados gerando 3 picos
exotérmicos, em 240, 562 e 702 °C. O residuo encontrado é atribuido ao PdO, 16,04 %,

sendo o valor calculado igual a 15,29 %.
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Figura 44 - Curvas TG e DTA do [PdSCN(PPh3)(4-PhT)]SCN.H,0 (8) (m = 10 mg)
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As curvas do complexo 8 apresentam um perfil extremamente semelhante ao do
composto 4, indicando como os grupos anibnicos influenciam neste processo de
decomposicdo. Até 169 °C ocorre a saida de 1 molécula de H,0, correspondente a perda de
2,12 % de massa. Na curva DTA observa-se um pico endotérmico em 165 °C associado a este
evento. Em seguida, ocorre a eliminacdo gradual dos ligantes entre 197-1087 °C, para estes
eventos, somente um pico bem intenso na curva DTA, é observado em 450 °C. O residuo
obtido de 16,32 % foi atribuido sendo Pd° (valor calculado, 15,88 %).

Pela anadlise termogravimétrica pode-se constatar que os compostos, apds a
eliminacdo da agua de hidratacdo, sdo estdveis no minimo até 172°C. Foi possivel
estabelecer um padrdao na ordem de estabilidade térmica em conformidade com os grupos
anidnicos das moléculas, de acordo com as temperaturas iniciais de decomposicdo:
portanto, em ordem crescente de estabilidade 4 <1<2<3 e 8<5<7<6. Assim pode-se
notar que os complexos contento SCN™ (4 e 8) e CI (1 e 5), sdo termicamente menos estaveis
que os complexos com Br (2 e 6) e I (3 e 7), em ambas as familias. E mais, os complexos 1, 4,

5 e 8 apresentam como residuo final paladio metalico, enquanto para os compostos 2, 3, 6 e
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7 o residuo obtido foi o éxido de palddio. Com isso, a influéncia destes grupos tanto na

estabilidade térmica quanto no residuo final gerado apds a decomposicao é evidenciada.
Outra conclusdo que se chega com a analise destes dados é a maior estabilidade dos

complexos que apresentam a metila como substituinte no N4 da tiossemicarbazida quando

comparados aos seus andlogos com a fenil, umavezque 1>5,2>6,3>7e4>8.

4.1.5. Difracao de raios X de monocristal:

A estrutura de trés complexos foi elucidada pela difracdo de raios X de monocristal.
Os dados cristalograficos obtidos e refinados (Tabela 7) revelaram a formacao de compostos
mononucleares. As Figuras 45-47 mostram o diagrama ORTEP dos compostos 3, 4 e 7,
respectivamente. Em todos os casos, pelos valores de angulos de ligacdo, o atomo de
palddio apresenta uma geometria quadratica plana distorcida (vide Tabelas 8, 9 e 10). Sua
esfera de coordenacdo é constituida por uma molécula do ligante 4-metil-3-
tiossemicarbazida (3 e 4) ou 4-fenil-3-tiossemicarbazida (7), coordenada de maneira neutra
bidentada pelos atomos de enxofre e nitrogénio do grupo NH,, uma molécula de
trifenilfosfina, coordenada trans ao nitrogénio, como o esperado, e o quarto sitio de
coordenacdo é ocupado por um atomo de iodo (3 e 7) ou tiocianato (4). Além disso, estd
presente na estrutura outro atomo de iodo ou tiocianato, que atua como contra ion. No caso
dos complexos 4 e 7 uma molécula de solvato é observada, sendo cloroférmio para 4 e éter
para 7, pois foram os solventes utilizados na cristalizacdo e recristalizagao, respectivamente.
Lembrando que os monocristais dos compostos 3 e 4, foram obtidos diretamente do meio
reacional e que o monocristal do complexo 7 foi obtido através de uma difusao de vapor do
éter dietilico a 4 °C.

As principais distancias de ligacdo e angulos dos complexos [PdI(PPhs)(4-MeT)]l (3)
(Tabela 8), [PA(SCN)(PPh3)(4-MeT)]SCN.CHCI; (4) (Tabela 9) e [PdI(PPh3)(4-PhT)]I.C4H100 (7)

108,109 Todos os

(Tabela 10) estdo de acordo com os valores esperados para este sistema
complexos possuem valores de distancia de ligacdo similares entre os 4&tomos de Pd(1)-S(1)
[2,292 (A) (3), 2,282 (A) (4) e 2,290 (A) (7)1, Pd(1)-N(1) [2,097 (A) (3), 2,099 (A) (4) e 2,094 (A)
(7)] e Pd(1)-P(1) [2,263 (A) (3), 2,262 (A) (4) e 2,249 (A) (7)], sendo tais distancias bem
proximas as encontradas por Kalaivani et al.'® para os complexos [Pd(H-Msal-mtsc)(PPhs)]

(H-Msal-mtsc = 3-metoxisalicilaldeido  4(N)-metiltiossemicarbazona) e [Pd(H-Msal-
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etsc)(PPhs)] (H-Msal-etsc = 3-metoxisalicilaldeido 4(N)-etiltiossemicarbazona) com valores de
distancia de ligacdo Pd-S, Pd-N e Pd-P iguais a 2,249 (A) e 2,248 (A), 2,103(A) e 2,115 (A),
2,259 (A) e 2,269 (A), respectivamente. J4 o valor encontrado para a distancia de ligagdo Pd-|
esta bem coerente com o valor médio encontrado para esta ligagdo [2,596 (A)] quando trans

ao iodo encontra-se um atomo de I, N ou S'%.

Tabela 7. Principais dados cristalograficos dos complexos 3,4 e 7.

3 4 7

Férmula Empl'rica C20H22N3P | Pd S, [ C23H22N5PS3C|3Pd C25H24|N3PPC|S, C4H100, |

Massa Molecular 727,64 708,35 863,83

Sistema Cristalino Monoclinico Triclinico Triclinico

Grupo Espacial P21/ P-1 P-1

a (A) 14,2322(2) 10,3160(3) 9,4700(4)

b (A) 19,0239(3) 12,5470(4) 10,8156(4)

c (A) 9,21890(10) 12,7300(4) 16,8376(7)

a(°) 80,180(2) 97,765(2)

B(°) 105,6780(10) 77,381(2) 93,150(2)

v (%) 68.214(2) 99,312(2)

Tamanho (mm) 0,23x0,10x0,07 0,4x0,35x0,16 -

Temperatura (K) 293(2) 293(2) 296

Z (cela unitaria) 4 2 2

A (A) 0,71073 0,71070 0,71073

Vv (A% 2403,17(6) 1485,77(8) 1681,03(12)

Theta max. 26,40 25,419 31,230

h, k, | max. 17,23,11 11,14,11 13,15,24

Reflexdes (I>20(l)) R1=0.0402, R1=0.0475, R1=0,0521
wR2 =0.0822 wR2 =0.1316 wR2 =0,2009
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Figura 45 - Estrutura do complexo [PdI(PPh;)(4-MeT)]I (3)

Fonte: Autor

Tabela 8 - Principais valores de distancia de ligacdo e angulos da estrutura de 3

Ligacdo Distancia (A)
Pd(1)-N(1) 2,097
Pd(1)-P(1) 2,263
Pd(1)-5(1) 2,292
Pd(1)-1(1) 2,599

Angulo (°)

N(1)-Pd(1)-P(1) 179,8
N(1)-Pd(1)-S(1) 843
N(1)-Pd(1)-1(1) 87,4
P(1)-Pd(1)-S(1) 95,6
P(1)-Pd(1)-1(1) 92,7
$(1)-Pd(1)-1(1) 171,2

Fonte: Autor



Figura 46 - Estrutura do complexo [Pd(SCN)(PPh;)(4-MeT)]SCN.CHCl; (4)

Fonte: Autor

Tabela 9 - Principais valores de distancia de ligacdo e angulos da estrutura de 4

Ligacdo Distancia (A)
Pd(1)-N(1) 2,099
Pd(1)-P(1) 2,262
Pd(1)-5(1) 2,282
Pd(1)-5(2) 2,348

Angulo (°)

N(1)-Pd(1)-P(1) 1747
N(1)-Pd(1)-S(1) 84,4
N(1)-Pd(1)-S(2) 94,4
P(1)-Pd(1)-S(1) 95,4
P(1)-Pd(1)-5(2) 86,1
$(1)-Pd(1)-5(2) 176,9

Fonte: Autor



Figura 47 - Estrutura do complexo [PdI(PPh;)(4-PhT)]1.C4H1,0 (7)

Fonte: Autor

Tabela 10 - Principais valores de distancia de ligagdo e angulos da estrutura de 7

Ligacdo Distancia (A)
Pd(1)-N(2) 2,004
Pd(1)-P(1) 2,249
Pd(1)-5(1) 2,290
Pd(1)-1(1) 2,579

Angulo (°)

N(2)-Pd(1)-P(1) 173,3
N(2)-Pd(1)-S(1) 84,7
N(2)-Pd(1)-I(1) 89,4
P(1)-Pd(1)-5(1) 91,1
P(1)-Pd(1)-1(1) 94,6
$(1)-Pd(1)-I(1) 174,1

Fonte: Autor
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Com base nos resultados obtidos a partir da espectroscopia no infravermelho, RMN
de 'H e com os resultados de anélise elementar e termogravimétrica espera-se que os
compostos 1 e 2 apresentem a mesma geometria quadratica plana encontrada para os
complexos 3 e 4. E que seus sitios de coordenacao estejam ocupados pelos ligantes 4-MeT e
PPh; de forma andloga a descrita anteriormente. Acredita-se que os compostos 5, 6 e 8,

pussuam estruturas semelhantes ao do complexo 7.
4.2. Sintese e Caracterizagcdo dos compostos de 9-11:

4.2.1. Sinteses:
O complexo 9 foi sintetizado a partir da reacao direta do precursor [PdCl;(MeCN),]
com os ligantes trifenilfosfina e tioacetamida. Os compostos 10 e 11 foram obtidos pela

substituicao dos ions de cloro por bromo e iodo, respectivamente (Esquema 3).

Esquema 3 - Rota sintética para obtenc¢do dos complexos 9-11

cl
MeCN\ /CI
o CHCI/MeOH _ oo oy g
P(Ph);
MeCN cl
H,N” CHs |
NH,
X 9
MeOH/H,0 (5:1)
- (Ph)gP—Pd—X
KX
X=Br, I
( ) S\C/CHQ,
| 10: X = Br
NH, 11: X = |

Fonte: Autor

Na primeira etapa, os ligantes tioacetamida e trifenilfosfina deslocam as moléculas
de acetonitrila, formando o complexo 9, presumi-se, que estes ligantes assumam uma

configuracdo cis, uma vez que pode ocorrer uma competicao entre os atomos de S e P pelos
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elétrons disponiveis para a retrodoacdo do Pd, enfraguecendo ambas as liga¢des, visto que
ambos os atomos sio o doadores e m aceitadores®’. A segunda etapa consiste na
substituicdo dos ions cloretos por brometo e iodeto, para isso, adicionou-se o sal de potassio
apropriado para a obtengao de 10 e 11.

Todos os compostos sdo sélidos, estaveis ao ar e possuem coloracdo amarelo (9 e 10)
ou marrom (11). Sdo insolliveis em metanol, etanol e acetona e soliveis em dmf, dmso e
cloroféormio. A condutividade molar dos complexos de 9-11 em dmf estd entre 16 — 28

Qcm?mol™ de acordo com a sua natureza n3o eletrolitica™’

4.2.2. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho:
Os espectros dos complexos 9-11 e do ligante tioacetoamida estao apresentados na

Figura 48.

Figura 48 - Espectros vibracionais na regido de 4000-400 cm™ do IV para o ligante
e 0s compostos 9-11
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Fonte: Autor
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As principais frequéncias observadas no espectro do ligante livre, tioacetamida (TAA),
sao atribuidas aos estiramentos assimétrico e simétrico do grupo -NH,, ocorrendo em 3294 e
3082 cm™?, respectivamente, estiramento do grupo -CH; (2941 cm™), deformacdo “tesoura”
do -NH, (1649 cm™), estiramento C-NH, (Tioamida Il 1391 cm™) e estiramento caracteristico
de Tioamida IV (C=S) em 972 e 710 cm™.

Os espectros no 1V dos compostos 9-11 (Fig. 4) permitiram evidenciar a coordenagao
da trifenilfosfina (PPhs) devido a presenca de suas bandas caracteristicas na regidgo de 1478
(vCC), 1095 (q) e 746 cm™ (YCH). Porém, somente algumas bandas associadas ao ligante
tioacetamida foram observadas quando estas ndo eram encobertas pelas absorcdes do
ligante PPhs, uma vez que as bandas do ligante fosfinico sdo muito mais intensas. Sao elas, a
deformacio tesoura do grupo NH, que ocorre entre 1635-1614 cm™, a banda em 1404 cm™,
referente ao estiramento da ligacdo C-NH,, que nos complexos aparece deslocada para
frequéncias mais altas do que no ligante livre (1391 cm™), pois a coordenacdo ao metal Pd
da tioacetamida via dtomo de enxofre fortalece esta ligacdo, deixando-a com um maior
carater de dupla ligacdo. Em contrapartida, ocorre o enfraquecimento da ligacdo C=S,
comprovado pelo deslocamento da banda vC=S para regides de frequéncias mais baixas nos

complexos (966-962 cm™).

4.2.3 Espectroscopia de RMN de 1H, 13C e 31P:

Os espectros de RMN de *H dos complexos [PdCl,(PPhs)(TAA)] (9), [PdBr,(PPhs)(TAA)]
(10), [PdI,(PPh3)(TAA)] (11) e do ligante tioacetamida foram obtidos em dmso-ds e
cloroféormio de acordo com a solubilidade de cada composto. As Figuras 49-52 representam
os espectros do ligante livre e dos complexos 9-11, respectivamente. Os valores dos

deslocamentos quimicos de RMN de 'H est3o contidos na Tabela 11.
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Tabela 11 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H para os compostos tioacetamida, 9-11

TAA 9 10 11 Atribuicao
2,32 5[3H] 2,02 s [3H] 2,03 s [3H] 2,08 s [3H] H CH;
- 7,69-7,38 m 7,71-7,34m  7,71-7,48 m  Huyifenilfosfina
[15H] [15H] [15H]
9,20s[1H]/ 10,00s [1H]/ 9,53s[1H]/ 10,20s [1H] NH,
9,09 s[1H] 9,315 [1H] 9,03 s[1H] /9,76 s[1H]
dmso-ds CDCl3 CDCl3 dmso-ds solvente

s = singleto; d = dubleto; m = multipleto; [ ] integragdo

Fonte: Autor

Figura 49 - Espectro de RMN de 'H do ligante tioacetamida em dmso-d;
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Fonte: Autor
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Figura 50 - Espectro de RMN de *H do complexo [PdCl,(PPh;)(TAA) em CDCl;
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Fonte: Autor

Figura 51 - Espectro de RMN de *H do complexo [PdBr,(PPhs)(TAA) em CDCl,
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Fonte: Autor
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Figura 52 - Espectro de RMN de 'H do complexo [Pdl,(PPh;)(TAA) em dmso-ds
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Fonte: Autor

O ligante livre apresenta em seu espectro de RMN de *H (Figura 49) dois singletos em
campo baixo em 9,20 e 9,09 ppm, atribuidos aos hidrogénios do grupo NH,. Outro singleto é
observado, em 2,32 ppm, referente aos hidrogénios da metila da tioacetamida. O sinal em
aproximadamente 3,5 ppm é referente ao deslocamento quimico dos hidrogénios das
moléculas de dgua encontradas no solvente utilizado enquanto que o sinal em 2,5 ppm é
atribuido ao dmso-ds.

Os espectros de RMN de 'H dos complexos [PdX,(PPhs3)(TAA)] se diferenciam do
espectro da tioacetamida pelo deslocamento dos sinais atribuidos aos hidrogénios da TAA e
por apresentar picos adicionais entre 8-7 ppm referentes aos hidrogénios aromaticos da
trifenilfosfina, também coordenada ao metal. A coordenacdo do ligante tioacetamida é
atribuida pelo deslocamento de 0,3 ppm do sinal referente aos atomos de hidrogénio do
grupo CHs para campo alto. Novamente, este fendmeno é causado pelo efeito anisotrdpico,
devido ao aumento do carater de dupla ligacdo entre C-NH,, blindando os hidrogénios da
metila.

Os valores dos deslocamentos quimicos de RMN de *3C e os espectros do ligante TAA
e do complexo [PdCIy(PPhs3)(TAA)] (9) estdo representados na Tabela 12 e pelas Figuras 53 e

54. N3o foi possivel a obtencdo dos espectros demais compostos devido a baixa solubilidade.



94

Tabela 12 - Deslocamento quimicos de RMN de C para os compostos TAA e 9

TAA 1
c=S 204,16 196,28
CH, 32,48 27,37

Fonte: Autor

Figura 53 - Espectro de RMN de *C do TAA em dmso-ds
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Fonte: Autor

Figura 54 - Espectro de RMN de **C do complexo [PdCl,(PPhs)(TAA) em CDCl,
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Fonte: Autor
Observando o espectro de RMN de B¢ do ligante livre pode-se perceber a presenca

de dois sinais representando os carbonos da molécula. Em campo alto, encontra-se o sinal



95

referente ao carbono da metila (32,42 ppm). O sinal atribuido ao C=S, aparece em 204,16
ppm. O sinal em 39,60 ppm é atribuido ao solvente deuterado utilizado, no caso dmso-ds.

No espectro de RMN de 13c do complexo 9, o sinal referente ao carbono da metila do
ligante TAA aparece deslocado aproximadamente 5,0 ppm para campo mais alto quando
comparado com o ligante livre. Este deslocamento pode ser atribuido ao efeito anisotrépico
causado pelo aumento do carater de dupla ligagdo entre o carbono e o nitrogénio da
tioacetamida. Um deslocamento de 8,0 ppm para campo mais alto é observado para o pico
referente ao carbono ligado ao enxofre, este fato é atribuido a diminuicdo na for¢a da dupla
ligacdo entre estes dtomos, evidenciando a formac¢do da ligacdo Pd-S. Além destes dois
sinais, o espectro mostra picos adicionais na regido entre 125-140 ppm referentes aos
carbonos aromaticos da trifenilfosfina e o sinal em 77,12 ppm atribuido ao cloroférmio,
solvente utilizado.

Espectros de RMN de !P também foram realizados, porém sé foi possivel a obtencdo
dos espectros para os complexos 9 e 10 (Figuras 56 e 57), visto que o composto 11 se
mostrou pouco soluvel no solventes deuterados disponiveis. A Figura 55 apresenta o

espectro para a trifenilfosfina livre.

Figura 55 - Espectro de RMN de *'P da trifenilfosfina em CDCls

8

Fonte: Autor
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Figura 56 - Espectro de RMN de *'P do complexo 9 em CDCl,
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Fonte: Autor

Figura 57 - Espectro de RMN de *'P do complexo 10 em CDCl,

—31.73
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Fonte: Autor

Pelo grande deslocamento quimico para campo baixo do sinal do fésforo nos

complexos (= 30 ppm) comprova-se a coordenacao da trifenilfosfina ao paladdio, este
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deslocamento tdo pronunciado ocorre devido a retirada de densidade eletrénica e
consequentemente a desblindagem do atomo de P apds a coordenagdo ao metal. A
presenca de dois sinais referentes a atomos de P no espectro do composto 9 em 33 e 24
ppm, sugere a ocorréncia de isdbmeros estruturais em solucdo entre as formas cis e trans,

respectivamente’*®

. O mesmo ndo acontece com o complexo 10, observa-se apenas um
sinal para o atomo de fdésforo na molécula, isto possivelmente ocorre devido ao fato do
bromo ser menos label e a sua ligacdo ao palddio ser mais forte do que o cloro, evitando a

troca de posicgao.

4.2.4 Analise termogravimétrica:

Curva TG/DTA do composto [PdCl,(PPh3)(TAA)] (9):

A curva TG mostrou que a decomposicdo térmica do complexo 9 (Figura 58), tem
inicio em 104 °C, com a perda de 2,18% em massa. No intervalo entre 160-324 °C, observa-
se uma grande perda de massa de 60,00 %, em seguida ocorre mais uma saida de ligantes
equivalente a 15,80 %. Na etapa posterior (534-793 °C) acontece um pequeno ganho de
massa de 1,10 % decorrente da conversdao do restante do palddio, gerado a partir da
decomposicdo do complexo, em PdO. Na ultima etapa (793-1000 °C), ocorre uma perda de
massa referente a elimina¢ao do oxigénio envolvido na decomposicao do PdO a palddio
metalico. Dando origem a um residuo de 21,04 %, condizente com o calculo de paladio
contido na amostra (20,67%). Na curva DTA pode-se observar picos exotérmicos
consecutivos na regido de 275-487 °C relativos a queima do ligante orgénico e um pico

endotérmico em 841 °C atribuido a reducdo do paladio.
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Massa (%)

Curva TG/DTA do composto [PdBr,(PPhs)(TAA)] (10):

Figura 58 - Curva TG para o complexo [PdCl,(PPh;3)(TAA).H,0 (m = 10 mg)
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A decomposicdo térmica do complexo 10 (Figura 59) se da em apenas 3 etapas, a

primeira acontece no intervalo de 90 a 393 °C, tendo um desprendimento de massa de 58,15

%. As outras duas etapas ocorrem consecutivamente nos intervalos entre 393-571 °C e 571-

1000 °C, com perdas de massa de 11,23 % e 12,61 % respectivamente. Dando origem ao

residuo de 18,01 % referente ao palddio metalico da amostra (Pd° calculado = 17,63%). A

curva DTA mostra uma série de picos exotérmicos entre 172-503 °C atribuidos a queima dos

ligantes e um pico endotérmico referente a decomposicdo do PdO a Pd°.
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Figura 59 - Curva TG para o complexo [PdBr,(PPh3)(TAA) (m = 10 mg)
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Curva TG/DTA do composto [PdI,(PPhs3)(TAA)] (11):

0O mesmo perfil de decomposicao apresentado pelo complexo 9 foi observado para o
[PdI,(PPh3)(TAA)] (11) (Figura 60). As trés perdas consecutivas de massa ocorrem entre 109-
217 °C (9,61 %), 217-409 °C (64,73 %) e 409-671 °C (9,94 %). Novamente como residuo
encontramos a porcentagem referente ao pd° (15,72 % obtido; 15,25 % calculado). A curva
DTA do composto 11 apresenta um pico endotérmico em 189 °C e um pico exotérmico em

388 °C.
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Figura 60 - Curva TG para o complexo [Pdl,(PPh;3)(TAA) (m = 10 mg)
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As curvas termogravimétricas das espécies obtidas mostraram decomposicdes

térmicas consecutivas em vdrias etapas, levando a formacdo de palddio metdlico como

residuo final em todas elas, o difratograma do complexo 9, representativo também para os

demais complexos, se encontra na Figura 61. Vale destacar que o teor de palddio metdlico

obtido para todas as termodecomposi¢des esta em concordancia com o valor calculado para

as formulas [PdX,(PPh3)(TAA)] ( X = CI,, Br, I'). Considerando as temperaturas iniciais de

termodecomposicao dos compostos, propde-se a seguinte ordem de estabilidade térmica: 9

=11<10.
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Figura 61 - Difratograma de raios-x, pelo método do pd, para a termodecomposi¢cdo do complexo

[PACIy(PPh3)(TAA)]
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Fonte: Autor

4.2.5 Proposicao Estrutural

Com base nos resultados obtidos a partir da espectroscopia no infravermelho e RMN
1 13 31 . ST ST , .
de "H, C e “°P, juntamente com os resultados de analise elementar e analise térmica,

sugerem-se as seguintes estruturas para os compostos 9-11 (Figura 62).

Figura 62 - Proposta estrutural para os complexos de 9-11
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Fonte: Autor

Espera-se um ambiente quadrado planar ao redor do atomo de palddio, com seus

sitios de coordenacdo ocupados por dois atomos de cloro (9), bromo (10) e iodo (11),
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assumindo uma configuracdo cis. Uma molécula de tioacetamida coordenada via dtomo de
enxofre e uma molécula de trifenilfosfina coordenada via dtomo de fésforo completam os
sitios de coordenacdo do metal. O complexo 9 apresentou os dois isObmeros geométricos em
solugdo, como foi visto no RMN de *'P. J4 o composto 10, foi observado somente o isémero
cis no espectro de RMN pe espera-se 0 mesmo resultado para o composto 11, uma vez
que o iodo se liga ainda mais forte ao Pd evitando a isomerizagao.

Estes dados estdo de acordo com o que esperavamos dos resultados das sinteses,
devido a competicdao pelos elétros d livres do metal, entre os atomos de S e P em uma

possivel configuragdo trans.

4.2.6 Otimizacao das estruturas:

Como a estrutura molecular dos complexos ndo pode ser determinada pela técnica
de difracdo de raios X de monocristal, a otimizacdo da geometria do complexo 9 foi
calculada usando o algoritmo otimizado de Berny83. A estrutura obtida estd ilustrada na

Figura 63.

Figura 63 - Estrutura otimizada do complexo [PdCIl,(PPh;)(TAA)] (9)

Fonte: Autor

Com base nos dados do calculo computacional, observou-se uma geometria

guadrado planar levemente distorcido em volta do dtomo de paladio como é previsto pelos
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valores dos angulos encontrados na Tabela 13. Os valores de distdncia de ligacdo que

envolvem o dtomo de palddio esta descritos na Tabela 14.

Tabela 13 - Angulos da molécula envolvendo o 4tomo de Pd

Angulos (°)

S-Pd-Cl1 =91
P-Pd-Cl1 =177
Cl1-Pd-Cl2 =93

S-Pd-P = 87

S-Pd-CI2 =183

Fonte: Autor

Tabela 14 - Distancia de ligacdo envolvendo o atomo de Pd

Distancia de ligagdo (A)

Pd-S=2,44
Pd-Cl1 = 2,40
Pd-CI2 = 2,36

Pd-P = 2,36

Fonte: Autor

4.3. Investigagdo das Propriedades Bioldgicas:

4.3.1. Determinacgao da citotoxicidade:

Ensaios bioldgicos pelo método do MTT do efeito inibitdorio de crescimento celular
causado por todos os complexos, os ligantes 4-MeT e 4-PhT e a cisplatina foram realizados in
vitro frente a duas linhagens tumorais murinas, LM3 de adenocarcinoma mamario e LPO7 de
adenocarcinoma pulmonar. Os valores de ICsq estdo apresentados na Tabela 15.

As concentracdes de dmso nas solucdes-mae (5%) e nas respectivas diluicGes finais
(0,5-0,05%) das espécies investigadas ndo foram significativamente citotdxicas as linhagens

. ~ . . . . . 112
tumorais, portanto ndo influenciam na citotoxicidade dos compostos™-.
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Tabela 15 - Valores de 1C5y dos complexos de 1-11, dos ligantes 4-MeT e 4-PhT e da cisplatina frente
as linhagens LM3 e LPO7

Compostos 1Cs50 (LM)
LmM3 LPO7
[PACI(PPh3)(4-MeT)]CI (1) 5,92+0,59 5,61£1,32
[PdBr(PPh;s)(4-MeT)]Br (2) 6,05+0,76 6,9810,71
[PdI(PPhs)(4-MeT)]I (3) 3,22+0,84 4,69+0,14
[P(SCN)(PPh;)(4-MeT)]SCN (4) 5,55+0,20 4,83+0,91
[PACI(PPhs)(4-PhT)]CI (5) 8,57+1,21 7,11+0,64
[PdBr(PPh;)(4-PhT)]Br (6) 8,84+2,80 3,58+0,16
[PdI(PPh;)(4-PhT)]I (7) 2,79+0,58 3,72+0,71
[Pd(SCN)(PPh;)(4-PhT)]SCN (8) 4,61+1,69 3,56+0,31
4-MeT >100 >100
4-PhT >100 >100
[PACI,(PPh3)(TAA)] (9) 96,80+ 2,89 >100
[PdBr,(PPh3)(TAA)] (10) >100 >100
[PdI,(PPh3)(TAA)] (11) >100 >100
Cisplatina 30,3%3,7 4,3+0,4

Fonte: Autor

Os complexos de 1-8 demonstraram ser citotdxicos frente as linhagens testadas,
enguanto os compostos de 9-11 mostraram pouca atividade ou inatividade. Com isso,
conclui-se que a presenga do ligante quelato na estrutura dos complexos de paladio(ll)
contribui significativamente para grande citotoxicidade apresentada pelos complexos de 1-8.

Apesar dos promissores resultados recentes contendo complexos cis/trans**>1*,
tanto de platina(ll) como de Pd(ll), com ligantes monodentados, o sistema apresentado
contendo tioacetamida e trifenilfosfina em uma configuracdo cis se mostrou ineficaz na
destruicao das células cancerigenas, indicando que apenas a presenga de ligantes menos
labeis ndo foi suficiente para que os compostos de Pd(ll) apresentem uma boa atividade.
Lembrando que a velocidade de saida dos ligantes é um fator importantissimo na possivel
acdo anticancerigena dos compostos.

Observando os resultados para a linhagem LM3 (Figura 64) mais detalhadamente,

evidencia-se a potencialidade destes compostos, visto que a atividade de todos eles foi
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consideravelmente maior do que a da cisplatina. Vale a pena destacar que os compostos 3 e
7 apresentam valores de citotoxicidades 9,5 e 11 vezes maior do que o farmaco de
referéncia, respectivamente. Estes resultados sugerem que a presenca de diferentes contra
ions afetam significativamente a citotoxicidade dos complexos, indicando que a for¢a da
ligacdo Pd-X possui um papel importante na atividade dos compostos. A substituicdo do
cloro por bromo, iodo ou tiocianato, &tomos ou grupos mais volumosos e macios, diminuiu o
valor de I1Cso, mostrando que, neste caso, uma ligacdo mais forte entre o metal e o haleto ou
pseudo-haleto confere em uma maior atividade. Sendo assim, os iodo-complexos

apresentaram uma citotoxicidade mais elevada em ambas as familias.

Figura 64 - Grafico de ICsy dos complexos de 1-8 e da cisplatina frente a linhagem LM3, o desvio
padrdo foi omitido em todos os casos
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Fonte: Autor

Esta constatacdo também foi feita por Sadler et al.**®

em complexos organometdlicos
de ruténio(ll) e dsmio(ll). Os cloro-complexos apresentavam uma citotoxicidade
intermediaria, com valores de ICsq entre 9,3-12,1 uM, porém a substituicdo do cloro pelo
iodo, resultou em iodo-complexos com uma eficacia impressionante frente a linhagem MCF7
de cancer de mama humano. Além disso, eles demonstraram que os complexos contendo

iodo sdo mais seletivos que os seus andlogos de cloro e também que a cisplatina.



106

Entretanto, diferente do esperado, a presenca da metila ou fenila no N4 da
tiossemicarbazida pouco influenciou no resultado de ICsy frente a estas linhagens. Porém

mais testes deverdo ser realizados em linhagens diferentes para a confirmacdo deste dado.

Matesanz et al.'*® sintetizaram uma série de compostos de Pd(ll) e Pt(ll) contento

tiossemicarbazonas N4 substituidas derivadas do 3,5-diacetil-1,2,4-

triazolbis(tiossemicarbazona) [(Tz-NHRTSC),] que comprovam a influéncia do substituinte

nesta posi¢do na atividade dos complexos (Figura 65).

Figura 65 - Estrutura e valores de ICs, de complexos de Pt(Il) e Pd(ll) com ligantes N4 substituidos
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Fonte: Matesanz et al.**®

Neste trabalho foi observado que o0s complexos que possuem a 4-
metiltiossemicarbazona foram os mais ativos frente a linhagem A2780cisR de cancer de
ovario humano resistente a cisplatina. Destaca-se ainda a maior citotoxicidade dos
complexos de paladio(ll) comparado com seus analogos de Pt(ll), enfatizando o porque de

nossa escolha neste metal.

Frente a linhagem LP0O7, os complexos 1-8 apresentaram atividade similar a

cisplatina, como pode ser visto pelo grafico da Figura 66.
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Figura 66 - Grafico de ICso dos complexos de 1-8 e da cisplatina frente a linhagem LP07, o desvio
padrdo foi omitido em todos os casos
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Fonte: Autor

Os complexos 6-8 apresentaram uma citotoxicidade levemente mais acentuada do
gue o farmaco padrao frente a linhagem LPO7. Comparando estes resultados com outros
trabalhos do grupo em que complexos de palddio foram testados frente as mesmas
linhagens tumorais, pode-se notar que o uso das tiossemicarbazidas e trifenilfosfina se
mostrou uma boa estratégia para se obter compostos com elevada acdo anticancerigena

(Tabela 16).
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Tabela 16 - Valores de ICsy de complexos de Pd(ll) sintetizados pelo grupo

Compostos 1Cs50 (LM)
LM3 LPO7
[Pdl,(HmMPz),]™** >140 >140
[Pdl,(HdmIPz),]'*® >140 >140
Trans-[Pd(SCN),(isn),]*"’ 325,73 +9,47 317,93 +8,14
[Pdl,(tdmPz)]* 24,54+ 2,24 28,70 + 3,40
[Pd(dmba)(l)Tu]**® 14,4 +1,9 50,8 +2,2
[Pd(dmba)(u-1)],"*® 36,3 £3,2 60,7 2,2
Trans-[PdCl,(PPh3)(TAA)] (9) 96,80 + 2,89 >100
[PdI(PPhs)(4-PhT)]I (7) 2,79 +0,58 3,72+0,71
Cisplatina 30,3%3,7 4,3+0,4

Fonte: Autor

Por possuir apenas um grupo abandonador e ser cationico acredita-se que estes
complexos formem monoadutos com o DNA atuando de maneira diferente da cisplatina ou
mesmo capazes de interagir com outros alvos. E talvez por isso, tenham apresentado um
eficacia tdo superior ao farmaco frente a linhagem LM3.

Diante destes resultados, somente os complexos de 1-8 foram selecionados para a

realizacdo de estudos em possiveis alvos farmacoldgicos.

4.3.2. Interagdo com a guanosina:

Devido a atividade citotdxica promissora dos compostos 1-8 contra as células
tumorais das linhagens testadas se mostra necessario uma maior elucidagdo do mecanismo
de acdo ou mesmo do alvo biolégico destes complexos. O principal alvo dos compostos de
platina atualmente utilizados como agentes antitumorais é o DNA. Sendo assim, se torna
natural a escolha deste alvo como sendo o principal responsavel pela citotoxicidade dos
complexos sintetizados neste trabalho.

O primeiro passo realizado para provar que tais compostos interagem com o DNA foi
a realizagao de reagdes com uma base purina, no caso a guanosina, como um sistema
modelo (Figura 67). Uma vez que se os complexos forem capazes de se ligarem a esta base
purina, sera muito provavel a sua capacidade de interagir com as bases purinas do DNA.

Todas as reacbes realizadas foram monitoradas por RMN de 'H em CD;OD. Quando
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coordenada ao metal o sinal referente ao H8 da guanosina se desloca em = 0,5 ppm, para

campo baixo™? 2%, A Figura 68 apresenta o espectro de RMN de 'H da guanosina livre.

Figura 67 - Estrutura da guanosina
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Fonte: Autor

Figura 68 - Espectro de RNM de 'H da guanosina em MeOD-d,
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Fonte: Autor

Inicialmente, tentou-se a reacdo dos complexos suspensos em agua com a adicao de
uma solucdo aquosa contendo a guanosina, em uma razdo 1:2 metal/ligante. Apds 24 h, ndo
foi observado nenhuma alteracdo do sinal referente ao H8 no espectro de RMN de 'H do
complexo.

No segundo ensaio houve a tentativa de ativar os compostos, formando o aqua
complexo, como ocorre no mecanismo de acdo da cisplatina, substituindo os grupos

anidnicos por moléculas de H,0, através de reacbes com o nitrato de prata e posterior
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reacdo com a guanosina'*’. Novamente, nenhuma mudanca foi observada no espectro de
RMN de 'H do composto.

Entdo, devido a baixa solubilidade dos complexos em dgua e a tentativa fracassada
de ativa-los em meio aquoso, a solugao foi alterar o solvente, a escolha mais adequada para
a situacdo foi a utilizacdo de dmf. Assim, a reacdo direta entre os complexos e a base purina
foi realizada da mesma forma citada anteriormente. Depois de 24 h, o solvente foi eliminado
com o auxilio de uma bomba de vacuo e o produto resultante foi redissolvido em metanaol,
filtrado e analisado por RMN de H.0 espectro apresenta sinais referentes a duas espécies
de guanosina em solugao, como pode ser observado na Figura 69, um conjunto de sinais
atribuidos ao ligante coordenado e outro para o ligante livre, indicando que a reacdo nao

ocorreu completamente.

Figura 69 - Espectro de RNM de *H da reacdo de 1 com a guanosina em MeOD-d,
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Fonte: Autor

Diante deste resultado, variagdes no tempo e temperatura reacional foram feitas,
porém o espectro pouco se alterou. Perante tal fato, foi decidido a realizacdo da reacdo em
dmf com a ativacao prévia dos complexos.

Para isso, os haletos e o grupo tiocianado foram removidos da molécula pelo método

122
I.

AgNOs/dmf, desenvolvido por Lippert et al.”**, em uma reagdo sob o abrigo da luz, na razdo

1:2 metal-nitrato. A formacdo de um complexo intermedidrio contento ligantes oxigenados
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[Pd(Od)(PPh3](4-RT)]NOs (Od = O1-DMF, NO3’) conduz a uma substituicdo mais rdpida do que
com os haletos ou tiocianato, ou seja, estes ligantes sdao bons grupos abandonadores,
deixando os complexos mais suscetiveis a reacdo com a guanosina. O sal de prata formado,
AgX (X= Cl, Br, I, SCN), foi retirado do meio reacional por filtracdo e entdo se adicionou a
base purina em uma razdo molar 1:2 metal-ligante. A reacdo ficou sob agitacdo magnética
por 16 h (Esquema 4). Em seguida o solvente foi eliminado com o auxilio de uma bomba de
vacuo e o produto resultante foi redissolvido em metanol, filtrado e analisado por RMN de

4 (Figuras 70 e 71) e espectrometria de massas (Figuras 72-76).

Esquema 4 - Reagdo entre os complexos 1-8 e a guanosina
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Fonte: Autor
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Figura 70 - Espectro de RNM de 'H representativo dos complexos de 1-4 apds a reagdo com a
guanosina em MeOD-d,

dmf
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Fonte: Autor

Figura 71 - Espectro de RNM de *H representativo dos complexos de 5-8 apds a reacdo com a
guanosina em MeOD-d,

dmf
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Fonte: Autor

O espectro de RMN de *H dos complexos exibem um deslocamento de 0,4 ppm para

campo baixo referente ao sinal do H8 da guanosina, esta mudanca é tipica para a
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coordenacdo do ligante através do N7?%. Este mesmo comportamento é observado na
interagdo da cisplatina com a guanosina do DNA, sendo que a cisplatina se liga a duas bases
nitrogenadas, enquanto os complexos apresentados mostraram que podem formar apenas
monoadutos.

Reforcando a ideia da coordenacdo do ligante ao centro metdlico, o espectro de
massas apresenta um pico molecular m/z 755 correspondente ao monoaduto com carga 1+,
para os complexos de 1-4 (Figura 72), o pico intenso em m/z 472 pertence ao fragmanto do
complexo formado sem a guanosina. Para provar tal afirmacao, foi realizado o experimento
pela técnica de espectrometria de massas sequencial (MS/MS). Esta técnica se baseia na
fragmentacdo controlada do analito de interesse através de um gds, em geral Ar ou N,.
Assim, foi observado que o fragmento correspondente ao pico em m/z 472 provém
realmente do complexo Pd-guanosina e ndo do composto original [PdX(PPhs)(4-MeT)]X
(Figura 73). Além desta técnica, também foi simulado na regido do pico do ion molecular, o
espectro de massas para o composto em questdao e seu resultado foi comparado com o

obtido (Figura 74), mostranto a concordancia entre ambos.

Figura 72 - Espectro de massas representativo dos complexos de 1-4 apds a reagdo com a guanosina
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Figura 73 - Espectro de massas MS/MS sobre o pico m/z 755, representativo para complexos de 1-4
apods a reagdo com a guanosina
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Fonte: Autor

Figura 74 - Expanséo e simula¢do do pico m/z 755 dos complexos de 1-4 apds a reacdo com a

guanosina
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Fonte: Autor

Apos a reacdo, os complexos de 5-8 apresentam um pico do ion molecular em m/z
817, também correspondente ao monoaduto com carga 1+ (Figura 75). Em virtude da

semelhanca entre as familias ndo foi realizado o expreimento de espectrometria de massas
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sequencial. Sugere-se que o pico em m/z 534 pertenca ao fragmento do complexo formado
sem a guanosina. A simulagdo e expansao do espectro da molécula sintetizada na regidao do
pico do ion molecular, foram realizados, apresentando um resultado bem coerente com o

espectro obtido (Figura 76).

Figura 75 - Espectro de massas representativo dos complexos de 5-8 apds a reacdo com a guanosina
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Figura 76 - Expansdo e simulagdo do pico m/z 817 dos complexos de 5-8 apds a reagdo com a
guanosina
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Estes resultados mostram que a trifenilfosfina, como esperavamos, ndo é substituida
pela segunda molécula de guanosina, permanecendo na estrutura dos compostos. Desta
maneira, fica claro que os compostos sé podem interagir com o DNA formando monoadutos.
Também pode-se concluir, que ocorre a eliminagdo de um proton durante a complexacdo da
base nitrogenada, provavelmente o préton acido da tiossemicarbazida, deixando este ligante
anidnico, e os complexos continuam com carga 1+, mesmo com a saida dos haletos ou

pseudohaleto.

4.3.3. Interacdo com o plasmideo superenovelado:

A andlise de DNA por eletroforese é uma das técnicas mais utilizada nos laboratérios
de pesquisa e de diagndstico. Seu principio se baseia no fato da molécula de DNA possuir
carga negativa em valores de pH neutro ou alcalino e consequentemente, quando aplicado

ou imerso em uma matriz de gel e submetida a um campo elétrico, migra em direcdao ao pélo
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positivo (an6do). A velocidade da migracdo depende do tamanho da molécula. Por isso em
um dado momento da eletroforese moléculas de tamanhos distintos se encontram em
diferentes pontos do gel.

Uma molécula de DNA migra na matriz de agarose com mobilidade inversamente
proporcional ao log;o de sua massa molecular, que, por sua vez, é funcdo do tamanho e da
forma da molécula. Assim, o tamanho do fragmento do DNA em pares de base, ou seja, sua
sequéncia linear, é o fator que, em principio, deveria influenciar a migracdo no gel.
Entretanto, nem sempre o DNA encontra-se linear e descondensado e tais fatores podem
alterar a migracao do fragmento no gel, pois interferem na passagem da molécula de DNA
pelos poros*®.

As moléculas de DNA circular, utilizadas neste trabalho, podem assumir formas
como: relaxada ou superenovelada. Estas formas ndao migram de acordo com o tamanho do
DNA durante a eletroforese. No entanto, quando estas moléculas circulares sao linearizadas,
ou seja, sdo clivadas em um ponto e assumem uma forma linear, entdo a corrida na
eletroforese obedece ao tamanho da molécula. Sabe-se que a forma circular superenovelada
migra mais rapidamente que a forma relaxada™*'*.

Uma vez que os complexos de 1-8 se mostraram reativos frente a uma base purina,
acredita-se que serdo capazes de interagirem com o DNA. Para isso foi realizado medidas de
eletroforese em gel de agarose para se determinar a influéncia destes compostos na
estrutura terciaria do DNA e como isso afetard a mobilidade eletroforética do plasmideo
circular pNFkB-luc. O mesmo procedimento foi realizado com a cisplatina para fins
comparativos, visto que esta droga é capaz de relaxar a estrutura superenovelada do DNA e
ou diminuir sua mobilidade™®.

Primeiro, incubou-se os complexos, em duas concentragées (10 uM e 100 uM), com o
plasmideo por 24 horas. Apds este periodo as amostras foram analisadas em gel de agarose
1% a 100 V. Em seguida, o gel foi revelado utilizando-se brometo de etidio sobre luz

ultravioleta. Os resultados obtidos encontram-se nas Figuras 77 e 78, para os complexos de

1-4 e 5-8, respectivamente.
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Figura 77 - Incubagdo do plasmideo com os complexos 1-4 e cisplatina por 24 h. Linha 1: plasmideo
em agua. Linha 2: plasmideo em agua/dmf (2.5%). Linha 3: cisplatina (20 uM). Linha 4: 1 (10 uM).
Linha 5: 1 (100 uM). Linha 6: 2 (10 uM). Linha 7: 2 (100 uM). Linha 8: 3 (10 pM). Line 9: 3 (100 uM)/
Linha 10: 4 (10 uM). Linha 11: 4 (100 uM)

L1 L2 L3 L4 LS5 L6 L7 L8 L9 L10 L11

Fonte: Autor

Pela analise do gel revelado, observa-se que todos os complexos foram capazes de
modificar a mobilidade eletroforética do DNA circular, no entanto, isto s6 ocorre em
concentracdes elevadas a 100 uM. Para os compostos 1 e 2, nota-se o aparecimento de uma
outra estrutura de DNA no gel, representada pela leve banda destacada em vermelho,
acredita-se que seja a forma relaxada do plamideo. J& os complexos 3 e 4, além de
apresentaram esta banda, também afetam o plasmideo da mesma forma que a cisplatina,

nesta concentracdo, reduzindo sua mobilidade.
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Figura 78 - Incubagao do plasmideo com os complexos 5-8 e cisplatina por 24 h. Linha 1: plasmideo
em agua. Linha 2: plasmideo em agua/dmf (2.5%). Linha 3: cisplatina (20 uM). Linha 4: 5 (10 uM).
Linha 5: 5 (100 uM). Linha 6: 6 (10 uM). Linha 7: 6 (100 uM). Linha 8: 7 (10 uM). Line 9: 7 (100 uM)/
Linha 10: 8 (10 pM). Linha 11: 8 (100 pM)
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Fonte: Autor

Quando analisamos o gel dos complexos 5-8, sdo encontradas algumas diferencas em
relacdo aos seus andlogos contendo a metila na posicdo N4. Neste caso, somente os
complexos 5, 6 e 8 interagiram com o DNA, novamente, isto sé ocorreu em altas
concentracdes. Repara-se também que os compostos 5 e 6 afetam a estrutura do palsmideo
de uma maneira muito mais efetiva que o composto 8. Além de que, sdo capazes de relaxar
o DNA, devido ao aparecimento dos sinais com menor mobilidade. J& o complexo
[PdI(PPh3)(4-PhT)]I (7) se mostrou incapaz de reduzir a mobilidade eletroforética do DNA,
bem como em danificar a sua estrutura. Por isso, para verificar se a falta de reatividade de 7
em relacdo ao DNA esta relacionada com a forg¢a de ligacdo Pd-I, foi realizada a ativacao do
complexo, através da remocdo do iodo, mediada por AgNOs e posterior avaliacdo da sua

capacidade de interagcdo com o DNA, apds uma incupacao de 24 horas (Figura 79).
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Figura 79 - Incubagdo do plasmideo com o complexo 7 pré-tratado com AgNO; e cisplatina por 24
h.Linha 1: plasmideo em agua. Linha 2: plasmideo em agua/dmf (2.5%). Linha 3: cisplatina (20 uM).
Linha 4: 7 pré-tratado com AgNO; (10 uM). Linha 5: 7 pré-tratado com AgNO; (100 uM)

L1 L2 L3 L4 LS

Fonte: Autor

Como pode ser observado na Figura 79, o complexo ativado reagiu com o DNA na
concentragdo de 100 uM, indicando que a forga de ligagdo metal-halogénio possui grande
influéncia na sua capacidade de interagir ou ndo com o DNA. Para nos auxiliar nesta
discussdo, um experimento com os complexos de 5-8 incubados com o plasmideo por

apenas 15 minutos foi realizados e seu resultado encontra-se na Figura 80.

Figura 80 - Incubagdo do plasmideo com os complexos 5-8 e cisplatina por 15 min. Linha 1: plasmideo
em agua. Linha 2: plasmideo em agua/dmf (2.5%). Linha 3: cisplatina (20 uM). Linha 4: 5 (10 uM).
Linha 5: 5 (100 uM). Linha 6: 6 (10 uM). Linha 7: 6 (100 uM). Linha 8: 7 (10 uM). Line 9: 7 (100 uM).
Linha 10: 8 (10 uM). Linha 11: 8 (100 uM)

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L1

Fonte: Autor

Ao analisarmos o gel, conclui-se que apenas os complexos 5 (linha 5) e 6 (linha 7) sdo
capazes de interagir com o DNA, porém diferentemente de quando foram incubados por 24
horas, eles ndo conseguiram relaxar a estrutura superenovelada, somente diminuiram sua

mobilidade. Estes resultados demonstram que a maior labilidade dos atomos de cloro e
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bromo quando comparados com o iodo e a molécula do tiocianato afeta na velocidade de
interacdo com o alvo. Curiosamente, a cisplatina (20 uM) ndo diminuiu a mobilidade do
plasmideo neste tempo de incubacao.

Diante destes dados pode-se concluir que a maioria dos compostos interage
diretamente com o DNA, mas apenas em concentragdes altas, o que vai de encontro com os
resultados obtidos na avaliagao da citotoxicidade destas moléculas, uma vez que o ICsg varia
entre 2,79-8,84 uM e 3,56-7,11 uM frente as células tumorais LM3 e LPO7, respectivamente.
Desta maneira, deve-se descartar o DNA como alvo principal responsavel pela agdo
anticancerigena destes complexos.

Sendo assim, chegamos a um dilema para a continuacao do trabalho, visto que os
complexos possuem boa atividade, porém interagem pouco com o alvo instintivo para este
tipo de complexo. Através de buscas na literatura a respeito destes tipos de células, foi
encontrada uma caracteristica que nos chamou a atencgao, células tumorais de uma maneira
geral, e principalmente, de mama e pulmdo possuem uma elevada expressdo das enzimas
DNA-topoisomerases. Além disso, estas enzimas sdo o alvo de alguns fdrmacos no
tratamento de diversos tipos de cancer, incluindo as neoplasias aqui estudadas. Sendo

assim, a capacidade de inibicao destas enzimas pelos 8 complexos sintetizados foi avaliada.

4.2.4. Inibicdo das enzimas topoisomerases I e II:

Existem dois tipos de topoisomerases humanas de acordo com suas fungoes
cataliticas. A topo | liga-se a uma das fitas do DNA, formando uma ligacdao covalente enzima-
DNA entre um residuo de tirosina e a 3’-fosfato do DNA clivado, sem a necessidade de
energia (ATP). A topo Il liga-se a dupla fita do DNA através de uma reagdo de substituicao
nucleofilica, clivando as 2 fitas complementares com necessidade de ATP'?’.

Devido ao papel importante desenvolvido por essas enzimas na manuten¢do e
replicacdo do DNA durante a proliferacdo celular, elas passaram a ser um alvo interessante
na quimioterapia anticancer’®. Além disso, como foi mencionado anteriormente a
expressao das DNA-topoisomerases é muito maior em células tumorais do que nas células
normais de metabolismo, reforcando a ideia destas enzimas como um promissor e seletivo
alvo.

O experimento de inibicdo das enzimas foi feito através de eletroforese e foi

realizado de acordo com a literatura™®. As enzimas guando incubadas com a estrutura do
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DNA superenovelada podem relaxda-la, produzindo a forma cortada com migracdo mais lenta
na corrida eletroforética. Se um determinado composto tem a capacidade de inibir esta acdo
deve-se observar no gel uma migracdo semelhante a encontrada para o DNA sozinho,
impedindo a a¢do da enzima.

Os complexos de 1-8 tiveram sua habilidade de inibicdo contra a topo | avaliada na
concentragdo de 50 uM. Os complexos foram incubados por 40 minutos juntamente com o
DNA superenovelado e a enzima. Controle positivo (DNA + topo ), e controle negativo
(DNA), foram feitos para fins comparativos. Os resultados obtidos se encontram na Figura

81.

Figura 81 - Incubagao do plasmideo com os complexos 1-8 e a topo | por 40 min. Linha 1: controle
positivo (DNA + topo I). Linha 2: controle negativo (DNA). Linha 3: 1. Linha 4: 2. Linha 5: 3. Linha 6: 4.
Linha 7: 5. Linha 8: 6. Line 9: 7. Linha 10: 8

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10

Fonte: Autor

Observa-se na linha 1 que o controle positivo, ou seja, a enzima em contato com o
plasmideo, apresenta apenas uma acgao parcial frente ao DNA, isto significa que a enzima em
guestdo mostra pouca atividade. Com isso, somente parte do DNA superenovelado teve uma
de suas fitas clivadas, isto pode ser notado pela aparigdo de um sinal com menor mobilidade
eletroforética, demarcado em vermelho e a persisténcia do sinal referente ao DNA
superenovelado. Em contra partida, o controle negativo, linha 2, ndo apresenta os sinais

atribuidos ao DNA clivado, validando o ensaio, mesmo com uma baixa atividade enzimatica.
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Nas demais linhas (3 a 10) observa-se um comportamento similar ao encontrado para o
controle positivo, indicando que todos os compostos falharam em inibir a a¢do da
topoisomerase | na concentracdo de 50 uM.

Uma vez que varios compostos apresentam somente atividade contra um tipo de
topoisomerase, foi decidido realizar ensaios para avaliar se os compostos de 1 a 8 eram
capazes de inibir a topo lla, mesmo apds o resultado negativo frente a topo I. Para isso,
foram feitas solucdes dos complexos em 4 concentragdes diferentes, 5, 25, 50 e 100 uM.
Estas solugdes foram colocadas em contado com o plasmideo superenovelado, ATP e a topo
[l, por 40 minutos. Lembrando que diferentemente da topo | a topoisomerase Il requer
energia para realizar a clivagem das duas fitas do DNA e por isso a necessidade da presenca
do ATP. Os resultados obtidos encontram-se nas Figuras 82-85, novamente foram realizados

testes controles, negativo, C- (DNA sozinho), e positivo, C+ (DNA + ATP + enzima).

Figura 82 - Incubacdo do plasmideo com os complexos 1 e 2 e a topo Il por 40 min em diferentes
concentragdes, C-, controle negativo e C+, controle positivo

1 2
55225508100 57 .25.50 100

Fonte: Autor
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Figura 83 - Incubacao do plasmideo com os complexos 3 e 4 e a topo Il por 40 min em diferentes
concentragdes, C-, controle negativo e C+, controle positivo

3 4
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Fonte: Autor

Figura 84 - Incubacdo do plasmideo com os complexos 5 e 6 e a topo Il por 40 min em diferentes
concentragdes, C-, controle negativo e C+, controle positivo
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Fonte: Autor
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Figura 85 - Incubacao do plasmideo com os complexos 7 e 8 e a topo Il por 40 min em diferentes
concentragdes, C-, controle negativo e C+, controle positivo

5 25 50 100 5 25 50 1
M) )

Fonte: Autor

Os resultados mostraram que com excecdo do composto 5 todos os outros
complexos foram capazes de interromper a acdo da enzima topoisomerase Il sobre a
estrutura super enrolada do DNA em concentragbes entre 5-25 uM. O complexo
[PACI(PPh3)(4-MeT)]Cl (1) mostrou uma pequena capacidade inibitéria a 5 uM, com a
presenca de um leve sinal com maior mobilidade, referente ao DNA superenovelado. Porém
a 25 uM, percebe-se uma inibicdo total da acdao desta enzima, sendo assim este complexo
pode inibir a topo Il em sua totalidade em concentragcdes entre 5-25 uM. O composto 2 se
mostrou menos eficaz, pois s6 inibiu a enzima totalmente a 50 uM (Figura 82). J4 o complexo
3, um dos mais citotdxicos, foi eficiente na inibicdo da agao de clivagem da enzima em 5 uM.
Isto é um forte indicio que pelo menos parte da citotoxicidade apresentada para estes
complexos esta relacionada de algum modo com essa capacidade inibitdria, uma vez que o
interrompimento da agao desta enzima pode levar a apoptose da célula. O composto
[PA(SCN)(PPh3)(4-MeT)]SCN (4) ndo apresentou atividade significativa a 5 uM, inibindo a
topo Il em 25 uM. Novamente, fica evidente que a alteracdao do anion ligado ao metal
influencia a capacidade do complexo em interagir, com maior ou menor intensidade, com a

enzima. No entanto, ainda ndo se sabe ao certo como ocorre esta interagdo, provavelmente
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a forca de ligacdo entre Pd-X e a velocidade de saida dos ligantes estdo relacionados com o
mecanismo de ac¢do frente a topo Il.

Na Figura 84, pode-se ver os resultados encontrados para os complexos 5 e 6.
Inesperadamente, o complexo [PdCI(PPhs3)(4-PhT)]Cl (5) se mostrou incapaz de inibir a
topoisomerase Il em qualquer das concentracdes testadas. De algum modo a presenca do
ion cloreto e o substituinte fenil na molécula desativa a a¢do inibitéria do complexo. No
entanto, os complexos 6-8 mostraram excelente eficacia inibitéria, ja a 5 UM ndo se observa
mais a clivagem do DNA super enrolado. Mais uma vez, fica exemplificado que a atividade
citotdxica destes compostos pode estd fortemente relacionada com a capacidade de inibir a
acdo da enzima DNA-topoisomerase lla tdo importante em vdrios processos celulares.
Porém, diferentemente, da citotoxicidade a presenca dos grupos metil e fenil na molécula
organica possuem grande influéncia na inibicdo da enzima, visto que os complexos 6-8 foram
capazes de inibir a acdo enzimatica em até 5 uM, enquanto os complexos de 1-4, com
excec¢ao do complexo 3, inibiram a enzima somente em concentragdes maiores que 5 uM.

Diante destes resultados conclui-se que os compostos sintetizados sdo incapazes em
inibir a acdo da topo |, porém, em geral, sdo bem eficientes em impedir a acdo da topo Il em
concentragdes até 25 uM, dados estes mais coerentes com aqueles encontrados para o ICs,
indicando que a topoisomerase lla é um alvo em potencial destes complexos.

Vale ainda destacar que estes complexos apresentaram valores de inibicdo bem
interessantes, entre 5-25 uM, superando valores encontrados para farmacos ja utilizados no
combate do cancer que visam a topo Il como alvo. Como é o caso do etopdsido utilizado
contra tumores de pulmao, testiculo e linfoma, que possui um valor de inibicdo de 50 % da
atividade enzimatica na concentragao de 32 uM.

Uma tentativa de comecar a se compreender o mecanismo de a¢do destes complexos
frente a topo Il e o que também explicaria a falta de atividade frente a topo | estd
relacionada a presenca do ATP no ciclo catalitico da enzima do tipo Il. Acredita-se que estes
complexos atuem como competidores do ATP pelo dominio ATPase da enzima. Com a
entrada dos complexos neste dominio a inser¢cdo do ATP seria inviabilizada e
consequentemente o ciclo enzimatico interrompido, causando a apoptose da célula. Por
este mecanismo de acdo os complexos seriam classificados como inibidores cataliticos, uma

vez que ndo atuam estabilizando o complexo formado DNA - TOPO (veneno da
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topoisomerase), mecanismo que ocorre para a maioria dos farmacos utilizados atualmente
no combate contra o cancer que possuem a topo Il como alvo. Esta possivel caracteristica é
mais um fator positivo encontrado nestes complexos para o desenvolvimento de novos
farmacos que apresentem um espectro de atividade diferente dos atuais.

Diante destes resultados esperamos que nossos complexos atuem de forma

.2 (pagina 35), competindo com as

semelhante ao TSC24, apresentado por Huang et a
moléculas de adenosina trifosfato pelo dominio ATPase, uma vez que ambos inibiram a topo
I, mas foram ineficientes frente a topo |. Vale ainda ressaltar que até o momento na
literatura sdo escassos os estudos de complexos de Pd(ll) que inibam a acdo das
topoisomerases e estes quando inibem a acdo enzimatica o fazem em concentra¢des bem

maiores do que os complexos sintetizados neste trabalho™°, demonstrando o seu grande

potencial e que ainda existe muito a se explorar nesta area.

4.3.5. Inibicao da enzima catepsina B:

As catepsinas estdo distribuidas entre as familias das aspartil peptidases (catepsinas
D e E), serino peptidases (catepsinas A e G), e cisteino peptidases (catepsinas B, C, F, H, K, L,
0, S, V, W), e estdo envolvidas no processo de degradacio de proteinas intracelulares™*.

As cisteino peptidases lisossomais tém a fung¢ao primaria de degradar, de forma nao
seletiva, proteinas dentro dos lisossomos. No entanto, recentemente ficou demonstrado
gue muitas dessas enzimas nao sao estritamente encontradas nos lisossomos, podendo
acumular-se em diferentes organelas e participar de processos celulares mais especializados
levando a processos patoldgicos como artrite reumatdide e osteoporose, progressao de
tumores malignos, distrofia muscular e doenca de Alzheimer®?.

A catepsina B (Cat B) é responsdvel pelo rompimento das células cancerosas e o

Q-

consequente espalhamento do material tumoral na corrente sanguinea, levando
disseminacdo do cancer por todo organismo. Sua ligacdo com o processo de progressao e
invasdao tumoral esta baseada em observacdes de que seus niveis de atividade e secrecao
sao aumentados em tumores, sendo que os tumores malignos apresentam os maiores niveis
de atividade desta enzima. A detecc¢do de niveis elevados de catepsina B em casos de cancer

~ . , - oA .1
de pulm3o pode ser correlacionada com prognéstico de pouca sobrevivéncia™>.
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A catepsina B possui uma estrutura tridimensional bilobal, com o sitio catalitico
posicionado na reentrancia entre os dois lobos e encoberto por uma sequéncia de
aminodcidos que formam uma alca de oclusdo, protegendo o sitio ativo. A alca de oclusao
Ihe permite atuar como endo ou exo-peptidase, sendo esta uma caracteristica individual da

catepsina B'** (Figura 86).

Figura 86 - Estrutura tridimensional da catepsina B. O residuo de cisteina do sitio ativo é mostrado na
representacao ball-and-stick

Loop de ocIuséo\
Sitio catalitico

135
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Fonte: Fujishima et a

Assim, o desenvolvimento de um inibidor para a catepsina B que possua uma boa
atividade antitumoral frente as células de cancer de pulmao é extremamente desejavel, uma
vez que ele causara a morte das células tumorais, bem como impedira que elas se espalhem.

O grupo tiol presente no sitio ativo é considerado como um alvo interessante no
design de novos inibidores dessas enzimas e levando em conta que o atomo de paladio
possui uma grande afinidade por atomos de enxofre, espera-se que os complexos
sintetizados neste trabalho interajam com este sitio ativo da enzima.

Buscando uma maior compreensdo dos possiveis alvos destes complexos, ensaios de
inibicdo da catepsina B foram realizados com o intuito de sabermos se eles sdo capazes de
inibir a proliferacdo de tumores. Os complexos 3 e 7 por serem os mais citotdxicos de cada
familia frente a linhagem de adenocarcinoma pulmonar (LP07) foram selecionados para a

realizacdo dos testes.
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Apds a ativacdo da enzima, realizada pelo DTT, e incubacdo por 3 minutos, adiciona-
se 0 substrato sintético Z-Phe-Arg-MCA. Depois de hidrolisado pela enzima este substrato
libera a molécula de 7-amino-4-metilcoumarina e a sua fluorescéncia é registrada em
espectrofotdbmetro Hitachi F-2500. Em seguida, adicionam-se aliquotas dos complexos,
gerando diversas concentracdes e registra-se a acdo dos compostos frente a enzima pela
alteracdo na fluorescéncia obtida pela hidrélise ou ndo do substrato. Entdo, se obtém curvas
dose-resposta (Figuras 87 e 88), % de inibicdo x concentracdo dos complexos, e

consequentemente o valor de ICso é encontrado. Os resultados obtidos estao representados

na Tabela 17.
Figura 87 - Curvas dose resposta do complexo 3
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Figura 88 - Curvas dose resposta do complexo 7
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Tabela 17 - Valores de ICsq para a inibi¢do da catepsina B dos complexos 3 e 7

Complexo 1C50 (LM)
[PdI(PPh;)(4-MeT)]I (3) 5,53 + 0,66
[PdI(PPhs)(4-PhT)]I (7) 8,81+ 0,80

Fonte: Autor

Estes resultados preliminares mostraram que os complexos sdo capazes de inibir 50
% da atividade da enzima até 8,81 uM. O composto 3 apresentou uma inibicdo
significativamente maior do que o composto 7. Pela similaridade estrutural, sugere-se que a
presenca do grupo metil favoreca a insercdo do composto no sitio catalitico e
consequentemente, aumente a probabilidade de interagao entre o complexo 3 e a enzima
alvo. No entanto, mais ensaios deverdo ser realizados para se comprovar tal hipdtese. Outro

interessante aspecto a se estudar é a influéncia dos haletos ou pseudohaleto na molécula
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guanto a inibicdo da catepsina B, uma vez que provavelmente a causa da inibicdo da
atividade enzimatica provem da ligagao Pd-tiolato.

Achamos estes resultados promissores, visto que estes complexos foram citotdxicos
frente a duas linhagens tumorais e ainda possuem a caracteristica de inibir em pelo menos

50 % a proliferacao de tumores metastaticos em concentracdes relativamente baixas.
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5. Consideracées Finais

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que 11 novos complexos de paladio(ll)
foram sintetizados e caracterizados com sucesso. As espctroscopias de IV e RMN
contribuiram significativamente para a proposta estrutural. Trés complexos tiveram sua
estrutura molecular determinadas pela difracdo de raios X de monocristal, confirmando a
obtencdo de complexos com geometria quadrado planar distorcido com os sitios de
coordenacdo do metal sendo ocupados pelo ligante bidentado, atuando de maneira neutra,
trifenilfosfina e por um dtomo de iodo ou grupo tiocianato.

Apds a caracterizacdo completa, a citotoxicidade de todos os complexos foi avaliada
frente as linhagens tumorais de adenocarcinoma mamario (LM3) e pulmonar (LP07). Os
resultados mostraram que os compostos contendo ligantes quelatos tiveram um &timo
desempenho em destruir as células cancerosas, chegando a ser 11 vezes mais ativo do que a
cisplatina frente a linhagem LM3. No entanto os complexos contendo somente ligantes
monodentados ndo apresentaram atividade significativa, indicando que neste caso a
presenca do ligante bidentado foi fundamental para a citotoxicidade dos complexos. Sugere-
se que a maior estabilidade termodinamica dos complexos do tipo [PdX(N,S)(PPhs)]X seja um
dos fatores responsaveis pela manutencao da integridade estrutural dos compostos por mais
tempo, aumentando assim sua biodisponibilidade. Outra importante informacdo obtida a
partir destes dados é a influéncia da forca de ligacdo Pd-X na atividade antiproliferativa dos
compostos. Foi observado que a substituicdo do cloro por ligantes mais macios e volumosos
gerou complexos mais ativos. Neste trabalho, em ambas as familias, os iodo-complexos se
mostraram os mais promisssores.

A partir dos resultados obtidos para a citotoxicidade, somente os complexos ativos
tiveram sua interagdo com seus possiveis alvos bioldgiocos investigada. Primeiramente, por
reacdes entre os compostos e a guanosina ficou evidente que estes complexos podem se
ligar a uma base purina do DNA, dado comprovado pelas técnicas de RMN e espectrometria
de massas, no espectro de ressondncia magnética nuclear de *H foi constatado a mudanca
de deslocamento quimico do H8 da molécula da guanosina para regides de campo baixo,
comportamento tipico observado quando a guanosina esta coordenada. No espectro de
massas encontrou-se o pico do ion molecular do monoaduto formado. Esta idéia de

interacdo com o DNA foi reforcada pela capacidade de interacdo dos compostos com o
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plasmideo circular, detectada pela eletroforese em gel de agarose, porém, os complexos sé
conseguiram danificar a estrutura tercidria do DNA em altas concentragdes, indicando que a
citotoxicidade apresentada por eles nao envolve o DNA. Mais uma vez ficou percepitivel a
influéncia da ligagdo Pd-X na atividade dos compostos, uma vez que cloro- e bromo-
complexos interagiram mais rapidamente com o DNA do que os iodo- e tiocianato-
complexos.

A avaliacdo da capacidade inibitéria destes complexos frente as enzimas
topoisomerase nos forneceu dados importantissimos sobre um possivel modo de agdo.
Primeiramente os compostos foram testados frente a topoisomerase do tipo | em uma
concentracdo de 50 uM. Apds a revelacdao do gel, ficou comprovado a ineficiéncia destes
complexos em inibir a acdo enzimatica. Porém, diante da topo Il os compostos foram
capazes de inibir a enzima em concentracdes mais baixas do que o farmaco etopdsido,
apresentando uma capacidade inibitéria ja a 5 UM para alguns complexos, novamente foi
evidenciado que a forca de ligacdo entre o atomo metdlico e os grupos aniénicos possui um
papel fundamental em uma maior ou menor interagao com a enzima.

Outra constatacdo relevante é que neste caso a presenca do substituinte na posicao
N4 das tiossemicarbazidas afetou consideravelmente a capacidade inibitdria dos complexos,
ja que os complexos 6-8 inibem a topo Il a 5 uM, enquanto seus analogos com a metila
inibem a enzima entre 5-50 uM. Por inibir somente a topoisomerase |l, sugere-se que estes
complexos atuem no dominio da ATPase, competindo com as moléculas de ATP necessario
para a conclusdo do sitio catalitico da topo Il. Vale lembrar que as enzimas do tipo | ndo
possuem este dominio, uma vez que elas n3ao precisam de energia para realizar suas
funcbes. Diante destes dados acredita-se que pelo menos parte da citotoxicidade
apresentada pelos complexos esteja relacionada a esta acao inibitdria.

Por ultimo, os complexos mais promissores de cada familia, no caso, os iodo-
complexos, tiveram sua agao frente a catepisina B investigada. Os compostos 3 e 7 inibiram
50% da atividade enzimatica a 5,83 e 8,81 uM, respectivamente, indicando que além de
citotoxicos estes complexos podem inibir a metastase.

Perante os resultados aqui apresentados, fica claro que a utilizacdo de ligantes N,S-

doadores e da trifenilfosfina é muito interessante no design de novos farmacos de Pd(ll),
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pois conferem uma atividade antiploriferativa promissora e parecem atuar de modo

diferente dos farmacos a base de metais usados atualmente.
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