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RESUMO

Alguns compostos de platina(ll), como por exemplo, a cisplatina, a oxaloplatina
e a carboplatina, tém sido utilizados como agentes quimioterapicos no tratamento de
alguns tipos de cancer, sendo que varios outros complexos deste ion metalico
encontram-se em fase de testes clinicos. Entretanto, estes farmacos apresentam
diversos efeitos colaterais severos e, além disso, tem sido observado o aparecimento
de resisténcia celular. Nesse sentido, varios grupos de pesquisa tém buscado a
sintese de novos complexos de platina que sejam mais eficazes e que apresentem
uma diminuicdo dos efeitos indesejaveis associados a utilizacdo destes na medicina.
Assim, neste trabalho seis novos complexos de platina(ll) e paladio(ll) foram isolados
com os ligantes 4-nitrobenzoico hidrazida(4-NH), acido 2-furéico hidrazida(FH) e 2,4
dinitrofenilhidrazina(2,4-DNPH). Esses complexos foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas e, os resultados mostram que os ligantes estdo coordenados ao ion
platina ou paladio via nitrogénio (NH;) e possuem a formula geral [M(L)2X2].nH,O, em
que M= Pt** ou Pd®**, X = Cl'ou I e n = 0 ou 1. As analises de infravermelho foram
feitas na regido de 400- 4000 cm™, salvo os complexos com o ligante 2,4-
dinitrofenilhidrazina que comecaram na faixa de 200 cm™. Além disso, a
espectroscopia na regiao do UV-visivel foi feita na faixa de 200-800 nm. A estabilidade
térmica dos complexos contendo os ligantes &acido 2-furdico hidrazida e 2,4-
dinitrofenilhidrazina foi avaliada no intervalo de temperatura compreendido entre 25-
900°C.

A atividade antitumoral dos compostos sintetizados foi estudada contra a
linhagem celular tumoral K562. O composto [Pt(4-NH).l;] exibe uma 6étima atividade
antiproliferativa (ICso = 0,96 pumol/L) e, se comparado a cisplatina, € cerca de cinco

vezes mais ativo.

Palavras-chave: Platina, Cisplatina, Carboplatna e Agentes

antitumorais.



ABSTRACT

Platinum compounds, such as cisplatin, oxaloplatin and carboplatin, have been
used as chemotherapeutic agents for the treatment of various types of cancer. Several
other complexes of this metallic ion are also under clinical evaluation. However, the
utilization of platinum compounds as antitumor agents is associated with many severe
effects and cellular resistance has also been observed. Therefore, many research
groups have been working to synthesize new platinum complexes that are more
efficient and show fewer undesired effects associated with their use in medicine. Thus
in this work, six new complexes of platinum and palladium were isolated with 4-
nitrobenzoic hydrazide(4-NH), acid 2-furoic  hydrazide(FH) and 2,4-
dinitrophenylhydrazine(2,4-DNPH). These complexes were characterized by
spectroscopic techniques and the results have shown that the ligands are coordinated
to platinum or palladium by the basic nitrogen of NH, group and have the general
formula [M(L)2X2].nH,O where M= Pt** or Pd®**, X = CI or I' and n = 0 or 1. Infrared
Analyses were made in the region of 400 - 4000 cm™, except the complex with the
ligand 2,4 - dinitrophenylhydrazine which began in the range of 200 cm™. In addition,
UV spectroscopy was performed on-visible range of 200-800 nm. The thermal stability
of the complexes containing acid 2-furoic hydrazide and 2, 4-dinitrophenylhydrazine
was analyzed in the temperature range 25—-900 °C.

The antitumor activity of the synthesized compounds has been studied. The
compound [Pt(4-NH).l,], was found to display cytotoxicity (ICso = 0.96 umol/L) against

K562 tumoral cell line and, when compared to cisplatin, it was five times more active.

Keywords: Platinum, Cisplatin, Carboplatin and Antitumor agents.



LISTA DE ABREVIACOES
2,4-DNPH = 2,4-dinitrofenilhidrazina
4-NH = 4-nitrobenzeno hidrazida
FH = Acido 2-furéico hidrazida
MeOH = Metanol
DNA = Acido desoxirribonucléico
'H RMN= Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
13C RMN= Ressonancia magnética nuclear de carbono 13
DMSO = Dimetilsulféxido
de-DMSO = Dimetilsulfoxido deuterado
DMF = Dimetilformamida
s = singleto
d = dupleto
d = Deslocamento quimico
M.M.= Massa molar
uM= micromolar
UV-vis = Espectroscopia de absor¢éo na regido do Ultravioleta Visivel
[.V.= Infravermelho

v= Frequéncia



Hz = Hertz

TG = Termogravimetria

DTA = Analise termogravimétrica diferencial

Anm = Condutividade molar



LISTA DE FIGURAS

Figura 01- Estrutura do taxol

Figura 02- Reacdes de hidrdlise da cisplatina

Figura 03- Interacdo da platina com a guanina

Figura 04- Principais tipos de adutos formados entre a platina e o DNA____

Figura 05- Estrutura da cisplatina e de seus analogos utilizados na clinica

médica. Entre parénteses o ano de entrada no mercado farmacéutico

Figura 06- Complexo ZD0O473

Figura 07- Isoniazida

Figura 08- Ligantes utilizados neste trabalho

Figura 09- Complexos obtidos neste trabalho

Figura 10- Curva TG/DTA do complexo V

Figura 11- Curva TG/DTA do complexo VI

Figura 12- Espectro de absorcéo na regido do infravermelho do complexo

Il e do ligante 4-NH na regi&o de 3000-3400 cm™

Figura 13- Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho do complexo

VI e do ligante FH na regido compreendida entre 1700-400 cm™

Figura 14- Espectros no infravermelho na regido de 1200-800 cm™. (A)

complexo IV (B) 2,4-DNPH

06

07

08

09

11

12

14

25

26

28

29

31

31

32



Figura 15- Espectros de absorc¢édo na regidao do UV-Vis do ligante 4-NH e

seus respectivos complexos

Figura 16- Espectros de absorgéo na regido do UV-Vis do ligante FH e seu

respectivo complexo

Figura 17- Espectro de *H RMN do ligante 4-nitrobenzoéico hidrazida

Figura 18- Espectro de *H RMN do complexo | na Faixa compreendida

entre 1 e 9 ppm

Figura 19- Espectro de *C RMN do ligante 4-NH

Figura 20- Espectro de **C RMN do complexo |

33

33

35

36

36

37



LISTA DE TABELAS

Tabela 01- Principais causas de morte no mundo em 2011

Tabela 02- Dados de analise elementar para os complexos obtidos

Tabela 03- Valores de ICsg para os complexos e ligantes livres

05

27

39



SUMARIO

Capitulo |

1. INTRODUCAO

1. 1. CANCER E QUIMIOTERAPIA

1.1.2. Mecanismo de acé&o da cisplatina

1. 2. COMPOSTOS DE PLATINA

1.2.1. Ligantes

Capitulo Il

2 . OBJETIVOS

Capitulo IlI

3. MATERIAIS E METODOS

3. 1. MEDIDAS FISICAS

3. 2. CELULAS E CULTURA

3. 3. REAGENTES E SOLVENTES

3. 4. SINTESE DOS COMPLEXOS

Capitulo IV

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

13

16

17

18

19

19

20

21

21

23

24



4. 1. ANALISE TERMICA

4. 2. ESPECTROS DO IV

4. 3. ESPECTROS ELETRONICOS DOS COMPOSTOS |, I, Il E VI

4. 4. ESPECTRO DE *H RMN

4. 5. ATIVIDADE CITOTOXICA

5. CONSIDERACOES FINAIS

REFERENCIAS

ANEXOS

28

29

32

34

37

40

41

46



Capitulo |



1. INTRODUCAO
1. 1. CANCER, QUIMIOTERAPIA E A DESCOBERTA DA CISPLATINA

O cancer, do latim caranguejo (esse nome se deve a semelhanca entre as
pernas do crustaceo e os vasos do tumor, que se infiltram nos tecidos sadios do
corpo), € uma doencga caracterizada pela disseminagdo e multiplicacdo descontrolada
de formas andmalas de células do préprio corpo (FONTES; CESAR; BERALDO,
2005). Tumor ou neoplasia, que significa “novo crescimento”, pode ser caracterizado
como maligno ou benigno. Os tumores malignos sdo caracterizados por possuir um
crescimento descontrolado, mas os Ultimos ndo conseguem manter a proliferacao,
diferenciacdo, invasdo e metdstase. As células que sofreram transformacéo
neoplasica proliferam excessivamente e formam tumores locais que podem comprimir
ou invadir estruturas normais adjacentes (INCA,2012).

As estimativas envolvendo casos de cancer no Brasil sdo extremamente
alarmantes, o que incentiva a producdo de novos farmacos. Para o ano de 2012, o
Ministério da Saude e Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2012) estimam que em todo
Brasil sejam registrados 520.000 novos casos de cancer e mais de 150.000 obitos,
sendo os canceres de pele, prostata, mama, pulméo, célon e reto os mais incidentes.
A realidade ndo é muito diferente nos demais paises industrializados, onde segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2012) o cancer é a segunda causa de morte
(Tabela 1). Por sua vez, no mundo, estima-se que em 2012 serdo registrados cerca
de 27 milhdes de novos casos de cancer e aproximadamente 17 milhdes de mortes
decorrentes da doenca. Diante desse cenario, percebe-se a necessidade e a urgéncia
da continuidade das pesquisas para se obterem farmacos capazes de reverter essa
situacéo (INCA,2012).

Atualmente, os principais tipos de tratamento para o cancer sao: radioterapia,
cirurgia, quimioterapia, hormonioterapia e a imunoterapia. E importante ressaltar que a

guimioterapia tem sido objeto de estudo nas ultimas décadas.



Tabela 1: Principais causas de morte no mundo em 2011.

Paises de alta renda (industrializados) Morte % de
em milhées  mortes

Doenca cardiaca isquémica 1,42 15,6%

Acidentes vasculares cerebrais e outras doencas 0,79 8,7%

cerebrovasculares

Cancer de traqueia, brénquios e pulmdes 0,54 5,9%
Alzheimer e outras deméncias 0,37 4,1%
InfecgBes do trato respiratorio inferior 0,35 3,8%
Doenca pulmonar obstrutiva crénica 0,32 3,5%
Cancer de célon e de reto 0,30 3,3%
Diabetes mellitus 0,24 2,6%
Doenca cardiaca hipertensiva 0,21 2,3%
Céncer de mama 0,17 1,9%

Fonte: Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2012).

A quimioterapia do cancer utiliza-se tanto de compostos organicos, como por
exemplo, o taxol (Taylor et al., 1971), figura 1, quanto de compostos inorganicos, como
os complexos de platina, que podem ser administrados sozinhos ou em associacdo com
outras drogas (WILLIAMS; WHITEHOUSE, 1979; PERDICARIAS, 1993; ROSENBERG;
VAN CAMP, 1970).
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Figura 01- Estrutura do taxol.

Contudo, o envolvimento de compostos inorganicos na medicina,
principalmente aqueles contendo metais, foi muito limitado até a demonstracdo da
atividade antitumoral de complexos contendo platina por Rosenberg e colaboradores
em meados do século XX(ROCHA et al., 2011; ROSENBERG et al., 1969; SANTOS
JUNIOR, 1997). Antes dessas publicacdes, a maior parte das pesquisas estavam
concentradas no possivel potencial carcinogénico desses compostos, € ndo em
qualquer propriedade anticancerigena (ROCHA et al., 2011).

Rosenberg, ao passar uma corrente elétrica através de um eletrodo de platina
imerso em cultura de Escherichia coli, observou uma inibicdo da diviséo celular e, como
consequéncia, as bactérias somente cresciam, produzindo enormes filamentos (SILVA
et al., 2011; RONCONI; SADLER, 2007; FONTES; CESAR; BERALDO, 2005). Esse
efeito ndo era devido a corrente elétrica, mas aos produtos da eletrolise gerados no
eletrodo de platina (ROCHA et al.,, 2011; ROSENBERG et al., 1969; ROSENBERG,;
VAN CAMP, 1970). ApGs a identificacdo de tais espécies e estudos posteriores,
observou-se que apenas um tinha uma 6tima atividade antitumoral, o complexo cis-
diaminodicloroplatina(ll) ou simplesmente cisplatina (ROCHA et al., 2011;
ROSENBERG et al., 1969; RVIG; ABRAMS, 1999; GUERRA; SILVA; ALMEIDA,
FONTES, 2006). E importante ressaltar que a descoberta de Rosenberg é considerada
nos meios cientificos "um acaso" ("serendipity”, em inglés), pois a farmacologia do
composto foi evidenciada enquanto estudavam o efeito de uma corrente elétrica no
crescimento bacteriano de Escherichia coli (DONNICI et al., 2005). A descoberta desse

importante farmaco ajudou a estabelecer um novo campo de estudo, denominado
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quimica inorganica medicinal (SILVA et al., 2011; FONTES; CESAR; BERALDO, 2005).
A quimica inorganica medicinal exerce um papel importante na medicina moderna no
gue se refere a terapia e diagndstico de doencas. Essa area de pesquisa situa-se na
interface de varias disciplinas como a quimica, a biologia, a farmacologia dentre outras.
(INCA, 2012) Uma das utilizacdes mais importantes e promissoras de complexos
metalicos é no tratamento do cancer, devido ao aumento da sobrevida de pacientes
tratados com antitumorais a base de platina(ll) (FURST; HARO,1969; FONTES;
ALMEIDA; NADER,1997; WILTSHAW; CARR,1974; DIAS,1989).

1.1.2 MECANISMO DE ACAO DA CISPLATINA

Em solucéo aquosa a cisplatina sofre hidrélise, conforme mostra o esquema da
figura 2. O mesmo ocorre no organismo apos a entrada na célula, que pode ser por
difusdo passiva e/ou transporte ativo (PEREIRA-MAIA; GARNIER-SUILLEROT, 2003).
Mais especificamente, estudos apontam que a cisplatina, ao entrar na célula sofre
hidrélise gerando as espécies ativas [Pt(NH3),CI(OH,)] * e [Pt(NHs)2(OH.),]** que
podem reagir mais rapidamente com alvos celulares. Neste aspecto, a baixa
concentracdo de ions cloreto dentro da célula favorece a hidrélise, de modo que do

lado de fora da célula a estrutura da cisplatina conserva-se neutra.

-Cr -Cr
[ Pt(NH3),ClL,] [ Pt (NH3), C1 (H,0) |* [ Pt (NH3), (H,0), 1**
+CrI +CI
+H" || -H"
[ Pt (NH3), H,O (OH) |*
+H || -H'

[ Pt (NH;), (OH), |*

Figura 02- ReacgOes de hidrdlise da cisplatina
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Uma vez dentro da célula, as espécies ativas provenientes da hidrolise podem
reagir prontamente com o DNA, formando adutos monofuncionais e bifuncionais (onde
cada atomo de platina pode se ligar a duas posicdes do DNA). As formacOes desses
adutos geram lesBes ao nivel molecular (GREEN; GARDEN; ORTON, 1992). Entao,
atualmente, h4 um consenso de que a cisplatina, apds sofrer hidrdlise, se liga
preferencialmente aos nitrogénios N; das bases guanina. A grande estabilidade da
ligacdo no aduto Pt-N;G se deve ndo s6 a grande basicidade deste atomo de
nitrogénio, mas também a uma estabilizacdo adicional devido a ligacdo de hidrogénio
do grupo NH3 da cisplatina com o oxigénio da guanina, Figura 03. Em termos de
estrutura x atividade este fato explicaria a necessidade da presenca de pelo menos um
atomo de hidrogénio no grupo ndo abandonador na cisplatina (NH3) e em seus

anélogos (-NH-).

H H
)
SN

af>
A

Figura 03- Interacao da platina com a guanina.

Embora possa ocorrer ligagdo do tipo intrafita e interfita da cisplatina com a guanina,
resultados de varios experimentos apontam que a maior quantidade de aduto (47-50%) formado
entre a cisplatina e o DNA é o que corresponde a ligacao 1,2-intrafita envolvendo bases guanina
adjacentes (aduto 4), cis-[Pt(NH3){d(GpG)}] (FICHTINGER-SCHEPMAN et al., 1985). Véarios
outros experimentos sugerem que a ligacéo 1,2-intrafita GG deve ser a maior responsavel pela
atividade antitumoral da cisplatina, provocando lesfes mais dificeis de serem reparadas
(PEREIRA-MAIA; GARNIER-SUILLEROT, 2003).
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|
NH3 \
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(3)
(6)

Figura 04- Principais tipos de adutos formados entre a platina e o DNA.

1. 2. COMPOSTOS DE PLATINA E PALADIO.

Compostos de platina(ll) tais como, a oxaloplatina, cisplatina, carboplatina,
lobaplatina e nedaplatina (Fig. 5), tém sido utilizados como agentes quimioterapéuticos
para o tratamento de varios tipos de cancer, sendo que muitos outros estdo sob
avaliacao clinica (GUERRA; SILVA; ALMEIDA; FONTES, 2006).De fato, ja no inicio da
década de 70, a cisplatina passou a ter uso clinico em pacientes terminais e
posteriormente, em tumores sélidos como o cancer de testiculo e ovario (TAKAGAKI,
MARINHO, 2008; RVIG; ABRAMS, 1999; GUERRA; SILVA; ALMEIDA; FONTES,
2006). Na época a taxa de cura para cancer de testiculo era de 10% e com o advento
da cisplatina subiu para 90%. Atualmente, a cisplatina é também utilizada no
tratamento de diversos tipos de cancer, como o de pulméo, cabeca, estdmago,
esbfago, pescoco, linfomas, osteossarcoma, melanoma, mama e cérvix (RIOS;
ANTUNES; BIANCHI, 2009; MACHADO et al., 2007). A cisplatina é, sobretudo,
utiizada em associacbes com outras drogas em Varios esquemas terapéuticos
(KOSTOVA, 2006; FIORENTINO; GHIOTTO, 1987). Apesar disso, a utilizacdo da

cisplatina apresenta alguns pontos negativos, como 0 aparecimento de resisténcia
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celular, a pouca solubilidade em agua e efeitos colaterais graves (PASINI; ZUNINO,
1987; CVITKOVIC et al., 1977).

Alguns efeitos adversos, como a nefrotoxicidade, foram minimizados com o
desenvolvimento de procedimentos clinicos (CVITKOVIC et al., 1977; DE LENA et al.,
1987). Esses efeitos colaterais se devem a interacdo entre a cisplatina, proteinas e
oligonucleotideos do organismo, como por exemplo, a glutationa, o que leva a um
acumulo do complexo de platina no organismo e, consequentemente, a toxicidade
(SILVA et al., 2011; PEREZ, 1998).

Apdés o lancamento comercial da cisplatihna em 1978, as pesquisas
subsequentes foram direcionadas no sentido de se produzir compostos com efeitos
colaterais mais brandos e com maior espectro de atividade. Entdo, ja na década
posterior, novos compostos de platina foram sendo lancados, dentre os quais se
destacam a carboplatina e oxaloplatina, que sao drogas utilizadas no mundo todo. Na

figura 5, disponibilizamos os farmacos a base de platina utilizada na terapia do cancer.
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Figura 05- Estrutura da cisplatina e de seus andalogos utilizados na clinica médica. Entre

parénteses, o ano de entrada no mercado farmacéutico.

Em relacéo a cisplatina, a grande vantagem da carboplatina e da oxaloplatina
diz respeito a diminuicdo da nefrotoxicidade, permitindo o uso de doses maiores
(WILLIAMS; WHITEHOUSE, 1979; PEREZ, 1998; SIDDIK ZH, 2003). Entretanto,
guanto ao espectro de atividade, elas sdo um pouco menos eficientes do que a
cisplatina. Por sua vez, a oxaloplatina é essencialmente indicada para o tratamento do
cancer de coélon e reto em estagio avancado (FONTES; ALMEIDA; NADER, 1997).
Quando usada conjuntamente com outras drogas, como por exemplo, o fluoracil, ha
diferentes mecanismos de ac¢ao e toxicidade, porém ha um aumento da resposta ao
tratamento produzindo excelentes resultados (FONTES; ALMEIDA; NADER, 1997,
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DESOIZE; MADOULET, 2002). Por sua vez, o farmaco nedaplatina produziu melhores
resultados do que a cisplatina em estudos pré-clinicos, 0 que posteriormente nao se
confirmou em estudos clinicos (SIDDIK ZH, 2003). Este composto apresenta menor
toxicidade quando comparado a cisplatina, mas também ndo obtém um espectro de
atividade melhor e, além disso, mostra menor resposta ao tratamento. No Japdao, este
farmaco é utilizado no tratamento de céancer de cabeca, pescoco, testiculo e cérvix
(RAYNAUD et al., 1997). Por fim, recentemente a lobaplatina foi aprovada para uso
clinica na China nos casos envolvendo cancer de ovario, cabeca, pescoc¢o e pulmao.
Curiosamente, a droga ndo causa alopecia e um ponto negativo na sua utilizacéo € que
causa trombocitopenia (reducéo do numero de plaquetas no sangue). (WHEATE et al.,
2010). Juntos, na ultima década, estes seis farmacos representaram um mercado anual
da ordem de um bilhdo de ddlares (SILVA; VARGAS, 2012).

Em relacdo aos complexos promissores, como exemplo, um complexo anélogo
a cisplatina que esta chamando a atencdo € o complexo denominado ZDO473 ou
picoplatina (Fig. 06), que apresenta em sua estrutura o ligante 2-metil-piridina, e que
entrou em fase Ill de testes clinicos (GELMON et al., 2003; ZOCOLI,R.; REICHOW;
ZOCOLILA., 2003). Esse complexo em combinagdo com adriamicina esta sendo
avaliado no tratamento de céancer de ovario, onde outras drogas antitumorais
semelhantes a cisplatina e paclitaxel ndo tiveram efeito. Quanto a toxicidade, durante a
fase Il de testes clinicos ndo foi observado para esta droga nefrotoxicidade,
neurotoxicidade periférica e ototoxicidade (HYPPOLITO; OLIVEIRA, 2005; FONTES et
al., 2004). Efeitos como nauseas, vOmitos e gosto metalico na boca foram
considerados brandos (PASINI; ZUNINO, 1987; CVITKOVIC et al., 1977). A auséncia
de efeitos colaterais severos € importante, pois permite que a droga seja administrada

em doses maiores.

HN-___-Cl
Pt
\N/ ¢

F
Me

Figura 06- Complexo ZDO473 (picoplatina).
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Devido a sua semelhang¢a quimica com a platina, alguns complexos de paladio
tém sido estudados visando a obtencdo de farmacos. Da mesma forma que alguns
complexos de platina, ha compostos de paladio que possuem boa atividade antitumoral
e, além disso, sdo promissores agentes anti-infecciosos (MARTINEZ et al., 1988).
Como exemplo, alguns complexos de paladio com ligantes organicos, como
tiossemicarbazonas, tém-se mostrado ativos em células tumorais resistentes a
cisplatina. Investigacdes a respeito do mecanismo de acdo sugerem gue esses
compostos se ligam ao DNA através de coordenacdo interfitas, ao contrario da
cisplatina, que se liga predominantemente a duas guaninas na mesma fita, ou seja,
através de coordenacao intrafita. Acredita-se que seria esta a razdo pelas quais o0s
complexos de paladdio contendo tiossemicarbazonas sejam ativas nas células
resistentes a cisplatina (GAROUFIS; HADJIKAKOU; HADJILIADIS, 2009). No entanto,
apesar das intensas pesquisas e o0 fato desses complexos serem bastante

promissores, esses nao sao ainda utilizados nas praticas médicas.

1.2.1. Ligantes

Considerando a necessidade de obtencdo de novos farmacos, a utilizacdo de
diferentes tipos de ligantes pode modificar a atividade biol6gica dos complexos e, por
essa razédo, o uso de hidrazidas/hidrazinas € muito interessante. (GELMON et al., 2003;
ZOCOLI,R.; REICHOW; ZOCOLI,A., 2003).

As propriedades de hidrazidas sdo de grande interesse devido as suas
inUmeras atividades bioldgicas e a sua utilizagdo como agentes de extracdo de metais.
Por exemplo: a hidrazida do &cido isonicotinico (isoniazida), Figura 07, tem elevada
atividade inibitoria in vivo para M. tuberculosis H37Rv. Hidrazidas tém demonstrado
possuir, entre outras, atividades antibacteriana, antifungica e antitumoral. A formacao
de complexos metalicos desempenha um papel importante no aumento da atividade
bioldgica. Hidrazidas séo eficientes agentes quelantes, pois possuem Varios grupos
gue podem coordenar-se ao metal, como por exemplo, os grupos C=0, NH e NH..
Portanto, complexos metalicos contendo hidrazidas tém sido sintetizados e
caracterizados (HYPPOLITO;OLIVEIRA, 2005; FONTES, 2004; SAH; PEOPLES,
1954).
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Figura 07: Isoniazida.

Complexos metalicos contendo hidrazidas possuem atividade fungicida e
bactericida e, particularmente, complexos de platina(ll) contendo derivados de
hidrazidas do &acido benzéico mostraram um forte efeito inibitério no crescimento de
células de leucemia in vitro, o que néo foi verificado para o ligante livre (DODOFF;
GRANHAROV; SPASSOVSKA, 1995; SUR et al., 1995).

Complexos de Pt(Il) coordenados as hidrazidas, do tipo cis-[PtX,(L).] e cis-
[PtX2NH3(L)], em que X=CI', Br e | e L = acido ciclohexilcarboxilico hidrazida (chcah) e
acido ciclopentilcarboxilico hidrazida (cpcah) foram relatados como tendo boa atividade
antitumoral (KUSHEV, 1997; KUSHEV et al., 1999; KUSHEV et al., 2002; KUSHEV et
al., 2003). Um complexo ternario de Cu(ll) contendo os ligantes 1,10-fenantrolina e a
hidrazida do acido 2-furéico foi obtido por nosso grupo de pesquisa (SILVA et al.,
2009). Os testes de atividade citotoxica frente a uma linhagem celular tumoral (K562)
resultaram num valor de ICsg igual a 2,15 uymol. L. Estudos envolvendo DNA tém sido
realizados por alguns de ndés e, acredita-se que esta atividade citotoxica esteja
relacionada as suas interacbes com o DNA, que é um importante alvo de drogas
antitumorais.

Quanto ao efeito antibacteriano, complexos de Co(ll) e Ni(ll) contendo
derivados de hidrazida foram mais ativos contra Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus do que os ligantes livres. Este efeito foi associado
a um maior carater lipofilico dos complexos quando comparados aos ligantes nao
coordenados, o que favorece sua permeacdo atravées da camada lipidica de
microrganismos (CHOHAN; SHERAZI; PRAVEEN, 1998).

Considerando a atividade antitumoral de complexos de platina e os estudos
envolvendo complexos de paladio, acreditamos que a interagcdo entre sintese e a

avaliacdo biolégica de novos compostos pode conduzir a descoberta de importantes
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farmacos e nesse aspecto, hidrazidas sdo bastante interessantes para serem utilizadas
como ligantes na obtencdo de novas metalodrogas. A escolha dos ligantes também se
baseou na estratégia que tem sido usada por nosso grupo de pesquisa, que é aliar
propriedades farmacoldgicas de alguns ions metélicos a de outras substancias, que
possuam sitios de coordenacdo em sua estrutura (ROLLAS;GULERMAN; ERDENIZ,
2002; SAVINI et al., 2004).

Como descrito anteriormente, um dos maiores obstaculos para o tratamento do
cancer na atualidade é o aparecimento de resisténcia aos medicamentos utilizados na
clinica médica. A necessidade de se reverter este problema tem estimulado em muito a
pesquisa nesta area. Varias estratégias tém sido empregadas entre as quais podemos
citar a sintese de novos farmacos que nao sejam reconhecidos pelos mecanismos de
resisténcia celular. Como a principal aplicacdo de complexos metélicos na medicina é
no tratamento do cancer, propomos neste trabalho algumas sinteses objetivando obter
compostos ativos. A nossa estratégia para desenvolvimento de novos farmacos é a de
coordenar hidrazidas que se mostraram bioativas aos ions platina(ll) e paladio(ll) que
também possuem propriedades farmacoldgicas. A interagdo entre a sintese quimica e
a avaliacao bioldgica de novos compostos pode conduzir a descoberta de importantes
farmacos (KUSHEV et al., 2003; KETER et al., 2008).
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2. OBJETIVOS

Tendo em vista 0 uso de complexos de platina na terapia do cancer e as
atividades biolégicas de hidrazidas e seus compostos de coordenacéo, este trabalho
tem como objetivo principal a sintese e caracterizagdo de novos complexos de

paladio(ll) e platina(ll) como agentes antitumorais.

Mais especificamente os objetivos iniciais propostos séo:

i) Preparar e caracterizar novos complexos de platina(ll) e paladio(ll).

i) Determinacdo da ICso (concentracdo necessaria para inibir o crescimento

celular em 50%) dos novos compostos em células tumorais de origem humana.
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3. MATERIAIS E METODOS
3. 1. MEDIDAS FISICAS
a. Microanalises

As analises elementares (porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio)
foram realizadas na Central Analitica da Universidade de S&o Paulo, utilizando um
aparelho Perkin-Elmer 2400. As analises por absorcédo atémica foram realizadas num

espectrofotometro Hitachi 8200.

b. Andlise condutimétrica

As analises de condutividade molar foram realizadas com um medidor de
condutividade Digimed DM 31, utilizando uma célula de constante 1,00 cm™, tendo
como solvente dimetilformamida grau espectroscépico (Merck) (Ay = 1,20 ps/cm™) e

brometo de tetraetilaménio (Ay = 78,39 pS/cm™) como padréo.

c. Andlise termogravimétrica

As andlises termogravimétricas (TG/DTA) foram realizadas em um aparelho
Shimadzu TG-50, utilizando aproximadamente 6,0 mg de amostra acondicionadas em
um cadinho de alumina. Essas foram aquecidas a 10°C/min partindo da temperatura
ambiente até 900°C, em uma atmosfera dinamica de nitrogénio (vazdo = 200 ml/ min).

As analises foram feitos na regiao de 0-900°C.

d. Espectrometro naregido do Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram registrados em um
espectrometro Shimadzu FTIR-Irprestige-21 utilizando pastilhas de KBr. As analises
foram feitos na regido de 400-4000 cm™. Além disso, os espectros do 2,4-

dinitrofenilhidrazina foram feitos na regiéo de 200-4000 cm™, usando Csl como suporte.
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e. Espectrofotdbmetro naregido do ultravioleta-visivel

Para as medicfes de absorcao foi utilizado um espectrofotdmetro UV-2501 PC

Shimadzu. As analises foram feitas na regido de 200 a 800nm.
f. Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de 'H RMN e **C RMN foram obtidos utilizando um aparelho
Bruker Avance DPX 200 espectrometro (UFMG) utilizando tetrametilsilano como
padrdo interno. O solvente utilizado nas analises foi 0 de-DMSO. O complexo | foi
possivel obter o espectro de **C RMN. Além disso, enquanto no espectro de *H RMN a
faixa de absorcdo magnéticas dos prétons varia de 0 a 14 ppm, no espectro de *C
RMN a faixa varia de 0 a 240 ppm.

3. 2. CELULAS E A CULTURA

A linhagem celular K562 utilizada nos testes de citotoxicidade, foi comprada no
Banco Celular do Rio de Janeiro (nimero CR083 da colecdo RJCB). Essa linhagem
celular foi estabelecida a partir de um derrame pleural de um individuo de 53 anos de
idade, do sexo feminino, com leucemia miel6ide crénica em crise blastica terminal. As
células foram cultivadas em RPMI 1640 (Sigma Chemical Co.) em meio suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, S&o Paulo, Brasil) a 37 °C em uma atmosfera
umidificada contendo 5% de CO,. As culturas cresceram exponencialmente (de 10°
células.ml™ para cerca de 8 x 10° células. mI™*) em trés dias. A viabilidade celular foi
verificada por excluséo, utilizando corante Azul de Tripan. O numero de células foi
determinado por andlise Coulter balcdo. Para a avaliacdo de citotoxicidade, 1 x 10°
células.ml* foram cultivados por 72h na auséncia e presenca de diferentes
concentracfes dos compostos testados. A sensibilidade para o complexo foi avaliada
pela concentracao que inibe o crescimento celular em 50%, ICsp. Solugdes estoque dos

compostos foram preparadas usando uma mistura DMSO/agua.
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3. 3. REAGENTES E SOLVENTES

Todos o0s reagentes (ligantes e sais metdlicos) foram adquiridos
comercialmente (Aldrich). Todos os outros produtos quimicos e reagentes utilizados,
tanto para as sinteses quanto para as analises, possuiam grau analitico, adquiridos de

diferentes fontes e usados sem purificacédo adicional.

3. 4. SINTESE DOS COMPLEXOS.

Para a sintese do complexo Ill, o precursor K,Ptl, foi preparado adicionando-se
4 mmol de iodeto de potassio a 1 mmol de K,PtCl, previamente dissolvido em 10 mL
de agua.

Todos os complexos foram sintetizados seguindo o0 mesmo procedimento geral.
Dessa forma, descreveremos a seguir apenas a sintese do complexo de Pt(ll) contendo
o ligante 4-nitrobenzoico hidrazida, complexo | ou [Pt(4-NH),Cl;]. 0,2075g de
K2PtCl4(0,5 mmol) previamente dissolvido em 5 ml de 4gua foram adicionados em 5 ml
de uma solucdo metandlica de 4-nitrobenzéico hidrazida (1,0 mmol). A mistura foi
agitada por 24 horas e ap0s este tempo, o solido formado foi separado por filtracéo,

lavado com 4gua e seco sob vacuo.

Complexo I - [Pt(4-NH),Cl]:

Rendimento: 82 %. Cor: castanho. Espectro de IV, KBr, v (cm™): 3296, 3175,
3090, 1670, 1602, 1570, 1484, 1340, 1296, 1234, 1117, 1020, 962, 946, 868, 850, 713,
564, 505, 458, 423.

'H RMN (200 MHz;ds-DMSO): & 7,88 (s, 2H, -NH): & 8,08 e 8,33 (2d, 4H, Har);
811,23 (s, H, - NH).

13C NMR (100 MHz;dg-DMSO): 124,3; 129,50; 137,46; 149,69 (CAr); 5164,27
(C=0).
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Complexo II- [Pd(4-NH),Cl,:

Rendimento: 87 %. Cor: Amarelo. Espectro de IV em KBr, v (cm™): 3309, 3209,
3111, 3072, 1656, 1600, 1537, 1352, 1327, 1315, 1296, 1260, 1117, 1020, 962, 946,
877,854, 715, 541, 516, 492, 426.

'H RMN (200 MHz; de-DMSO): & 7,08 (s, 2H, -NH.); & 8,06 e 8,29 (2d, 4H,
Har); 6 10,74 (s, H, - NH).

Complexo Il - [Pt(4-NH),l,]:

Rendimento: 91 %. Cor: marrom. Espectro de IV em KBr, v (cm™): 3301, 3277,
3181, 3105, 3078, 1669, 1600, 1570, 1523, 1484, 1347, 1326, 1298, 1234, 1117, 1020,
962, 946, 868, 850, 716, 537, 504, 457, 417.

Complexo IV - [Pt(2,4-DNPH),Cl,]. H,O:

Rendimento: 59 %. Cor: marrom. Espectro IV em KBr, v (cm™): 3323, 3297,
3232, 3178, 3101, 3086, 3009, 1644, 1626, 1615, 1590, 1444, 1323, 1280, 1220, 1130,
1105, 1058, 978, 923, 829, 741, 631, 531, 506, 439, 420.

Complexo V - [Pd(2,4-DNPH),Cl;]. H,O:

Rendimento: 68 %. Cor: marrom. Espectro IV em KBr, v (cm™): 3275, 3158,
3101, 3064, 1614, 1582, 1513, 1415, 1336, 1279, 1242, 1138, 1097, 1054, 924, 833,
739, 679, 631, 551, 510, 423.

Complexo VI [Pd(FH).Cl,]:

Rendimento: 91 %. Cor: amarelo. Espectro de IV em KBr, v (cm™): 3295, 3256,
3197, 3086, 1661, 1596, 1562, 1526, 1469, 1316, 1253, 1234, 1180, 1144, 1016, 953,
884, 865, 773, 751, 640, 543, 505,498, 417. *H RMN (200 MHz; ds-DMSO): 6,91 (s, 2H,
-NH,); 8 6,63 - 7,80 (3d, 3H, Har); 3 9,60 (s, H, - NH).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Seis novos complexos de platina(ll) e paladio(ll) contendo os ligantes 4-
nitrobenzadico hidrazida (4-NH), acido 2-furdico hidrazida (FH) e 2,4-dinitrofenilhidrazina
(2,4-DNPH) foram preparados pela adicdo lenta do ligante previamente dissolvido em
metanol a uma solucdo aquosa de K,PdCl;, KPtCl, ou KyPtly;. As relacbes
estequiométricas utilizadas nas sinteses dos complexos foram de um mmol de
precursor metélico para dois mmol de ligante (ver esquema abaixo). Apos 24 horas de
agitacdo, soélidos de cor amarela, castanho ou laranja foram isolados por filtracéo,
lavados com agua e metanol e secos sob vacuo durante pelo menos trés dias. Apos
este periodo, esses complexos foram devidamente caracterizados por analise
elementar, condutimétrica, térmica (TG/DTA), espectroscopia na regido do
infravermelho, do ultravioleta visivel e por *H RMN.

Em todas as reacdes, as hidrazonas atuam como ligantes monodentados
substituindo dois cloretos ou dois iodetos (complexo Ill) dos precursores metélicos (sais
de partida) gerando complexos neutros. As reagOes foram realizadas na auséncia de
luz, sob condi¢des brandas e com bons rendimentos (> 50%).Todos sé@o estaveis ao ar,
a luz, soliveis em DMSO, acetonitrila e DMF. No que se refere as estruturas dos
complexos obtidos, pode-se observar que os mesmos sao analogos da cisplatina, uma
vez que apresentam dois cloretos moderadamente labeis e dois outros ligantes
coordenados a platina pelos a&omos de nitrogénio (geometria quadrado plano).
Baseando-se no efeito trans pode-se antecipar que 0s complexos obtidos terédo
isomeria do tipo cis e ndo trans. Veremos adiante que espectros de infravermelho
confirmam nossas previsdes. As estruturas quimicas dos ligantes (figura 08) e seus

respectivos complexos (figura 09) séo apresentados a seguir.

K,[M(X),l(aq) + 2L(MeOH) ——» [M(L)X,](s) +2KX(aq)

x=Cloul L= Ligante
M= Pt ou Pd

Esquema 1: Método geral de obtencao dos complexos.
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Os resultados provenientes das analises elementares (C, H, N) estdo em

conformidades com as estruturas propostas.

Tabela 02- Dados resultantes das andlises de CHN para os complexos obtidos.

Complexos C (%)teor. C (%)exp H (%)teor. H (%)exp N (%)teor. N (%)exp
Complexo |
26,82 26,74 2,50 2,43 13,08 13,10
C/H-CI2N4O,Pt
Complexo Il
31,18 30,88 2,62 2,78 14,96 15,11
C/H-CI>:N40,Pd
Complexo 1l
22,50 21,09 1,90 1,67 11,25 10,40
C/H712N40,Pt
Complexo IV
21,16 20,18 1,76 1,65 16,46 15,99
CeHsCl2N4O4Pt
Complexo V
23,61 23,01 1,96 1,69 18,37 18,26
C6H6C|2N404Pd
Complexo VI
27,96 27,92 2,82 2,78 13,04 12,98

C4H3CI;N20O,Pd

Os complexos contendo o ligante 2,4- DNPH foram submetidos a analise de
teor de metal e os resultados confirmam a férmula proposta. Complexo IV (% Pt =
28,67); achado, 28,13%; Complexo V (%Pd = 17,98); achado, 17,74%.

Os valores de condutividade molar de uma solugédo (DMSO) 10 molL™ para
todos os complexos foram muito abaixo do eletrdlito padréo 1:1, indicando que estes
ndo sdo carregados (em geral menor ou igual a 10 pS.cm™). O mesmo padréo foi
observado quando os complexos foram dissolvidos em uma mistura contendo agua /
DMSO, mesmo apés 30 minutos, indicando que estes compostos Sao neutros e sao

estaveis neste sistema.
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4. 1. ANALISE TERMICA

A estabilidade térmica dos complexos da 2,4-dinitrofenilhidrazina e do acido 2-
furdico hidrazida foi avaliada na faixa de temperatura compreendida entre 25-900 °C.
Para os complexos contendo a 2,4-dinitrofenilhidrazina, os eventos observados nas
curvas termogravimétricas dos complexos sdo bem semelhantes entre si e apenas a
curva TG do complexo de paladio V (Pd (2,4-DNPH),CI,) sera discutida.

A curva TG/DTA do complexo V (Fig.10) mostra uma série de eventos de
perda de massa. O primeiro, na faixa compreendida entre 30-90°C (evento
endotérmico), corresponde a perda de uma molécula de agua.

Uma série de eventos ocorrendo entre 130-750°C podem ser atribuidos a
decomposicado térmica (saida dos ligantes) do complexo que estado descritos na curva
de TG, como eventos exotérmicos e endotérmicos. Proximo a 850°C ha um residuo
(paladio elementar) correspondendo a 17,89% (Calculado: 17,98%). Para o complexo
IV (Pt (2,4-DNPH).Cl,), a 700°C ha um residuo (platina elementar) correspondendo a
27,71% (Calculado: 28,67%). Nos dois casos, a porcentagem de metal est4 condizente

com a férmula proposta.
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Figura 10- Curva TG/DTA do complexo V.

Para o complexo VI(Pd (FH).Cl,), a curva TG/DTA (Fig.11) indica uma série de

eventos de perda de massa ocorrendo entre 170 e 408°C que podem ser atribuidos a
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decomposicdo térmica do complexo (saida do ligante), nesta parte da curva ha
eventos endotérmicos e exotérmicos. A 420°C observa-se um residuo, atribuido ao
paladio elementar. A porcentagem de residuo encontrado experimentalmente
corresponde a 24,90%, (valor calculado: 24,77%). Esse resultado corrobora com a
estrutura proposta para o complexo, uma vez que o percentual de metal encontrado no

experimento esta condizente com o valor tedrico.
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Figura 11- Curva TG/DTA para o complexo VI.

4. 2. ESPECTROS DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Os espectros no infravermelho dos ligantes livres foram obtidos para
comparacao com os correspondentes complexos isolados. Absorcbes caracteristicas
na regido de 3330-3000 cm™ foram observadas, correspondendo a vNH,, vNH e vCH
(aromaticos).

O espectro do ligante FH (Fig.13) apresenta uma banda intensa por volta de
1650 cm™, atribuida ao vC=0. Para os ligantes contendo o grupo nitro, 4-NH e 2,4-
DNPH, também observamos duas bandas préximas a 1515 e 1343 cm™ que
correspondem aos estiramentos assimétrico e simétrico, respectivamente,
caracteristico do grupo NO,.

Os espectros na regiao do infravermelho dos complexos (Fig.12) apresentam

absorcdes correspondentes aos estiramentos dos grupos NH e NH» por volta de 3330
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cm™(NH,) e 3100 cm™ (NH). Os picos referentes aos estiramentos do grupo NH, foram
deslocados para niamero de ondas menores nos complexos quando comparados aos
ligantes livres. Assim, é possivel verificar que em todos 0s casos a coordenacao aos
ions metélicos em todos os ligantes ocorre via atomo de nitrogénio do grupo NH,. A
posicdo da banda referente ao grupo NH permaneceu praticamente inalterada nos
complexos, excluindo sua participacdo na coordenacdo aos ions metalicos. Nos
espectros de IV dos complexos contendo carbonila, os estiramentos referentes ao
grupo C=0 apareceram quase no mesmo numero de onda do ligante livre. Portanto,
descartamos a participacao desse grupo na coordenacao aos ions metalicos.

Uma importante observacao (ver Figura 14) é a de que os picos devidos aos
vN-N, que aparecem préximos a 975 cm™ nos ligantes, deslocam-se para nimero de
ondas maiores nos complexos de paladio e platina.

Novas bandas em 530-515 cm™ nos espectros dos complexos contendo o
ligante 4-nitrobenzdico hidrazida podem ser atribuidas a formacgéo da ligacdo metal-
nitrogénio.

As bandas restantes caracteristicas dos ligantes livres ndo foram afetadas pelo
processo de complexacdo e estes resultados sugerem que os ligantes coordenam-se
aos ions metalicos através do grupo NH..

Para os complexos contendo o ligante 2,4-DNPH, foram realizados seus
espectros no infravermelho até 200 cm™ usando Csl como suporte. Assim, foi possivel
observar, como exemplo, que a banda caracteristica referente ao vPt-Cl ocorreu em
323 cm, desdobrada, indicando que o complexo IV deve ter geometria cis, de acordo
com o0 que realmente era esperado, considerando-se o efeito trans(BASOLO,
1964;SHRIVER; ATKINS, 2003).
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Figura 14- Espectros no infravermelho na regido de 1200-800 cm™. (A) complexo IV (B) 2,4-DNPH.

4. 3. ESPECTROS ELETRONICOS DOS COMPLEXOS |, II, lll E VI.

A fim de confirmar a coordenagdo dos metais aos ligantes, analisamos o0s
espectros nas regides do UV-visivel em acetonitrila.

O espectro de absorcdo UV-visivel do ligante 4-NH (Fig.15) exibe uma banda
centrada em 264 nm. Por sua vez, o ligante FH (Fig.16) exibe uma banda centrada em
249 nm.

Os espectros eletrdnicos de todos os complexos apresentaram dois ou trés
picos na regido do ultravioleta. Os desdobramentos observados nos espectros dos
complexos séo consistentes com a coordenacédo do ligante aos ions metalicos.

Para os complexos, as bandas abaixo de 320 nm s&o atribuidas as transicdes
m — T e n —»1*. Para os complexos lll e VI, uma absorcéo por volta de 350 nm foi
assinalada como sendo uma banda de transferéncia de carga (MLCT), como

previamente observada para complexos similares. (WIBERG; HOLLEMAN; WIBERG,
2001)
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Figura 15- Espectros de absor¢éo na regido do UV-Vis do ligante 4-NH e seus respectivos

complexos em acetonitrila (10'4 M).
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4. 4. ESPECTROS DE 'H RMN E *C RMN

Os espectros de *H RMN dos complexos (I-VI) e respectivos ligantes foram
registrados em dg-DMSO. Os complexos I, IV e V sofreram solvolise total em DMSO e
os dados obtidos ndo permitiram atribuir o sitio de coordenagdo ocupado pelo ion
metélico. Nos espectros de *H RMN desses complexos, foi observado o aparecimento
de sinais em torno de 3,5 ppm, que podem ser atribuidos a presenca de DMSO
coordenado aos ions metalicos.

Os resultados encontrados para os complexos contendo os ligantes 4-NH e FH
foram semelhantes e discutiremos apenas os espectros dos complexos | e .

No espectro do ligante livre 4-NH, Figura 17, os prétons pertencentes ao grupo
NH, aparecem como um singleto, em torno de & 4,65. Nos complexos este sinal
encontra-se deslocado para valores maiores, 6 7,88 para o complexo | ou [Pt(4-
NH).Cl,], Figura 18, e em torno de & 7,27 para o complexo Il ou [Pd(4-NH).Cl;],
indicando a coordenacao do nitrogénio do grupo NH; aos metais. Todos os complexos
mostram um singleto préximo de 6 11,00 ppm, referente ao préton NH, sugerindo uma
natureza neutra do ligante. Os sinais dos protons do grupo NH foram muito menos
afetados quando comparados com os prétons do grupo NH,, excluindo a participacao
desse grupo na coordenacdo. Finalmente, sinais adicionais referentes aos prétons dos
grupos NH, e NH foram acompanhados por outros picos menores, devido a solvélise
dos complexos, que ocorre numa pequena extensao. Nesse processo, um atomo de
cloro é substituido por uma molécula de solvente. Os sinais adicionais presentes estao
em conformidade com os resultados encontrados por Kerrison e Sadler para solvélise
de complexos de platina em DMSO (ROLLA; KUCUKGUZE, 2007; BERALDO, 2004).
As ressonancias relacionadas com os prétons aromaticos ndo sdo afetadas e essa
observacgéo confirma que a coordenacao ocorre no grupo NH,.

O complexo | é bastante solivel em DMSO, portanto, seu espectro de **C RMN
pode ser realizado (Figura 19) e comparado ao espectro do ligante livre (Figura
20). Um sinal em & 164 é atribuido ao grupo carbonila. Esse sinal manteve-se
praticamente inalterado no complexo, excluindo a coordenacdo do ligante ao metal
através do grupo C=0. Também se observa um desdobramento de sinais devido a
solvolise como ja discutido neste texto. Sinais encontrados na regido entre d 124 e
8165 ppm séo referentes aos carbonos do anel aromatico. Assim, considerando 0s

resultados obtidos com os espectros de 'H RMN, propde-se a coordenacdo dos
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ligantes aos metais via grupo NH, (BERALDO,2004; ABD EL WAHED et al., 2004,
CAIRES et al., 1999).

NH,
HN

O,N

4-NH |

ppm

Figura 17- Espectro de "H RMN do ligante 4-nitrobenzéico hidrazida.
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4. 5. ATIVIDADE CITOTOXICA

As atividades citotoxicas dos ligantes e de seus respectivos complexos foram
examinadas em células K562 (eritroleucemia mieldide crénica). Todos os complexos
inibiram o crescimento de células K562 com valores de ICso entre 0,96 e 255,9 umoIL'l.
Na tabela 3, também disponibilizamos os valores obtidos de ICso dos ligantes livres
para fins de comparagdo. De acordo com os resultados encontrados, o complexo Il é o
mais ativo e, em todos 0s casos, a atividade dos complexos de platina é superior a dos
ligantes livres correspondentes. Curiosamente, os complexos de paladio sdo menos
ativos do que os ligantes livres, exceto o complexo VI que € duas vezes mais ativo. Por
sua vez, como esperado, os complexos de paladio foram menos ativos do que os
correspondentes complexos de platina, resultados que concordam com estudos prévios
de outros complexos de paladio divulgados na literatura (Keter et al.2008; Lippert,
1999).
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No entanto, considerando que valores de ICso maiores que 100 pmolL™ s&o
atribuiveis a compostos inativos, concluimos que o complexo VI e seu respectivo
ligante exibem uma fraca atividade antiproliferativa.

Os resultados mais importantes se devem a coordenagdo do ion Pt(ll) aos
ligantes 4-NH e 2,4-DNPH, em que uma melhora significativa na atividade citotoxica em
células K562 foi observada. A atividade do complexo Il é cerca de dez vezes superior
a do ligante livre correspondente e o complexo IV é quatro vezes mais ativo do que 2,4-
DNPH nédo coordenado. Um dado importante € que os complexos |, Il e IV sdo mais
ativos que a cisplatina e, exceto o ligante FH, seu respectivo complexo de paladio e
complexo IlI, todos os demais compostos testados foram mais ativos que a
carboplatina. Estes resultados sdo importantes e fazem com que esses compostos

sejam candidatos a estudos posteriores.
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Tabela 3 - Valores de ICs, para os complexos e ligantes livres. ®ICs, é a concentragéo

requerida para inibir 50% das células tumorais, depois de 3 dias de incubacéo.

Compostos ICso’(umolL™
4-NH 10,5
[Pt (4-NH),Cl,] 3,8
(1)
[Pd (4-NH),Cl;] 77,0
(1N
[Pt (4-NH)2l] 0,96
(I
2,4-DNPH 18,2
[Pt (2,4-DNPH).Cl;] 4,60
(V)
[Pd (2,4-DNPH),Cl,] 24.4
(V)
FH 455,6
[Pd (FH)C] 255,9
(V1)
Carboplatina 60°
Cisplatina 14,6°

Valores retirados da referéncia [CARLAND et al., 2005].



40

5. CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, as reacfes que deram origem aos complexos foram
conduzidas de maneira simples, sob condi¢cbes brandas e apresentaram rendimentos
satisfatorios. Mais especificamente, seis novos complexos contendo hidrazonas foram
preparados e caracterizados por técnicas espectroscopicas e térmicas. As técnicas
espectroscopicas mostraram que os ligantes estdo coordenados aos ions platina ou
paladio pelo nitrogénio basico do grupo NH, e que o0s complexos obtidos tém a
seguinte formula geral cis-[M(L)2X;]. As técnicas de espectroscopia no infravermelho
em consonancia com as analises térmica e elementar (C, H, N e metal) indicam a
adicdo de uma molécula de agua para os complexos isolados com 2,4-DNPH. Além
disso, este trabalho é o primeiro a descrever a atividade citotbxica de complexos
contendo o ligante 2,4-DNPH.

A eficacia citotoxica dos ligantes e seus complexos foram examinados em
células K562 e, dos compostos analisados, os complexos I, lll e IV exibiram atividade
antitumoral promissora contra células K562, sendo inclusive mais ativo do que os
farmacos carboplatina e cisplatina. Estudos sobre mecanismos de acao e citotoxicidade

destes complexos em outras linhagens celulares seréo investigados no futuro.
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Espectros de RMN
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Espectros de *H RMN do ligante acido 2-furéico hidrazida (FH) e do complexo VI.
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