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RESUMO

O cancer emergiu como uma significativa preocupacdo global, resultando em quase 10 milhdes
de 6bitos em 2020, de acordo com dados do IARC. A quimioterapia envolve a utilizacdo de
metalofarmacos de Pt(II), como a cisplatina, que apesar de apresentarem alta eficiéncia
possuem efeitos colaterais indesejaveis bem como a resisténcia intrinseca e adquirida. Desde a
implementacdo da cisplatina no tratamento de céncer, varios ions metalicos, como Pt(Il) e
Pd(I) vém sendo empregado para a sintese de novos complexos com potencial atividade
antineoplasica, neste sentido, o presente trabalho consiste na preparacdo e caracterizacao
estrutural de quatro complexos, sendo dois de Pd(Il), e dois de Pt(Il) contendo o ligante 2-
(metil(2-(piridin-2-il)etil)amino)-4-nitrofenol (HL1) e coligantes cloreto e tiocianato visando
promissores metalofirmacos para atuarem como agentes antitumorais. Os complexos
[PACI(L1)] (1), [PASCN(L1)] (2), [PtCI(L1)] (3), e [PtSCN(L1)] (4) foram caracterizados por
analise elementar, espectroscopia de absor¢ao na regido do infravermelho, espectroscopia UV -
visivel, espectroscopia de ressonincia magnética nuclear 'H e !*C, espectrometria de massas e
por difracdo de raios X em monocristal. Os resultados obtidos das técnicas de caracterizacao
confirmaram as estruturas propostas nas quais os complexos possuem geometria quadrada
planar, em que os centros metélicos estdo coordenados via trés sitios pelos atomos N,N,O do
ligante HL.1, sendo o quarto sitio de coordenacio ocupado por um ion Cloreto ou fon tiocianato.
Testes de estabilidade dos complexos foram realizados frente a varias matrizes e observou-se
que somente o complexo 1 é capaz de manter a estrutura nos meios testados. A atividade
antiproliferativa in vitro dos compostos de Pd(II) e Pt(II) foi determinada, sendo que em alguns
casos as atividades observadas foram melhores do que a o ligante livre. Os dados obtidos
indicam ainda efeitos diferentes nos resultados de atividade biolégica para os centros metélicos

(Pd vs Pt), sendo o complexo 4 o mais ativo dentre eles.

Palavras-chave: Cancer, complexos de Pd(II) e Pt(II), metalofarmacos, atividade citotoxica.



ABSTRACT

Cancer has emerged as a significant global concern, resulting in nearly 10 million deaths in
2020, according to IARC data. Chemotherapy involves the use of Pt(Il) metallodrugs, such as
cisplatin, which, despite being highly efficient, have undesirable side effects as well as intrinsic
and acquired resistance. Since the implementation of cisplatin in cancer treatment, several metal
ions, such as Pt(II) and Pd(IT) have been used for the synthesis of new complexes with potential
antineoplastic activity. In this sense, the present work consists on the preparation and structural
characterization of four complexes, two of Pd(II), and two of Pt(II) containing the ligand 2-
(methyl(2-(pyridin-2-yl)ethyl)amino )-4-nitrophenol (HL1) and chloride and thiocyanate
coligands targeting promising metallodrugs to act as antitumor agents. The complexes
[PACI(L1)] (1), [PASCN(L1)] (2), [PtCI(L1)] (3), and [PtSCN(LL1)] (4) were characterized by
elemental analysis, absorption in the infrared region, UV-visible spectroscopy, 'H and '*C
nuclear magnetic resonance spectroscopy, mass spectrometry and single-crystal X-ray
diffraction. The results obtained from the characterization techniques confirmed the proposed
structures in which the complexes have a square geometry, in which the metallic centers are
coordinated via three sites by the N,N,O atoms of the HL1 ligand, with the fourth coordination
site being occupied by a chlorine or sulfur atom of the thiocyanate ligand atom. Stability tests
of the complexes were evaluated against different matrixes and the results showed that only
complex 1 can keep its structure. The in vitro antiproliferative activity of Pd(II) and Pt(II)
compounds was determined, and in some cases the activities observed were better than the free
ligand. The data obtained also indicate different effects on the results of biological activity for

the metal centers (Pd vs Pt), with complex 4 being the most active.

Keywords: Cancer, Pd(II) and Pt(Il) complexes, metallodrugs, cytotoxic activity.
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1 INTRODUCAO Céancer

O cancer se caracteriza pelo crescimento desordenado e andmalo das células que passam
a se dividir de forma exacerbada conseguindo se infiltrar em outros tipos de tecidos proximos
e disseminar-se para outras regides do corpo (INCA, 2022). Mesmo com os esfor¢os para o
desenvolvimento de novas estratégias de tratamento, o cancer é a segunda principal causa de
morte no mundo, respondendo por cerca de 9,6 milhdes de mortes em 2020 (Grafico 1) (OPAS,
2020).

As estatisticas do Global Cancer Observatory da Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC), 6rgao vinculado a Organiza¢cdo Mundial da Saide (WHO), mostram que em
2020 foram registrados 19.292.789 novos casos sendo eles: cancer mama 2.261.419 (11,7%);
pulmao 2.206.771 (11,4%); colorretal 1.931.590 (10%); prostata 1.414.259 (7,3%); estobmago
1.089.103 (5,6%); figado 905.677 (4,7%); colo uterino 604.127 (3,1%); esofago 604.100
(3,1%); outros canceres 8.275.743 (42,9%). e 9.958.133 casos de mortes, sendo as causas
cancer mama 684.996 (6,9%); pulmao 1.796.144 (18%); Colorretal 935.173 (9,4%); prostata
375.304 (3,8%); estdbmago 7687.39 (7,7%); figado 830.180 (8,3); Pancreas 466.003 (4,7%);
esofago 544.076 (5,5%); outros canceres 3.557.464 (35,7%), como mostrado no Grafico 2.
(IARC, 2020).

Gréfico 1 — Nimero de mortes em 2020 no mundo, ambos os sexos, todas as idades segundo o

IARC.
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Grafico 2 — Numero de novos casos em 2020 no mundo, ambos os sexos, todas as idades

segundo o IARC.
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A carcinogénese € um processo em que as células normais passam por uma
transformacdo para se tornarem tecido neoplasico interrompendo eventos celulares essenciais
como proliferacdo, diferenciacdo e desenvolvimento devido a falha na resposta aos mecanismos
normais de controle celular (YIN et al., 2021). A progressao tumoral € o resultado de dez
eventos conhecidos nos mecanismos celulares: I) Crescimento celular descontrolado II)
Resisténcia a sinais de inibi¢do do crescimento III) Evasdao da morte celular programada 1V)
Potencial de replicacdo imortal V) Estimulo de formacdo de novos vasos sanguineos VI)
Invasdo de tecidos e metéistase VII) Evasdo do sistema imunologico VIII) Reprogramacao do
metabolismo energético IX) Instabilidade gendémica X) Ativacdo de vias de sinalizacdo
proliferativa (HANAHAN and WEINBERG, 2000; HANAHAN and WEINBERG, 2011;
HANAHAN, 2022).

A formacdo do tecido neoplasico é um processo complexo e multifatorial que envolve
uma série de eventos celulares e moleculares. Conforme o tumor se desenvolve outras mutacoes
e alteracOes genéticas podem ocorrer e em certas situagdes, ocorrem alteracdes genéticas e
epigenéticas que podem levar ao desenvolvimento de uma neoplasia. Neste caso, as células
apresentam condi¢des morfolégicas e funcionais alteradas (GIROTTI et al., 2020).

O ciclo celular € um processo de cinco etapas: G1, S, G2 e M e G0, que permite o

crescimento, desenvolvimento e manutencdo dos tecidos celulares (Figura 1). Esse ciclo é
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constituido por uma sequéncia ordenada de eventos que levam a uma célula mae a se dividir
em duas células filhas, cada uma contendo o mesmo material genético. Fase G1 (Gap 1): E a
primeira fase do ciclo celular apds a divisdo celular. Nessa fase a célula cresce e realiza suas
fun¢des especificas. Também ocorrem verificacdes de qualidade para garantir que as condi¢des
adequadas estejam presentes para a progressdo para a proxima fase. Fase S (Sintese): Nesta
fase, ocorre a sintese ou replicacio do DNA (deoxyribo nucleic acid, 4acido
desoxirribonucléico). As moléculas de DNA sao duplicadas para que cada célula filha receba
uma copia completa do material genético. Fase G2 (Gap 2): Ap6s a replicagdo do DNA, a célula
entra na fase G2. Nesta fase, ocorre um crescimento adicional e preparagdao para a divisao
celular. Verificacdes sdo feitas para garantir que a replicacio do DNA tenha ocorrido
corretamente e que ndo haja danos ao DNA. Na fase M (Mitose) ocorre a divisdo celular real.
Ela é composta por varias etapas, incluindo préfase, metafase, anafase e telofase. Durante a
mitose, 0s cromossomos se separam e sao distribuidos igualmente entre as células filhas
(ALMEIDA et al., 2005). No entanto, em células de cancer esse processo é alterado e
desregulado levando a um crescimento celular descontrolado e formacao de tumores (PHAN
and CROUCHER, 2020).

As células cancerigenas exibem uma série de caracteristicas distintas que as diferenciam
das células normais. Uma das caracteristicas fundamentais do cancer € a capacidade das células
tumorais de evitar a apoptose (morte celular programada). Além disso, as células de cancer sao
capazes de se replicar indefinidamente ignorando os mecanismos de controle do ciclo celular

(DESHPANDE et al., 2005; KAR, 2016; ICARD et al., 2019).

Figura 1 — Representacdo esquematica do ciclo Celular.
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Fonte: DESHPANDE and SICINSKI,HINDS, 2005.
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A morfologia do cancer refere-se as caracteristicas visuais e estruturais dos tecidos e
células cancerosas como mostrado na Figura 2. Essa analise é geralmente realizada por meio
de exames microscopicos como a histologia que permite observar as alteracdes nas células e
tecidos tumorais. As células cancerigenas apresentam uma série de caracteristicas morfologicas
distintas em comparacdo com as células normais citados na sequéncia (VASCONCELOS,
2000). Essas alteracdes incluem maior variagdo de tamanho e forma das células aumento do
tamanho do nicleo celular (hiperplasia nuclear), aumento da relacdo nicleo-citoplasma,
cromatina condensada e irregular, e presenca de nucléolos proeminentes. Outro fator observado
na morfologia das células doentes € a desorganizacdo tecidual. Os tecidos normais t€ém uma
arquitetura organizada e uma disposi¢do regular das células. Quando ocorre o cancer uma
desorganizacdo da estrutura tecidual € observada. As células cancerigenas podem se acumular
em aglomerados desordenados formando massas tumorais com limites irregulares, sendo a
perda da estrutura tecidual normal um sinal de malignidade (KLEIN, 2020).

As células cancerigenas tém a capacidade de invadir e penetrar em tecidos adjacentes,
fendmenos conhecidos como invasao e metastase. A invasdo ocorre quando as células
cancerigenas rompem a membrana basal que envolve os tecidos permitindo sua disseminacao
para outras areas do corpo, além disso, as células cancerigenas podem entrar na corrente
sanguinea ou no sistema linfético possibilitando o crescimento do tumor em 6rgaos e/ou tecidos
distantes (metdstase). Outro marco importante do cancer € a angiogénese, processo que consiste
na formacdo de novos vasos sanguineos (PETERS and GONZALEZ, 2018). Neste caso as
células tumorais secretam fatores que estimulam a formac¢do de novos vasos sanguineos,
permitindo o suprimento de nutrientes e oxigénio para o crescimento do tumor. A presenca de
vasos sanguineos anormais e irregulares € uma caracteristica morfologica do cancer (LEVINE
et al., 2001; INDRACCOLO et al., 2002; TEE and DISTEFANO, 2004; LI et al., 2018). E
importante destacar que a morfologia do cancer pode variar amplamente entre diferentes tipos

de cancer e estigios da doenca.
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Figura 2 — Morfologia do cancer.
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Fonte: VASCONCELOS, 2000.

Alteragdes no metabolismo de células neoplasicas sdo conhecidas como efeito Warburg
(LIBERTI and LOCASALE, 2016; VAUPEL et al., 2019). Neste processo, as células tendem a
aumentar a taxa de glic6lise, mesmo em presenga de oxigénio suficiente para a respiragao
celular. Ao invés de utilizar predominantemente a via metabolica aerobica (Ciclo de Krebs e
cadeia de transporte de elétrons), as c€lulas preferem a via anaerdbica (glicélise), que converte
glicose em acido latico, mesmo em condi¢des aerdbicas (TEE and DISTEFANO, 2004;
CASSIM et al., 2020; PARK et al., 2020). As células demandam altas concentracdes de glicose
para sustentar a rapida proliferacdo, entdo aumentam a captacdo de glicose por meio de
transportadores de glicose, para garantir um suprimento adequado de energia e precursores
metabdlicos. Também ocorrem alteragdes no metabolismo dos lipideos como a lipogénese para
produzir componentes celulares essenciais, aumentando assim a captacdo de lipideos
circulantes principalmente acidos graxos (GHANAVAT et al., 2021; TANG et al., 2021).

Dentro ainda da morfologia celular, a glutamina que é um aminoicido nio essencial
pode se tornar essencial para as células neoplasicas. O metabolismo da glutamina supri neste
caso a demanda de nucleotideos, intermediarios do ciclo de Krebs e antioxidantes. As células

neoplasicas comecam a apresentar desregulacdo no equilibrio de espécies reativas de oxigénio



24

(EROs) e antioxidantes celulares, esse estado de estresse oxidativo contribui para a proliferagao
e sobrevivéncia das células neoplasicas, as quais liberam fatores de crescimento que promovem
a vascularizacdo local para garantir o suprimento adequado de nutrientes para o
desenvolvimento neoplasico. Como processo de sobrevivéncia, as células liberam inibidores
apoptéticos para impedir que a célula passe pelo processo apoptotico (KIM and
DEBERARDINIS, 2019; WILLIAMS and FINGLETON, 2019).

A apoptose celular, também conhecida como morte celular programada, é um processo
fisiolégico que ocorre normalmente no organismo para eliminar células danificadas,
envelhecidas ou indesejadas (GUO et al., 2019). No entanto, nas células cancerosas, o processo
de apoptose muitas vezes € defeituoso ou suprimido, o que contribui para a sobrevivéncia e
proliferacdo descontrolada dessas células. A apoptose € regulada por uma complexa rede de
sinalizacdes que envolvem varias proteinas e vias de sinalizacdo intracelulares (YURGELUN
et al., 2015). Nas células neoplasicas, esses mecanismos podem estar alterados devido a
mutacdes genéticas, alteracdes epigenéticas ou desregulacdo de genes-chave envolvidos na
apoptose. Isso pode levar a uma reducdo da capacidade das células cancerosas de responder a
sinais prd-apoptéticos ou a uma maior expressdo de proteinas antiapoptéticas. Inibicdo das
caspases sdo enzimas-chave envolvidas na cascata de sinalizacao da apoptose (AL-RUBEAI
and SINGH, 1998; MORANA et al., 2022).

Nas células neoplasicas, pode ocorrer uma inibicdo das caspases, impedindo a ativagao
e execucdo do processo de apoptose. Proteinas inibidoras de apoptose (IAPs) podem ser super
expressas nas células cancerosas, bloqueando a atividade das caspases e conferindo resisténcia
a apoptose. Também pode ser causada mutacOes em genes supressores de tumor que
desempenham um papel crucial na regulacdo do ciclo celular e na inducdo da apoptose
(HARRINGTON et al., 1994; SHI, 2002; FAN et al., 2005). Mutagdes em genes como TP53
(p53), importante supressor de tumor, podem levar a uma reducdo na capacidade das células
cancerosas de passar pelo processo de apoptose, essas células também podem ativar vias de
sinalizacdo que promovem a sobrevivéncia celular e inibem a apoptose. Por exemplo, a via de
sinalizacdo do fator de crescimento insulina-simile (IGF) e a via do fator de crescimento
epidérmico (EGF) podem ser ativadas nas células cancerosas, fornecendo sinais de
sobrevivéncia que suprimem a apoptose (CHRISTOFORI and HANAHAN, 1994; LOWE and
LIN, 2000; FINK and COOKSON, 2005; ELMORE, 2007). A resisténcia a apoptose € um dos
principais fatores que contribuem para a falha de tratamentos anticancerigenos. Muitas terapias

contra o cancer tém como alvo a inducdo da apoptose nas células cancerosas. No entanto, as
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células cancerosas podem desenvolver mecanismos para resistir a apoptose, tornando-se
resistentes aos tratamentos (FINK and COOKSON, 2005).

O processo apoptdtico € desencadeado por uma variedade de sinais, como estresse
celular, danos ao DNA, falta de nutrientes, sinais hormonais ou sinalizacdo de outras células.
Esses sinais ativam vias de sinalizacdo que levam a indu¢do da apoptose. Um dos primeiros
eventos visiveis na apoptose € a condensagdo do nicleo (Figura 3) (WHITE et al., 1984). O
DNA da célula comeca a se condensar e fragmentar em pequenos fragmentos. O DNA da célula
em apoptose sofre clivagem controlada em multiplos fragmentos. Esse processo é mediado por
enzimas chamadas caspases, que sdo ativadas durante a apoptose. A célula em apoptose se retrai
e formam corpos apoptéticos, que contém os componentes celulares condensados. Esses corpos
apoptéticos sdo entdo fagocitados por células vizinhas ou por células do sistema imunoldgico.
Durante a apoptose, ocorrem alteracdes na membrana plasmatica da célula. Isso inclui a
exposi¢ao de fosfatidilserina na membrana externa que serve como um sinal para as células
fagociticas. As caspases sdo proteases que desempenham um papel central na apoptose. Elas
sdo ativadas em cascata por meio de vias de sinalizacao especificas (WONG, 2011). As caspases
promovem a clivagem de proteinas-chaves na célula, resultando em sua desmontagem e morte
celular. A célula sofre entdo alteracdes morfolégicas importantes como contragdo e posterior
rompimento da membrana plasmatica, resultando na fragmentagdo em corpos apoptdticos
menores. Os corpos apoptoticos formados sdo fagocitados por células vizinhas ou células do
sistema imunolégico, como macrdfagos. Essas células especializadas englobam e digerem os
corpos apoptoticos, removendo-os do tecido (VAN OPDENBOSCH and LAMKANTFI, 2019;
GREEN, 2022).

Figura 3 — Etapas da apoptose celular.
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Fonte: Adaptado de VAN OPDENBOSCH and LAMKANFI, 2019.
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E importante destacar que a apoptose em células cancerosas pode ser um processo
complexo e multifacetado, com vérias vias € mecanismos envolvidos. A compreensdo desses
processos € fundamental para o desenvolvimento de terapias mais eficazes que visem induzir a
apoptose seletivamente em células cancerosas, permitindo a supressdo do crescimento tumoral

e a eliminagdo das células cancerosas indesejadas.

1.2 Tratamentos para o cancer
1.2.1 Cirurgia

A cirurgia € frequentemente considerada o tratamento primario para tumores so6lidos,
como os encontrados no cancer de mama, c6lon, pulmio e prostata. Este processo envolve a
remogao completa do tecido neoplasico, juntamente com margens de tecido saudavel ao redor,
com o objetivo de eliminar ou reduzir a carga tumoral no corpo do paciente, no entanto, &
importante destacar que a viabilidade da cirurgia como tratamento primario depende de varios
fatores, incluindo o tipo de cancer, o 6rgao afetado e o estagio da doenca. Nem todos os tipos
de cancer podem ser tratados exclusivamente com cirurgia, pois alguns tumores podem
apresentar caracteristicas que os tornam inoperaveis. Tumores em estigio de metastases podem
exigir uma abordagem terapéutica mais abrangente, como quimioterapia, radioterapia ou
terapia-alvo, antes ou apos a cirurgia, uma vez que o tumor pode ter-se espalhado para outros

tecidos (INCA, 2023).

1.2.2 Radioterapia

A radioterapia ¢ uma modalidade de tratamento do cancer que utiliza radia¢do ionizante
para destruir células cancerigenas, causando danos ao seu material genético. A radioterapia é
dividida em teleterapia, nesse tipo de radioterapia, a fonte de radiacdo € localizada fora do corpo
do paciente. Um aparelho chamado acelerador linear € utilizado para direcionar feixes de
radiacdo de alta energia para a area do corpo que precisa ser tratada. os feixes de radiacdo sao
direcionados para o tumor a partir de diferentes angulos, isso permite que a radiacdo seja
entregue com precisdo ao tumor, enquanto se minimiza a exposicdo de tecidos saudaveis
circundantes, ja na braquiterapia, envolve a colocacdo de fontes de radiacdo diretamente no
tumor ou proximo a ele, dentro ou perto do corpo do paciente. Essas fontes podem ser
permanentes ou temporarias. Na braquiterapia de baixa taxa de dose, sdo utilizados implantes
permanentes, como sementes radioativas, que liberam radiacdo gradualmente ao longo do

tempo. J4 na braquiterapia de alta taxa de dose, a fonte de radiacdo € temporaria e € inserida
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por um curto periodo de tempo, geralmente alguns minutos, diretamente no tumor (INCA, 2023;

NCI, 2017).

1.2.3 Outros tratamentos

Outras terapias para o tratamento do cancer incluem: Imunoterapia, que envolve o
estimulo do sistema imunolégico do paciente para reconhecer e combater as células
cancerigenas, essa terapia pode envolver o uso de anticorpos monoclonais, que sdo proteinas
produzidas em laboratério que se ligam a proteinas especificas encontradas nas células
cancerigenas, marcando-as para destrui¢do pelo sistema imunolégico (ROSENBERG et al.,
2019; ZENG et al., 2021). Também pode incluir a terapia com células T, na qual as células T
do proprio paciente sdo modificadas em laboratério para aumentar sua capacidade de
reconhecer e atacar as células cancerigenas (AGOSTINIS et al., 2011; BARISIC et al., 2015;
TERRANOVA-BARBERIO et al., 2020). Também é importante destacar o tratamento por
terapia fotodindmica ela envolve a administracdo de um agente fotossensibilizador no paciente,
seguido pela ativacdo dessa substancia por meio de uma fonte de luz especial (AGOSTINIS,
BERG et al., 2011; DE LIMA et al., 2017). Essa ativa¢do resulta na producdo de oxigénio
reativo, que danifica as células cancerigenas, levando a sua destrui¢do, como é o caso do
padeliporfin (Tookad®, Figura 4) primeiro firmaco a base de Pd(Il) aprovado pela Unido
Europeia usado no tratamento de cancer localizado no trato urotelial superior por terapia

fotodindmica (LEBDAI et al., 2017; HAMBLIN, 2020; OSUCHOWSKI et al., 2021).

Figura 4 — Estrutura do padeliporfin Tookad®.

KOOC

-~

Fonte: LEBDAI et al., 2017.
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1.2.4 Quimioterapia

A quimioterapia € o tratamento que se baseia no uso de fiarmacos para combater o
crescimento de células cancerosas, seja através da sua destrui¢do direta ou da inibicdo da sua
capacidade de se dividir (ALLEN, 2002). Os quimioteripicos podem ser administrados de
diferentes formas, como por via oral, por meio de inje¢des, infusdes intravenosas ou até mesmo
aplicada diretamente sobre a pele, dependendo do tipo e estagio do cancer (INCA, 2022).

Como parte da quimioterapia do cancer destaca-se os metalofarmacos de platina como uma
grande classe de compostos. Desde a descoberta da cisplatina, complexo cis-diaminodicloroPt(II)
(CDDP) ha uma extensa pesquisa voltada para o desenvolvimento de firmacos que
possivelmente possuem a capacidade de combater especificamente a proliferacdo de tecido
maligno. Esses avancos cientificos e clinicos tém sido fundamentais para melhorar a cura e/ou
aumentar a expectativa de vida de pacientes com cancer, no entanto, a quimioterapia apresenta
algumas desvantagens significativas. Uma delas € a falta de seletividade dos medicamentos
quimioterapicos, ou seja, sua capacidade limitada de distinguir células cancerosas de células
saudaveis. Isso resulta em efeitos colaterais indesejaveis, uma vez que as células saudaveis
também podem ser afetadas pela agdo dos medicamentos (CERAMELLA et al., 2020; )

Os efeitos colaterais mais comuns dos farmacos de platina incluem nauseas, queda de
cabelo, fadiga, danos ao sistema imunoldgico e distiurbios gastrointestinais. Além disso, a
seletividade dos farmacos quimioterapicos € uma questao complexa (INCA, 2023). As células
cancerosas sao altamente heterogéneas e podem apresentar diferencas genéticas e moleculares
entre si, dificultando a identificacdo de alvos terapéuticos especificos. Isso significa que a acdo
dos medicamentos quimioterapicos pode variar de paciente para paciente, € nem todos os tipos
de cancer respondem igualmente bem a quimioterapia. Apesar dessas limitacOes, a
quimioterapia continua a desempenhar um papel fundamental no tratamento do céncer, seja
como tratamento unico ou em combinacdo com outros modalidades terapéuticas, como a
cirurgia e a radioterapia. A pesquisa continua, buscar desenvolver novos farmacos
quimioterapicos mais seletivos e eficazes, bem como estratégias para minimizar os efeitos

colaterais e aumentar a eficacia do tratamento (CHABNER and ROBERTS, 2005).

1.2.5 Metalofarmacos como agentes anticancerigenos
A cisplatina (CDDP, Figura 5) foi sintetizada pela primeira vez em 1844 por Michel
Peyrone, e sua estrutura elucidada por Alfred Werner em 1893, mas somente na década de 1960

Barnet Rosenberg em estudos utilizando um eletrodo de platina em meio de cultura rico em sais
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de amdnio levou a formagdo de complexos, sendo eles a cisplatina que apresentava atividade
bioldégica e a transplatina isdmero da CDDP mostrava-se inerte (KARTALOU and
ESSIGMANN, 2001; ROSENBERG; VAN CAMP; KRIGAS, 1965; ROSENBERG;
VANCAMP, 1970). Em 1978 a CDDP foi aprovada pela FDA como o primeiro firmaco de
platina com atividade antineoplasica (DASARI and TCHOUNWOU, 2014). Atualmente, seu
uso € aceito em combinacdo com outros farmacos para tratar cancer de bexiga e colo do utero,
especialmente em casos em que a cirurgia ou a radioterapia ndo sao opgoes viaveis. Além disso,
a cisplatina desempenha um papel crucial no tratamento de cancer de pulmdo e ovdrio,
especialmente em estagios avangados ou quando ha grande chance de metastase (GRAHAM et
al., 2004; FREZZA et al., 2010).

No entanto, a cisplatina também pode causar efeitos colaterais significativos, como
nauseas, vomitos, supressao da medula 6ssea e danos renais (MADHULAXMI et al., 2017).
Como resultado, pesquisadores tém explorado o desenvolvimento de novos agentes de platina
e modificacdes na administra¢do da cisplatina para reduzir os efeitos colaterais e melhorar sua
eficacia. Apesar dos desafios e limitagdes, a cisplatina representou um marco importante na
histéria do tratamento do cancer, abrindo caminho para o desenvolvimento de outros
metalofirmacos com menor potencial de efeitos colaterais no organismo (CEPEDA et al.,
2007). Desde a descobertas dos efeitos antineoplasicos promissores da CDDP, aumentou-se o
interesse pelo design de novos metalofirmacos de platina e de outros metais como paladio.
Estes compostos vém desde entdo sendo desenvolvidos e estudados como potenciais agentes
antineoplasicos. Entretanto poucos deles tenham sido aprovados para o tratamento do cancer.
E importante ressaltar a aprovacio de dois compostos pela FDA contendo a estrutura
semelhante ao CDDP, sendo a carboplatina aprovada em 1989, oxaliplatina aprovada em 2002
(Figura 5) (GRAHAM et al., 2004; KELLAND, 2007). Outros metalofarmacos de platina sdo
usados para tratar o cancer como a nedaplatina, a lobaplatina e a heptaplatina (Figura 5), cuja

comercializacao € restrita ao Japao, China e Coréia, respectivamente (WHEATE et al., 2010).



30

Figura 5 — Cisplatina e outros complexos de Pt(II) registrados para uso clinico.
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Fonte: GRAHAM et al., 2004; KELLAND, 2007; WHEATE et al., 2010.

Um dos mecanismos de acdo reconhecidos da CDDP (Figura 6) envolve o seu
transporte para o interior da célula cancerigena por meio de transportadores especificos
presentes na membrana celular. Dentro da célula, a cisplatina sofre uma modifica¢des quimicas
para se tornar ativa (NEVES and VARGAS, 2011). Os cloretos sdo substituidos por moléculas
de agua, gerando ions de aqua-cisplatina. Essa reacdo € favorecida pela baixa concentracio de
ions cloreto no meio intracelular. Os fons de aqua-cisplatina podem se ligar covalentemente ao
DNA nuclear da célula. A platina forma ligacdes covalentes com os sitios dos dcidos nucleicos
de adenina e guanina no DNA, formando adutos de platina-DNA. Além do mais, a cisplatina
pode interagir com duas moléculas de DNA adjacentes, formando ligacdes cruzadas entre elas.
As ligacdes cruzadas ocorrem preferencialmente entre duas moléculas de guanina em cadeias
de DNA opostas, interrompendo a estrutura helicoidal normal do DNA, causando interferéncia
nos processos de replicacdo e transcricio do DNA. As formas de ligacdo da cisplatina com o
DNA sdo mostradas na Figura 7. O resultado desta interacao € a distor¢ao na estrutura do DNA,
impedindo a sua correta funcdo biolégica (COSTA et al., 2003; COSTA et al., 2004; LUCAS
et al.,, 2009). Os danos no DNA ativam vias de sinalizagdo que desencadeiam respostas
celulares, como a parada do ciclo celular nos estdgios G1 e G2 e induz a ativagdo de vias de

sinalizacdo intracelular que levam a apoptose (MURRAY, 1994; GOMEZ-RUIZ et al., 2012).
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Figura 6 — Mecanismo de acdo da cisplatina.
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Fonte: NEVES and VARGAS, 2011; ZHANG et al., 2021.

Figura 7 — Tipos de ligacdo da cisplatina ao DNA.

MNHa

Fonte: GOMEZ-RUIZ et al., 2012.

1.3 Complexos de Paladio e Platina: propriedades quimicas e atividade antitumoral

Os ions metalicos Pd(IT) e Pt(Il) apresentam varias semelhancas, como por exemplo a
mesma configuracio eletrdnica d®, o que significa que eles tém oito elétrons d disponiveis em
sua camada de valéncia. Essa configuracdo eletronica permite que ambos os ions formem

complexos estaveis com ligantes doadores de elétrons. Estes {ons metalicos formam complexos
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com geometria quadrada e segundo a definicdo de Pearson, tanto o Pd(II) quanto o Pt(II) s@o
considerados 4cidos macios de Lewis. Isso se deve ao fato de que esses ions metélicos sdao
grandes e possuem elétrons prontamente disponiveis para formar ligacdes m aceptoras com
ligantes doadores como os ions ClI, Br, OH", O, e HO (MIESSLER; FISCHER; TARR,
2014). Apesar de apresentarem tais semelhancas, em termos reacionais, o paladio possui maior
labilidade quando comparado com a Pt(II). Complexos de Pt(II) sdo cineticamente mais estaveis
que complexos analogos de Pd(II) que apresentam trocas de ligantes da ordem de 10*-10° vezes
mais rapida que complexos de Pt(II) (JONES and THORNBACK, 2007; ATKINS et al., 2010;
BUGARCIC et al., 2015; MEDICI et al., 2015).

Devido a ripida velocidade de troca, a interagdo dos complexos de Pd(I) com proteinas
impedem que farmacos de paladio alcancem o alvo biologico. Estudos com complexos paladio
in vivo demonstram que o complexo pode sofrer a troca de ligantes quando estdo em meio
biol6gico (TIMERBAEYV et al., 2006; SHOUKRY and VAN ELDIK, 2023). Outro fator é o
impedimento por proteinas formadas por aminoicidos que contem grupos sulfidrilas em sua
estrutura, como a cisteina, que interagem com o Pd(II) pelo ion tiocianato impedindo-o de
interagir com o DNA. Desta forma, € desejado que um metalofirmacos de paladio seja
suficientemente estavel para manter sua integridade estrutural. Isso demonstra que € necessario
o design de complexos de Pd(I) mais estaveis para que mantenham sua estrutura no meio
biol6gico (JONES and THORNBACK, 2007).

Ha décadas, os complexos de paladio tém sido alvo de intensa investigacdo, revelando
uma ampla gama de aplicacdes em diversas dreas. Entre essas aplicacdes, destacam-se a catdlise
homogénea, quimica supramolecular, ciéncia de materiais e até mesmo a utilizacdo medicinal
como agente antitumoral (OLIVEIRA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020; CHERNYSHEV
and ANANIKOV, 2022; POOLE III et al., 2022). Além disso, os testes toxicoldgicos com
compostos de paladio tém apresentado resultados promissores, mostrando até 10 vezes menos
toxicidade do que compostos a base de platina (BUGARCIC, BOGOJESKI et al., 2015).

Compostos de Pd(II) com ligantes aromaticos contendo N-doador e N, N-doadores, como
derivados de piridina, quinolina, pirazol e 1,10-fenantrolina, e ligantes quelantes como
derivados de tiossemicarbazidas, benzilaminas, ditiocarbamatos, mostraram caracteristicas
antitumorais muito promissoras. Complexos derivados de tiossemicarbazonas e Pd(II)
apresentaram resultados interessantes contra linhagens celular tumoral de ovario resistente a
cisplatina, resultados que justificam o uso do paladio como metal alternativo (SENG and

TIEKINK, 2013; ZHANG et al., 2020).
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Os compostos derivados da platina também sdo bons candidatos na busca por novos
agentes antitumorais. Um trabalho recente (2023) investigou a atividade antitumoral in vitro e
in vivo de dois complexos de platina contendo o ligante 1,3-dimetil pentil glicina (DMPG,
estrutura A) e os coligantes bipiridina (estrutura B, Figura 8) e dach (estrutura C, Figura 8)
contra células de cancer de mama. Ambos os complexos apresentaram valores de ICso
promissores, sendo o complexo com o derivado de dach o mais ativo. Os experimentos de
citometria de fluxo indicaram que ambos os complexos causam a morte celular por meio do
processo de apoptose. Interessantemente, os resultados in vivo, experimento realizado em
modelo de camundongos BALB/c reafirmaram a andlise obtida in vitro mostrando a atividade
anticancer dos compostos. No geral, o composto C foi o candidato mais promissor do estudo

(BAZSEFIDPAR et al., 2023).

Figura 8 — Estrutura quimica dos compostos a) 1,3-dimetilpentil glicina (13DMPG) b)
[Pt(bpy)(13DMPG)]NOs e c) [Pt(dach)(13DMPG)]NO:s.
A B C

Fonte: Adaptado de BAZSEFIDPAR et al., 2023.

Logo, nota-se que complexos contendo ambos os ions metéilicos Pd(II) e Pt(II) sdo uma
alternativa atraente devido as suas propriedades antitumorais € promissores como agentes
anticancer. Na busca em proporcionar uma maior estabilidade para o centro de paladio,
complexos contendo ligantes com atomos doadores como N e O se mostram interessantes. Uma
introducdo a classe de ligantes de interesse neste trabalho, sua quimica e revisao bibliografica

estdo descritos no proximo topico.
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1.4 Sistema ligante de interesse

As propriedades dos complexos sd@o em grande parte dependentes da classe de ligante
utilizada. Nesta abordagem é possivel se usar ligantes biologicamente ativos nos quais os
centros metélicos possam operar como carreadores da espécie ativa, ou ligantes ndo ativos que
podem fornecer estabilidade para o centro metdlico. A complexacdo por si s6 pode ser uma
estratégia interessante para fornecer a atividade bioldgica, visto que os complexos de metais de
transicdo podem atuar por mecanismos de acdo alternativos devido a sua alta versatilidade
quimica que inclui variacdo do estado de oxidagdo, alteracdo da geometria, geracao de espécies
reativas de oxigénio e interagir com macroproteinas essenciais para o funcionamento das
células.

O interesse pela quimica dos ligantes derivados de piridina e de seus complexos
metalicos é devido as suas propriedades farmacoldgicas atraentes, que podem ser encontradas
em varios estudos na literatura (TYLINSKA et al., 2021; ABDOLMALEKI et al., 2023). A
presenca do anel piridinico na estrutura do ligante comumente potencializa o poder quelante
devido ao seu forte carater basico em decorréncia do par de elétrons livres no nitrogénio,
gerando complexos estiveis. Adicionalmente, a presenca do grupamento nitrofenol em ligantes,
além de ser um sitio de coordenagdo, tém apresentado resultados de atividade anticancer
interessantes (BUZUN et al., 2021). Desta forma, ligantes N, N, O-doadores derivados de fenol,
nitrofenol, aminas, piridina vem sendo estudado na literatura e s@o de grande interesse.

Em 2011, foi publicado um trabalho sobre sintese, caracterizagdo de complexos
octaédricos de Co(IIl) com os ligantes 1-4 (Figura 8). Neste artigo, os complexos sintetizados
com estequiometria 1:2 (metal:ligante) foram caracterizados por andlise elementar,
espectroscopia na regido do infravermelho, difracdo de raios X e eletroquimica. Os compostos
de cobalto relatados sdo catidnicos, apresentando o perclorato como contra ion. Observou-se que
as substitui¢des do grupo na posicao para do fenol (estruturas 1 e 2) e da imina no lugar da
amina (3 e 4) promoveram alteracdes no potencial redox dos complexos. Os complexos e
ligantes tiveram sua atividade antitumoral avaliada frente a linhagem celular B16F10
(melanoma murino). Os ligantes livres ndo apresentaram atividade citotoxica (todos
apresentaram ICso > 125 uM), porém a coordenacao ao centro de Co(Ill) resultou em uma
melhora razoavel da atividade antitumoral, sendo que o complexo mais ativo apresentou ICso
de aproximadamente 60 uM (complexo contendo o ligante que corresponde a estrutura 1,

Figura 9).
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Estudos com ligantes N,N,O com énfase nos efeitos citotoxicos vém sendo reportados
(ADAMS et al., 1996; KAWADE et al., 2011). Por exemplo, um complexo de Cu(Il) com
ligante derivado de nitrofenol e piridina foi preparado e caracterizado. Ensaios de citotoxicidade
in vitro em linhagens celulares de carcinoma cervical (HelLa), carcinoma ovariano humano
(PA1) e em células de rim de embridao humano (HEK 293) foram realizados. Os resultados
mostraram atividade antiproliferativas relevantes para as linhagens celulares HelLa e PA1 e
baixa toxicidade para células saudaveis (DAS et al., 2022). Ainda neste trabalho, o complexo
foi submetido a ensaios de com DNA e HSA via intensidade da fluorescéncia com brometo de
etidio e os resultados mostraram que o complexo € capaz de interagir com ambas as
biomoléculas.

Em 2007, Mishra e Mukherjee relataram a sintese, caracterizacao estrutural de quatro
complexos de ruténio(Il) semi-sanduiche com o ligante 2-(metil(2-(iridina-2 il)etil)amino)-4-
nitrofenol (Figura 10) e derivados andlogos (compostos 5 e 6 da Figura 9) com foco na
estabilizacdo de espécies reativas de oxigénio (MISHRA and MUKHERIEE, 2007). Neste

trabalho a atividade biolégica dos complexos nao foi investigada.



Figura 9 — Ligantes N,N, O-doadores anilogos reportados na literatura.
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Figura 10 — Ligante HL1 2-(metil(2-(iridina-2 il)etil)amino)-4-nitrofenol utilizado como
agente quelante neste trabalho.
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Fonte: MISHRA and MUKHERIJEE, 2007.

Diante do exposto, baseado na versatilidade quimica e estudos bioldgicos reportados, o
uso do ligante N,N, O derivado de nitrofenol e piridina é prontamente justificado. Nota-se ainda
que complexos de paladio e platina com esse tipo de ligante, bem como a atividade bioldgica
voltada para agentes anticancer, € um estudo pioneiro.

A Quimica Inorganica medicinal € uma das areas mais produtivas na busca por novos
metalofirmacos com maior seletividade com fins terapéuticos para o combate ao cancer, fato
justificado pelo grande numero de artigos cientificos publicados em revistas de alto impacto
com este foco (NDAGI et al., 2017, HUSSAIN et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2019; OLIVEIRA
et al., 2020). Desta forma, como os ligantes tridentados N,N,O sdo de grande interesse por
formarem sistemas quelantes estaveis, neste trabalho estudou-se a quimica de coordenacdo
envolvendo o sistema ligante 2-(metil(2-(piridin-2-il)etil)amino)-4-nitrofenol com os ions
metalicos Pd(II) e Pt(Il). De forma geral, quatro complexos inéditos foram preparados sendo
dois de paladio e dois de platina com o quarto sitio de coordenagdo ocupado por ligantes cloreto
ou tiocianato, visando verificar a influéncia do centro metélico na atividade antiproliferativa,
assim como as consequéncias da variacdo do grupo abandonador. A estrutura geral dos

complexos estd mostrada na Figura 11.

Figura 11 — Estrutura quimica geral dos complexos estudados neste trabalho.
M = PdI), Pt(II), R = CI', SCN-
R

M
e
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Fonte: Dados da pesquisa.
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2 OBJETIVOS

Este projeto tem como objetivo geral a sintese e caracterizacdo de novos complexos de
Pt(II) e Pd(II) com o ligante N,N, O-doadores do composto 2-(metil(2-(piridin-2-il)etil)amino)-
4-nitrofenol para posteriormente avaliar sua aplicacdo como agentes antineopldsicos. Os

objetivos especificos sdo:

1. Sintetizar complexos de Pd(II) e Pt(II) contendo o ligante 2-(metil(2-(piridin-2-
il)etil)amino)-4-nitrofenol;

2. Caracterizar todos os compostos preparados por varios métodos, como ponto de
fusdo, andlise elementar, espectroscopia na regidao do infravermelho e do UV-visivel,
ressonincia magnética nuclear de 'H e '*C, espectrometria de massas e difraciio de raios X em
monocristal quando possivel;

3. Realizar o teste de estabilidade para analisar se o complexo sofre hidrdlise ou
substituicdo em solucdo frente as seguintes matrizes: PBS; agua; glutationa; RPMI; FPM;
albumina de soro bovino; albumina de soro humano; FCS

4. Avaliar a atividade antitumoral in vitro (ICso) dos compostos frente as linhagens de
células tumorais A2780, A2780Cis, A549 e MRC-5;

5. Determinar a citotoxicidade (ICso) dos compostos sobre a proliferacdo de células nao
cancerigenas.

3 MATERIAIS E METODOS

A descricao das técnicas usadas deve ser precisa e clara permitindo ao leitor a

compreensdo do trabalho, e tornar possivel que outros pesquisadores repitam na integra o

mesmo método.

3.1 Materiais

Neste estudo, os solventes foram utilizados sem tratamento prévio, sendo todos obtidos
por meio comercial (Aldrich). O ligante foi sintetizado utilizando carbonato de potassio anidro
e acetonitrila anidra, sendo posteriormente adicionado 2 2-clorometil-4-nitrofenol e 2-(2-

metilaminoetil)piridina, novamente obtidas de maneira comercial.
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3.2 Instrumentos

Os instrumentos do estudo subdividem-se em espectroscopia vibracional da regido do
infravermelho; espectroscopia de ressondncia magnética nuclear; andlise elementar;
espectroscopia de massas; difragdo de raios X em monocristal; ensaio de viabilidade celular,

descritos a seguir.

3.2.1 Espectroscopia vibracional na regidao do infravermelho

Os espectros foram adquiridos por meio de um espectrofotdmetro do tipo Perkin Elmer
modelo FT-IR Frontier Single Range — MIR, na regido de 4000 a 220 cm™ . As medidas foram
realizadas com auxilio do acessorio (ATR) com cristal de diamante, com amostras em estado

solido.

3.2.2 Espectroscopia de ressonincia magnética nuclear

Os espectros de ressonincia magnética nuclear de 'H e '’C foram obtidos em um
espectrometro Bruker modelo Ascend 400 (400 MHz) do Laboratério Multiusuario do Instituto
de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (IQ-UFU). As amostras foram dissolvidas
em solventes deuterados (DMSO-ds) (Aldrich) e os picos residuais do solvente foram utilizados

como padrdes internos.

3.2.3 Analise elementar
Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram analisados no Laboratério
Multiusuario do Instituto de Quimica — UFU —, utilizando o equipamento da Perkin-Elmer,

modelo 2400 (série II) CHNS/O Elemental Analyser.

3.2.4 Espectroscopia de absor¢ao molecular na regiao do UV-Vis

Os espectros de absor¢do molecular na regido do UV-Vis foram obtidos nos
espectrofotometros Shimadzu modelo UV-2501 BC e Themo Scientific modelo Eveloution
201. Na leitura dos ensaios foram utilizadas cubetas de quartzo no formato retangular com

caminho optico de 1,000 cm.

3.2.5 Espectrometria de massas
Os espectros de massas obtido em um HPLC-ESI-QTOF-MS (Liquid chromatography-

electrospray ionization-quadrupole time-of-flight-mass spectrometry) foram realizados em
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colaboracgdo com o professor Dr. Pedro Paulo Corbi do IQ/UNICAMP (LIEM), utilizando-se o
equipamento Orbi-trap Thermo Q-Exactive, sem coluna, com vazdo de 200 uL min~' de
acetonitrila e 4gua em propor¢do 1/1 (volume) com 0,1% de 4cido férmico, também em 1/1
(volume). A resolucdo utilizada foi de 70 103, com polaridade positiva e m/z de 100 a 1000.

Foi feita uma injecdo de 20 uL, e o tempo de anélise foi de 2 minutos.

3.2.6 Difracio de raios X

A medida de difracado de raios X foirealizada em colaborag¢do com o professor Dr. Javier
Ellena do Instituto de Fisica de Sdo Carlos da Universidade de Sdo Paulo. O cristal foi mantido
a T =100 K constante durante a coleta de dados. A estrutura foi resolvida com o programa de
solu¢do de estrutura ShelXT 2018/2, utilizando o método de solucdo Intrinsic Phasing e usando
Olex2. como interface grafica. O modelo foi refinado com a versdo 2019/2 do ShelXL 2019/2,
utilizando a minimizacdo de minimos quadrados. O equipamento utilizado foi o difratdmetro

XtaLAB Synergy, Dualflex, HyPix.

3.2.7 Testes de estabilidade

A estabilidade dos complexos foi estudada ao longo de 24 h usando a técnica de
espectroscopia UV-visivel em matrizes bioldgicas: a) PBS, b) agua, c) glutationa (GSH)
concentragdo 1 mM, d) RPMI-1640, e) RPMI-1640 totalmente preparado que inclui a adi¢do
de 5% v/v de soro fetal bovino e 2,5% v/v de antibiéticos (FPM — “fully prepared medium”), e
f) albumina de soro bovino concentragdao 1 mg mL ") soro fetal bovino (FCS — fetal calf serum)
e h) HSA (albumina do soro humano) concentracio 1 mg mL™". As solucdes estoques de
DMSO dos complexos testados foram preparadas e posteriormente diluidas nas referidas
matrizes. Os complexos foram adicionados a uma placa de 96 pocos (200 uL cada pog¢o) cada
com concentracdes finais de 100 uM a 2% de DMSO. Os espectros UV-Vis foram obtidos
imediatamente apds a preparacdo de solucdes e apds 24 h entre 250 e 850 nm usando varreduras
de feixe unico com correcdo de fundo. Entre esses dois pontos de tempo de medigdo, as
amostras foram mantidas em placas de 96 pocos seladas a 310,15 K. As medidas foram feitas

em triplicatas.
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3.2.8 Ensaio de viabilidade celular

Os estudos preliminares de atividade citotoxica foram realizados para os complexos 1 e
2 em colaborag@o com o Prof. Dr. Fillipe Vieira Rocha do Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Sao Carlos através do uso do reagente MTT [3-(4,5-dimetiltiozol2- brometo de il)-
2,5-difeniltetraz6lio] (MTT). Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando as
seguintes linhagens celulares humanas: A2780 (tumoral de ovério), A549 (tumoral de pulmao)
e MRCS5 (ndo tumoral de pulmao de origem fetal). A linguagem celular A2780 foi cultivada em
meio RPMI-1640 e as demais linhagens em meio DMEM, ambos meios de cultura foram
suplementados com 10% (v/v) de FBS (soro fetal bovino). O cultivo foi realizado dentro de
garrafas de plastico armazenadas em estufa a 37 °C com atmosfera de 5% de CO..

A contagem das células foi realizada utilizando o contador automatico TC20 (Bio Rad)
com auxilio do corante Azul de Tripano. Apds a contagem da suspensdo, foram adicionadas as
placas de 96 pogos aliquotas com 150 pL, contendo 1,5x10* células. As placas foram mantidas
por 24 horas na estufa e, em seguida, foi adicionado a cada poco 0,75 puLL de uma solucdo de
DMSO contendo os compostos de interesse. As concentragdes finais dos compostos nos pogos
foram de 1,56; 3,13; 6,25; 12,50; 25,00; 50,00; 100,00; 200; 400 pmol L. Em seguida, as
placas foram incubadas novamente na estufa por mais 48 horas com atmosfera de 5% de COo.
Ap6s a incubacdo das microplacas, foi adicionada a cada poco 50 puLL de uma solugao de MTT
(3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de Tetrazolio) (1 mg mL_1) e incubada
novamente na estufa por 4 horas. Por fim, retirou-se a solu¢do de cada poco e adicionou-se
100 pL de Alcool Isopropilico com 10% de DMSO; em seguida, foram realizadas as medidas
de absorbancia em cada po¢o com o leitor de microplacas hibrido da BioTek modelo EPOCH.
Os dados obtidos foram tratados utilizando Excel 360 e GraphPadPrism 8.0.2.

Ensaios citotoxicos adicionais dos quatro complexos frente células A2780 de carcinoma
do ovéario humano foram realizados na Universidade de Birmingham utilizando o mesmo
método. As células foram obtidas da European Collection of Cell Cultures (ECACC). A
linhagem celular foi cultivada em meio de Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640)
suplementado com 10% de soro fetal de vitelo, 1% de glutamina 2 mM e penicilina /
estreptomicina a 1%. Elas foram cultivadas como monocamadas aderentes a 310 K numa
atmosfera umidificada com COz a 5% e passadas a aproximadamente 70-80% de confluéncia.

A emissdo Optica com plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) foi utilizada para

quantificar o metal contido nas amostras celulares foram realizadas em um PerkinElmer Optima
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5300 DV. A 4gua (18,2 MQ-cm) utilizada para andlise foi duplamente desionizada (DDW)
utilizando um sistema de purificacdo de agua Millipore Milli-Q e um deionizador de 4gua USF
Elga UHQ. O 4cido nitrico ultra-puro (72% v / v) foi destilado antes da utilizagdo. Os padrdes
de ICP para platina (1001 £ 2 pg / ml, Fluka) e paladio (1015 pg/ mL, Aldrich) foram diluidos
com HNO; em DDW a 3,6% v / v para preparar novos calibradores a concentragdes de 50-700
ppb, com adicdo padrao de cloreto de s6dio (TraceSELECT) para corresponder ao teor de sal

contido nas amostras.

4 METODOLOGIA Preparacao do agente quelante

O ligante 2-(metil(2-(piridin-2-il)etil)amino)-4-nitrofenol (Figura 12) foi sintetizado
utilizando 1,35 g (9,76 mmol) de carbonato de potassio anidro e 15 ml (287 mmol) de
acetonitrila anidra em um baldo de fundo redondo contendo uma barra magnética, o mesmo foi
selado com septo de borracha e a suspensao ficou sob agitacio em atmosfera inerte e banho de
gelo por 5 minutos. Logo apds foram adicionados a suspensdo 0,90 ml (6,5 mmol) de N-metil-
2-(piridin-2-il)etanamina, o balao foi selado com septo de borracha e mantido em agitacao em
atmosfera inerte e banho de gelo. Com uma seringa, 1,30 g (6,9 mmol) de 2-clorometil-4-
nitrofenol foi adicionada gota a gota, durante 0,5 horas a suspensdo. A reacdo foi mantida sob
agitacdo e atmosfera inerte por 48 horas. A suspensdo foi filtrada sob pressdo reduzida e o dleo
obtido é redissolvido em 30 mL de acetato de etila. Realizaram-se duas extracdes utilizando
uma solucdo aquosa de cloreto de sddio, seguidas pela separacio da fase orgénica. A fase salina
passou por uma lavagem com 25 mL de acetato de etila. Posteriormente, as fases organicas
foram combinadas, e sulfato de sédio anidro foi adicionado para realizar a secagem.
Diclorometano foi adicionado ao Oleo até total solubilizacdo e foi removido sob pressao
reduzida em um dessecador. O 6leo obtido apresenta uma coloracdo vermelho-alaranjado de

alta viscosidade.

Figura 12 — Esquema reacional da sintese do ligante HL1.
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A = N-metil-2-(piridin-2-il)etanamina
B = 2-clorometil-4-nitrofenol
C = 2-(metil(2-(piridin-2-il)etil)amino)-4-nitrofenol

Fonte: Dados da pesquisa.

HL1: Cor: Vermelho-alaranjado; Rendimento: 78%; IV (Vmax/cm !): 3388 v(OH); 1617, 1584
v(C=C) + v(C=N); 1470 v,(N-O); 1340 v(N-0O); 1280 v(C-N); 1087 v(C-0); 752 v(N-0). 'H
NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 8,55 (d; J =4,9 Hz; 1H - Ph); 8,07 (dd; J =2,9 ¢ 8,9 Hz; 1H -
Ph); 7,92 (d; J= 2,8 Hz; 1H - Ph); 7,64 (td; J = 1,8 e 7,6 ¢ 7,6 Hz; 1H); 7,18 (t; 7,9 Hz; 2H);
6,78 (d; J=9,0 Hz; 1H); 3,83 (s; 2H); 3,05 (m; 4H); 2,38 (s; 3H). '*C NMR (100 MHz, DMSO-
ds) 0 164,7 (C); 158,7 (C); 149,5 (CH); 139,9 (C); 136,7 (CH); 125,3 (CH); 124,6 (CH); 123,3
(CH); 121,7 (C); 121,7 (CH); 116,5 (CH); 60,7 (CH2); 56,6 (CH>); 41,0 (CH>); 35,2 (CH3). UV
— Vis, solucdo de MeCN concentracio: 1,81 x 10° M [hmax (€, L mol! cm™)]: 231 nm (4,0 x
10%), 325 nm (4,8 x 10%).

4.2 Sintese padrao dos complexos de Pd(II)

Os complexos do tipo [PdR(L1)] (R = CI' / SCN") (Figura 13) foram preparados pela
adicao de 0,564 mmol de PdCl, e 1,13 mmol de KCI/ 1,12 mmol de KSCN em 3 ml de agua.
A reacdo permaneceu em refluxo por dez minutos gerando os precursores tetracloropaladato(II)
de potassio / tetra(tiocianato)paladato(Il) de potassio in situ. Logo apds, 0,564mmol de ligante
dissolvido em 3 ml de metanol, foi adicionado ao baldo gota a gota. Posteriormente, foram
adicionados mais 3 ml de metanol e a mistura reacional foi mantida em refluxo a 65°C por 3h.
O so6lido laranja foi filtrado sob pressdo reduzida em um filtro de placa sinterizada nimero 4, e
posteriormente lavados sob pressdo reduzida no aparato de filtracio com 2 ml de dgua e em

seguida 2 ml de n-Hexano, sendo seco em uma estufa a 45°C.

Figura 13 — Sintese padrdo dos complexos de Pd(II).
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Fonte: Dados da pesquisa.

[PACI(L1)] (1): Cor: Laranja. Rendimento: 75%. Analise elementar calculada para
Ci5sH16CIN3OsPd (428,18 g mol 1): C, 42,08; H, 3,77; N, 9,81%. Encontrado: C, 41,84; H, 3,86;
N, 9,81%. IV(Vmax/cm ™ ): 1594, 1567 v(C=C) + v(C=N); 1477 v4(N-0O); 1294 v(N-0); 1226
v(C-N); 1093 v(C-0); 667 v(N-0), 315 v(Pd-Cl). "H NMR (400 MHz, DMSO-ds) & 8,86 (d; J
=15,3 Hz; 1H - Ph); 8,01 (m; 2H - Ph); 7,90 (dd; J=3,0¢ 9,0 Hz; 1H - Ph); 7,58 (d; /= 6,1 Hz;
1H); 7,40 (ddd; J=1,6 e 5,6 € 7,6 Hz; 1H); 6,67 (d; J =9,1 Hz; 1H); 4,94 (d; J = 14,1 Hz; 1H);
3,97 (m; 1H); 3,36 (d; J = 5,5 Hz; 1H); 3,29 (s; 1H); 2,86 (m; 1H); 2,54 (d; J = 11,6 Hz; 1H);
2,36 (s; 3H). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds) § 170,5 (C); 160,4 (C); 155,3 (CH); 140,6 (CH);
135,2 (C); 127,6 (CH); 126,5 (CH); 125,2 (CH); 123,2 (CH); 122,1 (C); 118,9 (CH); 61,4
(CHz); 59,3 (CH2); 49,6 (CH2); 36,6 (CH3). UV — Vis, solugdo de MeCN concentracio: 1,12 x
10° M [Amax (€, L mol™! em™)]: 230 nm (13,7 x 10%), 380 nm (8,9 x 10*). MS (ESI+): m/z para
[PACi5H16N3O3Cl+H]" : calculado: 427,9988 encontrado: 427,9986.

[PASCN(L1)] (2): Cor: Laranja claro. Rendimento: 27%. Andlise elementar calculada para
Ci6H16N4O3PdS (450,81 g mol™): C, 42,63; H, 3,58; N, 12,43%. Encontrado: C, 42,85; H, 3,76;
N, 12,39%. IV(Vmar/cm '): 2082 v(C=N), 1598, 1568 v(C=C) + v(C=N); 1486 v,(N-0O); 1297
vs(N-0); 1225 v(C-N); 1096 v(C-0); 670 v(N-O). 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § 9,12 (d; J
=4,9 Hz; 1H - Ph); 8,03 (dd; J=2,9 ¢ 9,1 Hz, 1H - Ph); 7,96 (d; J=2,9 Hz; 1H - Ph); 7,85 (m;
2H); 7,52 (s; 1H); 7,33 (m; 2H); 7,0 (d; J=9,0 Hz; 1H); 4,84 (d; J= 13,2 Hz; 2H); 3,10 (d; J =
13,5 Hz; 2H); 2,50 (s; 3H). UV — Vis, solucdo de MeCN concentracdo: 1,15 x 10° M [Amax (€,
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L mol!' cm™)]: 231 nm (10,0 x 10*, 372 nm (8,0 x 10*). MS (ESI+): m/z para
[Pd(Ci5H16N303)(SCN)+H]": calculado: 450,0067 encontrado: 450,0062.

4.3 Sintese padrao dos complexos de Pt(II)

O esquema de reagdo dos complexos do tipo [PtR(L1)] (R = CI" / SCN") estd mostrado
na Figura 14. Os complexos foram obtidos a partir de reagdes entre 0,1 mmol de
tetracloroplatinato(Il) de potassio e 0,4 mmol de KSCN em 3 ml de dgua. O meio reacional
permaneceu em refluxo por dez minutos gerando o precursor tetra(tiocianato)platinato(Il) de
potassio in situ. Logo apds, 0,1mmol de ligante dissolvido em 3 ml de metanol, foi adicionado
ao baldao gota a gota. Posteriormente, foram adicionados mais 3 ml de metanol e a mistura
reacional foi mantida em refluxo a 65°C por 72 h. O s6lido verde-amarelado foi filtrado sob
pressdo reduzida em um filtro de placa sinterizada nimero 4, e posteriormente lavados sob
pressao reduzida no aparato de filtracdo com 2 ml de dgua e em seguida 2 ml de n-Hexano,

sendo seco em uma estufa a 45°C.

Figura 14 — Sintese padrdo dos complexos de Pt(II).
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Fonte: Dados da pesquisa.

[PtCI(L1)] (3): Cor: verde-amarelado. Rendimento: 34%. Andlise elementar calculada para
Ci15Hi16N3ClOsPt (516,85 g mol™): C, 34,86%; H, 3,12%; N, 8,13%. Encontrado: C, 33,85; H,
3,24; N, 7,68%. IV(Vmax/cm™1): 1598, 1574 v(C=C) + v(C=N); 1476 vas(N-O); 1299 v4(N-O);
1228 v(C-N); 1094 v(C-0); 754 v(N-0); 436 v(Pt-Cl). '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 6 9,03
(dd; J = 6,0 Hz; 1H - Ph); 8,00 (m; 2H - Ph); 7,92 (m; 1H - Ph); 7,54 (d; J = 6,9 Hz; 1H); 7,37
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(m; 1H); 6,71 (d; J=9,2 Hz; 1H); 5,20 (d; J = 14,4 Hz; 1H); 3,69 (m; 2H); 3,20 (m; 1H); 3,29
(s; 1H); 2,86 (dd; J = 3,6 ¢ 13,2 Hz; 1H); 2,70 (t; J=11,9 ¢ 11,9 Hz; 1H); 2,60 (s; 3H). UV —
Vis, solucido de MeCN concentracdo: 1,01 x 10° M [Amax (€, L mol! cm™)]: 229 nm (20,4 x
10%), 382 nm (10,6 x 10%). MS (ESI+): m/z para [Pt(CisHi6N303CI)+H]" calculado: 517,0601
encontrado: 517,0605.

[PtSCN(L1)] (4): Cor: verde-amarelado. Rendimento: 73%. Andlise elementar calculada para
Ci1sH16N4O3PtS (539,47 ¢ mol™): C, 35,62 %:; H, 2,99 %; N, 10,39 %. Encontrado: C, 35,70%;
H, 3,01%; N, 10,45 %. IV(Vmax/cm™1): 2130 v(C=N), 1597, 1571 v(C=C) + v(C=N); 1477 vas(N-
0); 1293 v¢(N-0); 1288 v(C-N); 1090 v(C-0); 670 v(N-O); 436 v(Pt-Cl). "H NMR (400 MHz,
DMSO-ds) 6 8,85 (d; J = 4,3 Hz; 1H - Ph); 8,06 (m; 2H - Ph); 7,96 (dd; J=3,0e 9,1 Hz; 1H -
Ph); 7,64 (d; J = 7,1 Hz; 1H); 7,45 (t; J = 6,9 ¢ 6,9 Hz; 1H); 6,76 (d; J = 9,0 Hz; 1H); 5,0 (d; J
= 13,4 Hz; 1H); 3,76 (dd; J = 6,6 e 13,9 Hz; 2H); 3,26 (d; J = 3,0 Hz; 1H); 3,09 (m; 1H); 2,78
(t; J=11,4e 11,4 Hz; 1H); 2,50 (m; 3H). UV — Vis, solucdo de MeCN concentracdo: 9,64 x
10° M [Amax (€, L mol' cm™]: 372 nm (5,6 x 10%. MS (ESI+): m/z para
[Pt(C15sH16N303)(SCN)+H]" calculado: 540,0664 encontrado: 540,0660.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Sinteses

A reacdo equimolar entre 2-(2-metilaminoetil)piridina e o 2-clorometil-4-nitrofenol em
acetonitrila proporcionou a obten¢do do ligante 2-(metil(2-(piridin-2-il)etil)amino)-4-nitrofenol
na forma de um 6leo viscoso alaranjado, codificado como HL1. O ligante preparado pode
coordenar de forma tridentada via atomos N, N, O-doadores em modo monoanidnico. O HL1 é
solivel em todos os solventes organicos e apds preparado é mantido em geladeira.

Os compostos de paladio e platina foram obtidos a partir de reacdes de HL1 com os
precursores PdCl> e K:PtCly respectivamente em H>O/MeOH, a temperatura ambiente,
promovendo os compostos 1, 2, 3 e 4 que foram isolados em precipitados microcristalinos, com
rendimentos satisfatorios. Os complexos foram caracterizados por andlise elementar, FTIR,
UV-Visivel, 'H e 3C RMN, espectrometria de massas e difracdo de raios X em monocristal,
confirmando as estruturas propostas. Os precipitados obtidos sdo estaveis ao ar e a luz, soluveis
em DMSO e pouco soliveis em CH>Cl>, CHCl3, metanol e etanol. Os valores de condutividade
molar obtidos para os complexos em DMSO foram proximo de zero o que esta condizente com

a obtencdo de compostos neutros, do tipo [MX(L1)], onde M = Pd(Il), Pt(Il) e X =Cl e SCN .
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A Tabela 1 apresenta o rendimento de cada reacdo e algumas propriedades fisico-quimicas dos

compostos preparados neste trabalho.

Tabela 1 — Rendimentos das reagdes de sintese do ligante HLL1 e dos complexos 1- 4 e

algumas caracteristicas fisico-quimicas.

Ligante Foérmula empirica Massa molar Cor Rendimento
287,31 gmol  Vermelho
HL1 Ci5H17N303 78%
! Alaranjado
Complexos Férmula empirica Massa molar Cor Rendimento
1 Ci5sH16CIN3O3Pd 428,16 g Laranja 75%
mol ™’
2 Ci6H16N4O3PdS 450,81 g Laranja 27%
mol ™’
3 Ci5H16CIN3O3Pt 516,85 g Amarelo 34%
mol ™’
4 Ci6H16N4O3PtS 53947 g Laranja 73%
mol ™’

Fonte: Dados da pesquisa.

5.2 Analise elementar

A pureza dos compostos foi avaliada para os compostos baseando-se nas porcentagens
de carbono, hidrogénio e nitrogénio calculados e obtidos. Os resultados sdo mostrados na
Tabela 2. E notavel a concordincia entre os percentuais tedricos e encontrados para o complexo
2 com variagdes de erro dentro de £0,5% esperado para esta técnica. O percentual de CHN nao
sugere que o complexo contenha moléculas de 4gua de hidratacdo, estes dados também
evidenciam que ndo ha impurezas presentes, como ligante livre. De forma geral, os dados
obtidos foram condizentes com a composi¢do dos complexos propostos, os quais indicaram a

formacao de complexos neutros.

Tabela 2 — Resultados de analise elementar para os complexos 1- 4.
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Percentuais Percentuais
Complexo Férmula Molecular Esperados Encontrados
(C,H,N) (C,H,N)
C: 42,08%:; H: C: 41,84%:; H: 3,86%;
1 Ci5H16CIN3OsPd
3,77%; N: 9,81% N: 9,81%
C: 42,63%:; H: C: 42,85%; H: 3,76%;
2 Ci6Hi16N4O3PdS
3,58%; N: 12,43% N: 12,39%
C: 34,86%; H: C: 33,85%:; H: 3,24%;
3 Ci15H16N3ClOsPt
3,12%; N: 8,13% N: 7,68%
C: 35,62%:; H: C: 35,70%:; H: 3,01%;
4 Ci6H16N4O3PtS
2,99%; N: 10,39% N: 10,45%

Fonte: Dados da pesquisa.

5.3 Espectroscopia de absorc¢ao na regido do infravermelho

A técnica de absor¢do na regido do infravermelho foi realizada para os complexos obtidos

com o intuito de avaliar os efeitos da coordenagdo através do deslocamento de bandas e/ou

surgimento de novos modos vibracionais. A Tabela 3 apresenta as principais atribui¢cdes para

os compostos e a Figura 15 mostra os espectros de IV do ligante e os respectivos complexos.

Os espectros dos compostos estudados foram obtidos na regido entre 4000-200 cm™'. Por meio

dos espectros foi possivel constatar que a sintese do ligante foi eficaz, pois é possivel identificar

as bandas de absorcdo caracteristicas aos grupos funcionais presentes nas estruturas como

discutido adiante.
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Figura 15 — Espectros de absorc¢do na regido do IV entre 4000-200 cm™ do ligante livre e

respectivos complexos 1-4.
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Fonte: Dados da pesquisa.

1,(C=C) + (C=N) 1617 ~ 1594
2 (N-O)) 1288 ~ 1280
3(C-O)m) 1096 ~ 1087

4 (N-O)p 754 ~ 767

Tabela 3 — Principais bandas dos espectros de absorcao na regido do infravermelho para o

ligante livre e respectivos complexos.

Atribuicao?® Banda (cm_1 )

(Intensidade)® HL1 1 2 3 4

v(OH)p 3388 - - - -
V(SCN)® - - 2082 - 2130
v(C=C) + v(C=N) 1617 1594 1598 1598 1597
(F, m) 1584 1567 1568 1574 1571
Vas(N-O) ) 1470 1477 1486 1476 1477
vs(N-O) ) 1340 1294 1297 1299 1293
V(C-N)§ 1280 1226 1225 1228 1288
V(C-O)m) 1087 1093 1096 1094 1090
V(N-O)) 752 667 670 754 670

V(M-CI)* - 315 - 436 -

*M = Pd(II) para os complexos 1 e 2 e Pt(Il) para os complexos 3 e 4. # v designa vibracdo de

estiramento; P F:forte, m:média, f:fraca. Fonte: Dados da pesquisa.
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Na forma livre do ligante, como apresentado na Tabela 3, € possivel observar o modo
vibracional v(O-H) em 3388 cm’'. (Figura 15), estd ausente na sua forma coordenada do
ligante, ndo sendo observada nos complexos, devido a desprotonacdo do ligante, fato que
evidencia a coordena¢do. Com relagc@o a coordenacao, os estiramentos dos grupos C=C + C=N
sofrem variacOes. As frequéncias desses estiramentos sofrem deslocamento para menores
nimero de onda nos complexos, devido ao enfraquecimento das ligagdes causada pela
coordenacdo dos centros Pd(Il) e Pt(Il) ao nitrogénio da piridina (PAVIA et al., 2010). No
espectro de IV do ligante livre, as bandas de estiramento antisimétrico e simétrico do grupo
nitro aparecem com intensidade forte em 1470 e 1340 cm™, respectivamente, e esti de acordo
com a literatura (PAVIA, LAMPMAN et al., 2010). Outra evidéncia da complexacdo via 4&tomo
de oxigénio do grupo nitrofenol, é o estiramento simétrico vi(N-O) que é afetado, deslocando
para menores valores de energia nos complexos, como observado na literatura (GONCALVES
et al., 2017).

Nos espectros dos complexos, a presenga dos anions cloreto e tiocianato na esfera de
coordenacdo dos complexos é evidenciada pelo aparecimento de bandas nas regides de menor
nimero de onda do espectro. Para os complexos 1 e 3, aparecem os modos vibracionais de
intensidade baixa correspondente ao estiramento v(M-CI) em 315 [M = Pd(II)] e 436 cm™ [M
= Pt(Il)], enquanto que para os complexos 2 e 4 € observado uma banda de intensidade forte
referente ao estiramento v(C=N) do grupamento tiocianato em 2082 e 2130 cm’,

respectivamente.

5.4 Ressonancia Magnética Nuclear

O espectro de RMN de 'H do ligante livre est4 de acordo com a estrutura proposta e se
encontra na Figura 16. A fim de obter uma melhor resolu¢do de sinais, a andlise de 'H RMN
do composto HL1 foi conduzida em uma solu¢do de cloroférmio. Devido a baixa viscosidade
do solvente empregado, o sinal caracteristico do préton da hidroxila ndo pdde ser observado,
devido a ripida troca deste hidrogénio com o deutério. Na regido de campo alto do espectro
foram observados os sinais referentes aos grupos metil € metileno. Os sinais presentes na regiao
de maior deslocamento quimico estdo associados aos protons aromaticos, cuja soma de suas
integrais revela a presenga de 7 hidrogénios. Um desses sinais € atribuido ao cloroférmio, com
um deslocamento 6 proximo a 7,25 ppm, conforme evidenciado na imagem. Os demais sinais
aparecem em uma regido de maior blindagem e estdo relacionados aos prétons ligados a parte

aberta da cadeia. Em 3,83 ppm, ha um simpleto com uma integracdo de 2,07, o qual corresponde
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a um grupamento metileno préximo ao grupo fenol, neste caso os dois hidrogénios se encontram
no mesmo ambiente quimico. Os outros dois metilenos aparecem no deslocamento quimico em
3,05 ppm com integragdo de 4,24, neste caso os hidrogénios ndo sdo equivalentes.
Adicionalmente, em 2,38 ppm observa-se um simpleto com integracdo de 3,00, atribuido ao
grupo metila. E relevante destacar o agrupamento dos sinais nesta regido, fato este explicado

pela maior liberdade de giro do ligante livre antes da coordenagdo.

Figura 16 — Espectro de RMN de 'H do ligante livre HL1 em solucdo de CDCI; (3, ppm).
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Fonte: Dados da pesquisa.

A técnica de RMN de '*C em modo APT (attached proton test) desacoplado também
foi realizada para a caracterizacdo estrutural do ligante HL.1 (Figura 19). O espectro do ligante
ndo coordenado foi adquirido em solu¢d@o cloroférmica, garantindo alta resolucdo dos sinais.
Na regido de alto campo, onde os carbonos apresentam deslocamentos quimicos mais alto,
foram identificados os carbonos numerados como 6, 3, 11 e 15 (destacados em verde na Figura
17). A presenca de grupos mais eletronegativos nas proximidades desses carbonos reduz a

densidade eletronica nos hidrogénios, justificando seus deslocamentos quimicos nessa regiao.
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O carbono numerado como 6, ligado ao oxigénio, exibiu deslocamento quimico de 164,70 ppm
sendo o carbono mais desblindado, enquanto o carbono ligado ao grupo nitro (carbono 3)
apresentou deslocamento a 139,90 ppm. Os carbonos 11 e 15, proximos ao dtomo de nitrogénio

da piridina, apresentaram deslocamentos quimicos de 158,68 e 149,53 ppm, respectivamente.

Figura 17 — Espectro de RMN de '*C (APT) do ligante livre HL1 em solucdo de CDCl; (3,

ppm).
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Fonte: Dados da pesquisa.

O espectro de "H RMN do complexo 1 (Figura 18) foi realizado em solugio de DMSO-
ds e revela um conjunto de sinais bem resolvidos na regidao dos aromaticos com integracdo total
de 7 prétons. Além disso, na regido de maior blindagem, diversos sinais sdo observados
referentes aos hidrogénios ligados a parte aberta da cadeia. Consistentemente com estrutura
proposta, no deslocamento & de 2,36 ppm, um simpleto de integracdo 3,17; atribuido ao grupo
metila; em 2,54 ppm um dupleto de integracdo 0,90; em 2,86 ppm um multipleto de integragdo

1,08; entre os deslocamentos 3,28 e 3,38 ppm um simpleto e um multipleto, cuja soma das
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integracgoes resulta em 2,00; em 3,97 ppm um multipleto e em 4,94 ppm outro dupleto, ambos
com valor de integracdo 1,11; totalizando nove protons na regido dos alifaticos. Ao analisar os
sinais como um todo, pode-se constatar o afastamento dos picos, causado pelo enrijecimento

do ligante apds a complexacdo (HUANG et al., 2019).

Figura 18 — Espectro de RMN de 'H do complexo 1 em solucio de DMSO-ds (8, ppm).
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Fonte: Dados da pesquisa.

O complexo 1 também foi caracterizado pela técnica de '*C RMN (Figura 19). Neste
espectro, os carbonos 6 e 3 exibiram deslocamentos quimicos em 170,55 e 135,18 ppm,
respectivamente, enquanto os carbonos 11 e 15 apresentaram deslocamentos em 160,42 e
155,26 ppm. Comparando os espectros, € possivel notar um aumento do deslocamento quimico
nos carbonos 6, 11 e 15 ap6s a complexacdo, indicando mudancas no ambiente quimico
decorrentes da formag¢do do complexo. Ademais, € importante destacar que o sinal
correspondente ao grupo metila ligado ao atomo de nitrogénio da parte aberta da cadeia mostra-
se mais deslocado para o complexo, com valor de 49,57 ppm, enquanto no ligante livre esse

sinal € observado a 41,01 ppm. Outro aspecto relevante € a andlise dos sinais referentes aos
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carbonos 2, 4, 12, 14, 5 e 1, os quais se encontram em ambientes quimicos semelhantes nos
espectros do complexo e do ligante livre. Esses carbonos exibem deslocamentos quimicos
agrupados na faixa de 115 a 130 ppm para ambos os espectros. Essas observacdes fornecem
informacdes valiosas sobre a interacdo entre o ligante e o centro metalico no complexo formado.
O deslocamento quimico do grupo metila sugere uma mudanga na sua ambientacao eletronica
devido a formag¢ao do complexo, enquanto os carbonos com ambientes quimicos semelhantes

indicam a manutencio de suas interacdes moleculares, independentemente da complexagao.

Figura 19 — Espectro de RMN de '*C (APT) do complexo 1 em solucdo de DMSO-djs (3,

ppm).
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Fonte: Dados da pesquisa.

O complexo 3 foi submetido a andlise por meio da técnica de '"H RMN em solugio de
DMSO-ds (Figura 20). Na regido de maior blindagem, foi possivel identificar um simpleto de
d entre 2,73 ppm, atribuido ao grupo metila, apresentando uma integrag@o correspondente a trés

prétons. Além disso, foram observados varios picos bem resolvidos referentes aos prdtons
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ligados a parte aberta da cadeia. Em 2,70 ppm, identificou-se um tripleto com integraciao de
1,23; em 2,86 ppm, um duplo dupleto com integracao igual a 1,08; em 3,20 ppm, um multipleto
com valor de integracdo 1,62; em 3,69 ppm, outro multipleto com integral igual a 2,04; e em
5,20 ppm, um dupleto com integracdo de 1,02. Esses picos totalizaram nove prétons alifaticos,
cujos desdobramentos podem ser justificados pela interacdo com prdtons adjacentes.
Comparativamente ao espectro do ligante livre, os hidrogénios que antes se encontravam
agrupados em uma regido de deslocamento quimico baixo agora estdo dispersos no espectro do
complexo. Por exemplo, a metila do ligante livre, que aparecia na posicao de 2,38 ppm, agora
foi desblindada, exibindo-se na posicdo de 2,60 ppm. Adicionalmente, no ligante, todos os
protons alifaticos eram observados na faixa entre 2,00 e 4,00 ppm, mas apds a complexacao,
um desses prétons passou a ser detectado na posi¢ao de 5,20 ppm. Tais observacdes evidenciam
a ocorréncia de coordenagao com o centro metalico, uma vez que esse deslocamento dos picos
¢ causado pela reducao da flexibilidade do ligante. Os demais picos estdo relacionados aos
hidrogénios aromaticos, e a integra¢do de todos os sinais revela a presenca de sete prétons,
totalizando 16 hidrogénios, conforme previsto. Em comparacdo com os espectros dos
complexos andlogos [MCI(LL1)], nota-se que os protons para o complexo de paladio sofrem um

maior efeito de blindagem quando comparado ao complexo de platina.
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Figura 20 — Espectro de RMN de 'H do complexo 3 em solucio de DMSO-djs (3, ppm)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Da mesma forma que os outros complexos, o espectro de '"H RMN do composto 4 foi
obtido em uma solu¢do de DMSO-ds (Figura 21). O espectro do complexo de palddio anidlogo
(2) se encontra em anexo (Figura B1, Apéndice B). Na regido de alto campo, evidenciam-se
um conjunto de sinais atribuidos aos protons aromaticos da molécula, cuja totalidade das
integrais confirma a presenga de sete hidrogénios. Além disso, na regido de maior efeito de
blindagem, entre 2,48 e 2,54 ppm; pode-se observar um multipleto de integracdo igual a 9,24
este conjunto de picos é referente a superposicdo dos sinais dos seis prétons do DMSO-dse dos

trés protons do grupo metila. Ademais, o restante dos sinais sdo nitidos e integram 6 prétons na

regido de baixo campo, totalizando 9 protons alifaticos.
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Figura 21 — Espectro de RMN de 'H do complexo 4 em solucio de DMSO-ds (8, ppm).
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Fonte: Dados da pesquisa.

De maneira andloga aos padrdes identificados na literatura cientifica, em semelhanca ao
estudo conduzido por Mishra e Mukherjee (2007)(MISHRA and MUKHERIJEE, 2007), os
compostos L'-OH e [(n® -Cs¢He)Ru(L! -O)][PFs] (Figura 22) foram submetidos a anilise de

ressonincia magnética nuclear de prétons ("H RMN) em acetonitrila. Inicialmente, observou-

se que o simpleto caracteristico da metila foi registrado a 2,38 ppm no espectro do HL1 e a 2,40

ppm no espectro do L'-OH. J4 o dupleto caracteristico do hidrogénio menos blindado do grupo

piridina apareceu a 8,55 ppm para o HL1 a 8,63 ppm para o L'-OH. Nota-se que as posicdes de

deslocamento quimico estdo muito proximas, € a pequena diferenca pode ser atribuida as

caracteristicas dos solventes utilizados. Além disso, verificou-se um aumento dos efeitos de

campo sobre os hidrogénios do grupo metila em ambos os complexos, quando comparados com

seus respectivos ligantes. No HL1, o sinal foi observado a 2,38 ppm, e ap0s a complexacao,

deslocou-se para 2,60 ppm no 3. Uma situagdo similar ocorreu entre o L'-OH e o [(n°-

CsHe)Ru(L!'-O)][PFs], onde antes da complexacdo o simpleto estava em 2,40 ppm e,

posteriormente, deslocou-se para 3,66 ppm. Esse aumento do efeito de desblindagem sobre o
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grupo de protons indica que a complexacgdo resulta em mudancas na densidade eletronica ao

redor desse grupo, diminuindo o efeito de blindagem.

Figura 22 — Estruturas quimicas dos compostos L! -OH e [(n® -CsHs)Ru(L! -O)][PFe] a

critério de comparacao.
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Fonte: Adaptada da referéncia MISHRA and MUKHERIJEE, (2007).

5.5 Espectroscopia de absorcao na regiao do UV-Visivel

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel foram coletados com o
intuito de analisar as transi¢cdes eletronicas presentes nos complexos 1-4 e no ligante livre HL1.
A Figura 23 mostra os espectros dos complexos e ligante sobrepostos a critério de comparagao.
O espectro de absor¢do na regido do UV-Visivel do ligante HL1, obtido em acetonitrila,
apresenta duas bandas de absorcdo com maximos em 231 e 325 nm com coeficientes de
absortividade molar acima de 40.000 L mol! cm™. Essas bandas sdo atribuidas a transicdes do

tipo n—n* e —7w*, respectivamente.
9
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Figura 23 — Espectros de absor¢do na regido do UV-Vis do ligante HL1 e complexos 1-4

obtidos em acetonitrila com concentracdo de 10° M.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os espectros eletronicos dos complexos obtidos para os complexos sao bastante similares
entre si, apresentando duas bandas de absor¢@o. O conjunto de bandas observado em menor
energia ocorre em torno de 230 nm possui em todos os casos coeficientes de absortividade
molar altos que variam de 56.000 até 204.000 L mol™ cm™. Os espectros eletronicos mostram
ainda um segundo conjunto de bandas préximo de 380 nm com valores de absortividade
molares altos. Neste caso, uma atribuicdo precisa para esta absorcdo fica comprometida pela
presenca de bandas intensas de transferéncia de carga que surgem da presenca dos grupos
cromoéforos imina e nitro (—NO2), como citado por Souza e colaboradores (SOUZA et al., 2011).
Os comprimentos de onda para os maximos de absor¢do encontrados nos espectros, assim como

a correspondente absortividade molar sdo apresentados na Tabela 4.



60

Tabela 4 — Comprimentos de onda (A, nm) e absortividade molar (g, L mol! cm™) para os

maximos de absor¢do encontrados nos espectros eletronicos do ligante e complexos.

Compostos A (nm) €/10* (L mol! cm™)

HL1 231 4,0
325 4.8

1 230 13,7

380 8,9

2 231 10,0

372 8,0

3 229 20,4

382 10,6

4 372 5,6

Fonte: Dados da pesquisa.

6.6 Espectrometria de massas

A técnica de espectrometria de massa de alta resolugao por Electrospray ionization (ESI)
foi aplicada para os complexos sintetizados. O espectro de massas em alta resolu¢ao do complexo
1 é mostrado na Figura 24. A espécie observada em m/z 433,0489 & referente a presenga do
complexo em sua forma catidnica [Pd(CisHi6N303)(CH3CN)]", o que estd de acordo com a
labilizacdo do CI e entrada do ion acetonitrila. Logo a seguir, é apresentada uma comparagao
entre o padrdo isotdpico tedrico e experimental para o fon [PdC;sH;sN3O3CI+H]" (que
corresponde a composi¢do proposta do complexo + H"), conforme Figuras 25A e 25B. O erro
de massa para ifon [PdCisHisN3O3Cl+H]* foi de -0,46 ppm (calculado m/z 427,9988,
experimental m/z 427,9986). Os cétions detectados apresentaram o padrdo isotopico do Pd,
sendo os dois picos mais intensos referentes aos isétopos '°°Pd e '®Pd, coerente com a
abundancia isotdpica descrita na literatura (BAKKER et al., 2007; KOSTYUKOVICH et al.,
2021). A Tabela 5 apresenta as duas espécies de '°°Pd e '%®Pd com o padrio isotépico de palddio

no complexo 1.



Figura 24 — Espectro de massas para o complexo 1 ESI (+) QTOF de m/z 100 a 1000.
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Figura 25 — Espectro de massa ampliado na regido de m/z 430 para o complexo 1. (A)
Comparagio de padrio isotdpico experimental para o fon [PdC;sHi1sCIN3Os+H]" em m/z
427,9986 e (B) tedrico (esperado).
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Tabela 5 — Diferentes espécies do padrio isotdpico do complexo 1.

m/z Espécies
427,9988 106/ PdCy5H16CIN3O3+H]*
429,9983 198[PdC/5H16CIN3O3+H]*

Fonte: Dados da pesquisa.

O espectro de massas em alta resolucdo do complexo 2 € mostrado na Figura 26. A
espécie observada em m/z 433,0491 foi atribuida a substitui¢cdo do ion tiocianato pelo ion

acetonitrila gerando a espécie [Pd(CisHisN303)(CH3CN)]". A comparagdo entre o padrdo

z

isotopico tedrico e experimental para o fon [Pd(CisHisN303)(SCN)+H]" é mostrada nas
Figuras 27A e 27B. Observa-se que a espécie [Pd(CisHi6N303)(SCN)+H]" apresenta baixa
abundancia quando comparada a espécie gerada [Pd(Ci5H6N303)(CH3CN)]*. O erro de massa
para ion [Pd(C;sHisN303)(SCN)+H]* é de -1,11 ppm (calculado m/z 450,0067, experimental
m/z 450,0062).

Figura 26 — Espectro de massas para o complexo 2 ESI (+) QTOF de m/z 100 a 1000.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 27 — Espectro de massa na regido de m/z 450 para o complexo 2. (A) Comparagio de
padrio isotépico experimental para o fon [Pd(CisHisN303)(SCN)"H]" em m/z 451,0796 ¢ (B)

tedrico (esperado).
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Fonte: Dados da pesquisa.

O espectro de massas em alta resolu¢do do complexo 3 expandido € mostrado na Figura
28. Foram observadas trés espécies em m/z 481,0830, 517,0605 e 559,0970 atribuidos
respectivamente a formagdo dos fons [PtCisHisN3Os3]*, [Pt(CisHisN3O:C)+H]" e
[Pt(Ci5HisN303)(CH3CH3SO)]". As Figuras 29A e 29B, apresentam uma comparagio entre o

padrio isotdpico tedrico e experimental para o ion [Pt(CisHi6N303Cl)+H.

Figura 28 — Espectro de massas para o complexo 3 ESI (+) QTOF de m/z 300 a 800.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 29 — Espectro de massa ampliado na regido de m/z 517 para o complexo 3. (A)

Comparacido de padrio isotopico experimental para o fon [Pt(CisHisN3O3Cl)"H]" em m/z

517,0605 e (B) tedrico (esperado).
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Fonte: Dados da pesquisa.

O espectro de massas em alta resolucdo do complexo 4 expandido € mostrado na Figura
30. No espectro observa-se quatro espécies em m/z 481,0831, 522,1096, 540,0660 e 599,0968
atribuidos respectivamente a formacdo dos fons [PtC;sHisN303]*, [Pt(CisHisN303)(CH3CN)]",
[Pt(Ci6HisN4O3S)+H]* e [Pt(CisHisN303)(CH3CH3SO)]*. A comparacdo entre o padrio

isotopico tedrico e experimental para o fon [Pt(CisHi6N4+O3S)+H]" é apresentada nas Figuras

31A e 31B.



Figura 30 — Espectro de massas para o complexo 4 ESI (+) QTOF de m/z 300 a 800.
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Figura 31 — Espectro de massa ampliado na regido de m/z 540 para o complexo 4. (A)

Comparagio de padrao isotopico experimental para o ion [Pt(CisHisN4O3S)+H]" em m/z
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5.6 Difracao de raios X em monocristal

Para se obter a confirmacao estrutural definitiva dos complexos sintetizados, buscou-se
obter monocristais de cada estrutura para serem submetidas a difracdo de raios X. Essa
ferramenta possibilita ndo apenas a determinag@o das estruturas moleculares em estudo, mas
também a determinacdo da posicdo relativa entre os 4tomos que a compdem, bem como 0s
angulos e distancia entre eles, dispondo informagdes sobre a geometria espacial das moléculas.
Assim, monocristais em forma de prisma foram obtidos por evaporagdo lenta da solugdo mae
de 1 e 2. Na Figura 32 é mostrada as estruturas cristalinas dos complexos. Os dados de
refinamento estdo apresentados na Tabelas 6 e comprimentos de onda e angulos de ligacdo
selecionados na Tabela 7. Os dados de raios X mostraram que os complexos 1 e 2 cristalizam
nos grupos espacial P2i/c e P2i/n, respectivamente, do sistema monoclinico com quatro

moléculas por célula unitaria (Figura 33 e 34).

Figura 32 — Estruturas cristalinas dos complexos 1 e 2 determinadas por difragdo de raios X.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 33 — Visdo da cela unitaria de 1 ao longo do eixo b e estrutura molecular com a

geometria quadrado planar do atomo de Pd.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 34 — Visdo da cela unitaria de 2 ao longo do eixo c e estrutura molecular com a

geometria quadrado planar do dtomo de Pd.

Fonte: Dados da pesquisa.

Todos os complexos avaliados possuem forma de coordenacdo semelhantes e sdo
neutros. Os ligantes derivados do nitrofenol, nesses complexos, estdo coordenados aos centros
de Pd(II) em modo N,N, O-tridentado monoanidnico, através dos atomos N1 e N2 formando um
anel de seis membros e dos 4tomos N2 e O1 formando um anel de cinco membros. As distancias
das ligacdes Pd1-N1 e Pd1-N2 para o complexo 1 apresentam valores de 2,030(3) e 2,060(2)
A, respectivamente, enquanto a distancia Pd1-O1 é de 1,996(2) A. Estas distancias sdo bastante
semelhantes a complexos similares de palddio encontrados na literatura (OLIVEIRA,
ROMERO-CANELON et al., 2019). O sitio de coordenaco remanescente é ocupado por um
ion Cloreto que completa a esfera de coordenacdo com distancia de 2,3264(8) A. Pela técnica
de difracdo foi possivel confirmar que o ligante se coordena de forma tridentado e
monoanidnica ao centro de Pd(II) como havia sido verificado pelas demais técnicas
espectroscopicas. A geometria de coordenacdo ao redor do centro de Pd(II) € mais bem definida
como quadrada distorcida, com distor¢cdes nos angulos de N1-Pd1-N2 (94,73(10)°) e O1-Pd1-
Cl1 (86,57(6)°) para o complexo 1 e N1-Pd1-N2 (94,78(12)°) e O1-Pd1-S1 (90,04(19)°) para

o complexo 2.



Tabela 6 — Dados da difrac@o de raios X em monocristal para os complexos 1 e 2.

Dados 1 2
Foérmula Ci5H16CIN3OsPd Ci6H16N4O3PdS
Decaed g cm ™3 1,771 1,741
m/mm”’ 1,339 1,224
Peso molecular 428,16 450,79
Cor Amarelo Claro Laranja Claro
Forma Bloco Bloco
Tamanho/mm?® 0,23x%0,13x0,11 0,09x%0,06x0,04
T/K 100 100
Grupo Cristalino Monoclinico Monoclinico
Grupo Espacial P2i/c P2i/n
alA 11,5270(6) 11,8134(6)
b/A 14,2624(5) 10,1689(4)
/A 10,9733(5) 15,2565(8)
al 90 90
pr 117,107(6) 110,211(6)
y 90 90

Fonte: Dados da pesquisa.



Tabela 7 — Comprimentos e angulos de liga¢do selecionados dos complexos 1 e 2.
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1 2
Comprimentos de ligacao Angulos de ligacdo Comprimentos de ligacao Angulos de ligacdo

Pd1-Cll 2,3264(8) Ol1-Pd1-Cll 86,57(6) Pd1-0O1 1,994(3)  O1-Pd1-N2 90,48(11)
Pd1-0O1 1,996(2) O1-Pd1-N1 173,90(9) Pd1-N2 2,060(3) Ol1-Pd1-N1 173,58(12)
Pd1-N1 2,030(3) O1-Pd1-N2 89,20(9) Pd1-N1 2,025(3)  O1-Pd1-S1 90,04(19)
Pd1-N2 2,060(2) N1-Pd1-Cll 90,06(7) Pd1-S1 2,422(6)  N2-Pd1-S1 175,5(2)
O1-C15 1,308(3) N1-Pd1-N2 94,73(10) Pd1-N3 1,978(9)  NI1-Pd1-N2 94,78(12)
02-N3 1,238(3) N2-Pd1-Cll 172,04(7) O1-C15 1,318(4)  NI1-Pd1-S1 85,01(19)
0O3-N3 1,236(3) C15-01-Pd1 126,32(18) 03-N3 1,238(4)  N3-Pd1-O1 84,4(3)
NI1-C5 1,348(4) C5-N1-Pd1 121,7(2) N2-C9 1,504(4)  N3-Pd1-N2 173,3(3)
N1-C1 1,355(4) C5-N1-C1 119,3(3) N2-C8 1,487(4) N3-Pd-N1 90,6(3)
N2-C9 1,510(3) C1-N1-Pd1 119,0(2) N2-C7 1,500(5) C15-0O1-Pd1 126,5(2)
N2-C8 1,485(4) C9-N2-Pd1 106,07(17) 02-N2 1,234(4)  C9-N2-Pd1 105,0(2)
N2-C7 1,500(4) C8-N2-Pd1 112,45(17) N3-C12 1,448(5)  C8-N2-Pd1 111,5(2)
N3-C12 1,440(4) C8-N2-C9 110,4(2) C10-C15 1,419(5) C8-N2-C9 110,1(3)
C10-C9 1,503(4) C8-N2-C7 107,7(2) C10-C9 1,494(5) C8-N2-C7 108,2(3)

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.7 Testes de estabilidade

A estabilidade dos complexos foi avaliada em O e 24 h através da técnica de UV-Vis
frente a oito diferentes matrizes: PBS, dgua, glutationa, RPMI, FPM, albumina de soro bovino,
FCS e albumina de soro humano. O objetivo do experimento frente a varios meios foi para
avaliar a estabilidade dos complexos em meio aquoso (PBS e dgua), verificar a ocorréncia de
hidroélise, ligacdo a aminoacido (glutationa) e nos demais meios para verificar qualitativamente
se os complexos podem interagir com biomoléculas/proteinas.

A presenca de sal no meio PBS mimetiza as altas concentracdes de sal nos fluidos
extracelulares do corpo, enquanto estudos em dgua permitem a observacao de possiveis eventos
de hidrélise. E relatado que a ligacio Pd/Pt-Cl em complexos estruturalmente semelhantes é
propensa a sofrer substitui¢cdo por moléculas de 4gua neutras, formando espécies de Pd/Pt-OH»
carregadas positivamente que podem interagir ainda mais com alvos biol6gicos (BARISIC,
SILVA E SOUSA et al., 2015). Além disso, estudos relatados na literatura, demonstram que o
comportamento de complexos metélicos em solugdes depende do tipo de ligante e isso afeta
diretamente as interacdes com biomoléculas e, consequentemente, sua atividade biologica
(WHITE et al., 1984).

Ao observar os resultados obtidos nas Figuras C1-C4 (Apéndice C) observa-se para o
complexo 1 uma transicdo em aproximadamente 400 nm em ambos os tempos de 0 e 24h. Em
alguns casos como no meio RPMI observa-se um efeito batocrdmico muito moderado ap6s o
tempo de 24h. A partir desses resultados, pode-se afirmar que o complexo 1 permanece estavel
sob tais condi¢des. Os complexos 2, 3 e 4 apresentaram baixa solubilidade nas matrizes
utilizadas pois nenhuma banda de absor¢do é observada nos espectros no tempo O.
Curiosamente, apos o tempo de 24h surge uma banda de transicdo préximo de 400 nm para o
complexo 2 e 3 em todas as matrizes (Figuras C3). Esta evidencia € sugestiva de que os
complexos ndo mantém a esfera de coordenacdo sob tais condicdes e possivelmente reage com
as matrizes utilizadas. Para o complexo 4, observa-se uma pequena banda de absor¢do em torno
de 400 nm para o complexo com o aminoacido glutationa apds o tempo de 24 horas (Figuras
C4).

Baseado nos resultados obtidos € possivel afirmar que a estrutura do complexo 1
permanece inalterada frente as matrizes estudadas no intervalo de 24h. Por outro lado, os
resultados observados para os complexos 2, 3 e 4 sugerem que os complexos ndo sdo estaveis

sob as condicOes avaliadas. Neste caso, considera-se que os complexos 2, 3 e 4 podem atuar
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como pro-farmacos e que a solucdo estoque usada para o teste de citotoxicidade do complexo

1 contém de fato a estrutura proposta.

5.8 Ensaios biologicos

Testes de citotoxicidade preliminares foram realizados para os complexos de paladio.
Estes testes foram feitos frente as linhagens celulares A2780 (tumoral de ovario), A2780cis
(tumoral de ovario resistente a cisplatina), A549 (tumoral de pulmdo) e MRCS5 (ndo tumoral de
pulmdo de origem fetal). A cisplatina (CDDP) foi usada como controle positivo. Os valores
obtidos estdo mostrados na Tabela 8 para um tempo de incubacido de 48 horas. Observa-se que

os complexos foram ativos nas linhagens celulares testadas somente em altas concentracoes.

Tabela 8 — Valores das concentracdes de ICso (umol L") obtidos para os complexos de

Pd(II), tempo de incubagdo de 48 horas.

Viabilidade Celular (umol L™ ")

A2780 A2780cis AS549 MRC-5
1 71,863 £3,073 46,257 + 2,687 > 150 > 150
2 45,395 £ 0,672 36,973 £1,378 135,133 £ 13,008 > 150

CDDP 14,240 + 0,053 25,09 £0,9 13,0,13 0,471 21,617 £ 0,799

Fonte: Dados da pesquisa.

E possivel observar que, para a linhagem de cincer de ovario (A2780), o complexo de
2 obteve o melhor resultado dado seu menor valor ICso comparado com os outros complexos;
para a linhagem de cancer de ovario resistente a Cisplatina (A2780cis), por fim, na linhagem
de células epiteliais de carcinoma de pulmao (A549), o complexo 2 apresentou o menor valor
de ICso dentre os trés complexos. Sendo assim, € importante ressaltar que apesar de
apresentarem uma atividade biologica inferior que a cisplatina, os complexos demonstraram
uma baixa toxicidade a linhagem MRC-5, que € uma linha de cultura de células composta por
fibroblastos, que foram obtidas do desenvolvimento de células pulmonares saudaveis,
indicando uma possivel seletividade dos compostos, haja vista que apresentaram baixa
toxicidade para as células ndo cancerosas.

Os testes de viabilidade celular foram conduzidos novamente em células A2780

(tumoral de ovério) e A2780cis (tumoral de ovario com resisténcia a cisplatina) com um maior
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tempo de incubagdo (72 horas). Os resultados sdo apresentados na Tabela 9. Observa-se uma
melhora consideravel nos valores de ICso com o aumento no tempo de incubagdo. Além disso,
a alteracdo do quarto sitio de coordenacdo altera os resultados de citotoxicidade, sendo os
melhores resultados demonstrados pelo complexo com o derivado de tiocianato. Os fatores de
resisténcia dos complexos de paladio comparados a CDDP também sdo apresentados na Tabela
9. Os resultados sdo expressos como a razio entre os valores de ICso na linha celular resistente
dividida pelos valores de ICso na linha celular parental. Estes resultados indicam que o
complexo 2 apresenta maior atividade frente a linhagem ndo resistente. De forma geral,
podemos analisar os resultados biologicos como promissores e indicativos para prosseguirmos

com a andlise biologica destes compostos devido a ndo toxicidade em linhagem nao tumoral.

Tabela 9 — Valores das concentracdes de ICso (umol L") obtidos para os complexos de

Pd(II), tempo de incubagdo de 72 h e valores do fator de resisténcia (FR).

Viabilidade Celular (umol L™ ")

Compostos FR
A2780 A2780cis
1 63,750 + 2,353 >100 -
2 31,663 + 1,605 72,142 + 1,426 2,278
CDDP 4,818 £0,078 27,887 £2,208 5,788

FR = [A2780cis]/[A2780]. Fonte: Dados da pesquisa.

Novos experimentos foram realizados em colaboracdo com a Universidade de
Birmingham, com o intuito de avaliar a atividade citot6xica de todos os complexos. Para isto,
estudos bioldgicos foram realizados utilizando a linhagem A2780 (carcinoma de ovario
humano) para os ligantes livres e alguns dos complexos (Tabela 10). O diferencial deste
experimento foi que a concentracao de ICs foi calculada baseado na concentragdo real de metal
encontrado na célula determinada por ICP. O ligante livre HL1, bem como os precursores
metalicos usados nas sinteses sdo inativos frente a linhagem celular A2780, apresentando valor
de ICsp acima de 50 uM sendo considerados inativos.

Observa-se que a complexa¢do do ligante ao centro de paladdio ndo afeta a atividade
citotoxica. Nota-se ainda que a troca dos coligantes cloretos por tiocianato nos complexos nao
influencia na citotoxicidade dos complexos. Por outro lado, ao se trocar o centro metalico

paladio por platina no complexo 4 ocorre um aumento consideravel na atividade (ICso = 0,55
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uM), sendo este complexo mais ativo que a cisplatina. A analise das propriedades citotdxicas
dos compostos sugere que o efeito de morte celular observado para o complexo 4 pode ser
atribuido a coordenacdo do ligante ao centro de Pt(Il). Portanto, os resultados preliminares
obtidos até agora revelam o complexo 4 como um candidato promissor para se aprofundar o
estudo futuramente. Como indicado nos testes de estabilidade o complexo 4 ¢ instivel nas

matrizes avaliadas, por isso, considera-se que este pode atuar como um pré farmaco.

Tabela 10 — Valores de 1Cso para os compostos em estudo frente a linhagem celular A2780.

CDDP: cisplatina.

Compostos ICso (uM)
[PdCL:(MeCN):] > 50
K;[PtCly] > 50
HL1 > 100
1 > 50
2 > 50
3 > 50

4 0,55%0,07

CDDP 1,20%0,03

Fonte: Dados da pesquisa.
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6 CONCLUSAO

O desenvolvimento deste trabalho permitiu a sintese do ligante HL1 ja registrado na
literatura e a sintese de quatro complexos inéditos [PdCI(L1)] (1), [PASCN(L1)] (2), [PtCI(L1)]
(3) e [PtSCN(L1)] (4), com rendimentos variados e alta pureza. Com excec¢do do ligante HL1,
nenhuma das reagdes exigiram controles de atmosfera inerte. As caracterizagdes dos complexos
foram realizadas através das técnicas de caracterizacdo de espectroscopia vibracional na regido
do infravermelho, ressonincia magnética nuclear de 'H e '°C, espectrometria de massas e
difracdo de raios X em monocristal. Por meio da espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho foi possivel observar estiramentos caracteristicos do ligante bem como os modos
vibracionais referentes aos coligantes cloreto e tiocianato. Através da técnica de difracdo de
raios X foi possivel elucidar a estrutura quadrada distorcido dos complexos 1 € 2 com o ligante
atuando em modo tridentado assim como havia sido previsto pelas técnicas espectroscopicas.

Testes de estabilidade indicaram que, provavelmente, apenas o complexo 1 é capaz de
manter sua esfera de coordenacdo em diversas condicdes, enquanto 0s outros complexos sao
instaveis e podem atuar como pré-farmacos.

Os testes de atividade citotdxica em linhagens de células tumorais (A2780, A2780Cis,
A549) revelaram que, apds 72 horas de incubacdo, o complexo 2 apresentou os melhores
resultados de atividade antiproliferativa.

Os complexos 1 e 2 ndo demonstraram toxicidade em células ndo tumorais, o que € um
achado promissor para possiveis aplicacdes terapéuticas.

A complexacio do ligante HLL1 ao centro de Pt(II) com o ligante tiocianato resultou em
uma melhora significativa na atividade citotoxica, destacando o complexo 4 como o resultado

mais promissor do estudo.
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Espectro de absorcao na regiao do infravermelho (Apéndice A)

Figura A1 — Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (cm™') para o ligante HL1.
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Figura A2 — Espectro de absor¢io na regido do infravermelho (cm™!) comparativo para o
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Figura A3 — Espectro de absor¢io na regido do infravermelho (cm™') comparativo para o

Transmitancia (%)

complexo 2 (linha preta) e o ligante HL1 (linha vermelha).
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura A435 — Espectro de absor¢io na regido do infravermelho (cm™!) comparativo para o

Transmiténcia (%)

complexo 3 (linha preta) e o ligante HL.1 (linha vermelha).
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Figura A5 — Espectro de absor¢io na regido do infravermelho (cm™') comparativo para o
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complexo 4 e o ligante HL1.
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Ressoniancia Magnética Nuclear (Apéndice B)

Figura B1 — Espectro de 'H-RMN do complexo 2 em solucdo de CDCls.
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Testes de estabilidade (Apéndice C)

Figura C1 — Espectros de UV-Vis do complexo 1 em matrizes PBS, dgua, glutationa, RPMI, FPM, albumina de soro bovino, FCS e albumina de

soro humano, registrados imediatamente apds a preparagdo (linha preta) e apos 24 h (linha vermelha).
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Figura C2 — Espectros de UV-Vis do complexo 2 em matrizes PBS, dgua, glutationa, RPMI, FPM, albumina de soro bovino, FCS e albumina de
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Figura C3 — Espectros de UV-Vis do complexo 3 em matrizes PBS, dgua, glutationa, RPMI, FPM, albumina de soro bovino, FCS e albumina de
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Figura C4 — Espectros de UV-Vis do complexo 4 em matrizes PBS, dgua, glutationa, RPMI, FPM, albumina de soro bovino, FCS e albumina de

soro humano, registrados imediatamente apds a preparagdo (linha preta) e apos 24 h (linha vermelha).
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