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Resumo

Complexos difenil-pirazdlicos de platina: estrutura, interacio com
biomoléculas e citotoxicidade

Farmacos baseados em platina(II) sdo bem conhecidos e amplamente utilizados na
quimioterapia do cancer desde a descoberta das propriedades antitumorais da
cisplatina. No entanto, efeitos colaterais toxicos e resisténcia celular intrinseca ou
adquirida por alguns pacientes decorrentes da administracao destes compostos
comprometem a sua eficacia e estimulam a busca por analogos com um perfil de
efeitos mais favoravel. Este trabalho apresenta a sintese e caracterizacdo estrutural
de trés complexos inéditos de platina(Il), de formula geral [Pt!!(Pz)2Cl2], em que Pz
sdo ligantes derivados do difenil-pirazol, visando a obtenc¢do de potenciais agentes
antitumorais. Derivados do heterociclo pirazol sdo biologicamente relevantes
apresentando uma ampla gama de bioatividades relatadas na literatura. Os ligantes
difenil-pirazol utilizados neste trabalho possuem modificagbes estruturais nos
grupos fenil, sendo um para-fluorofenil e o outro para-substituido pelos grupos R -
CHs, -F ou -Cl (L1, L2 e L3, respectivamente), a fim de se investigar a relacdo
estrutura-atividade. As caracterizacdes foram realizadas por meio de analise
elementar, condutimetria, andlise termogravimétrica, espectroscopia de absorc¢ao
na regido do infravermelho e do UV-vis, espectroscopia de RMN de 'H, 13C e 195Pt,
espectrometria de massas e difracdo de raios X por monocristal. Também foi
avaliada a interacao dos complexos sintetizados com o DNA e a BSA (albumina do
soro bovino) por meio de ensaios espectrofotométricos, em que estes apresentam
constantes de interacdo similares ou superiores as apresentadas pelos ligantes
livres. Além disso, o experimento de eletroforese em gel de agarose utilizando DNA
plasmidial demonstrou a capacidade dos complexos interagirem com o DNA e
alterarem sua mobilidade eletroforética. A atividade antiproliferativa dos
compostos foi avaliada frente as linhagens celulares tumorais B16F10 e 4T1, e ndo
tumoral BHK21, por meio da qual foi demonstrada a potencializacdo da acao
citotéxica dos complexos sobre os ligantes. Os complexos apresentaram atividade
promissora, principalmente os complexos C1 e C3, apesar da baixa seletividade. Foi

avaliada, também, a capacidade de biomoléculas como BSA e GSH (glutationa)



interagirem com os complexos em meio biolégico e afetarem a atividade citotéxica
dos mesmos frente a linhagem B16F10, sendo que o complexo C3 nao sofreu
perturbacdo. Por fim, os complexos foram devidamente obtidos e as andlises
bioinorganicas sugerem que o complexo C3 tem melhor interagdo com o DNA
(principal alvo celular) conseguindo driblar biomoléculas como BSA e GSH que

possam causar sua desativagao.

Palavras-chave: Complexos metalicos; Ligantes nitrogenados; Antitumorais; DNA;
Albumina; Glutationa



Abstract

Platinum diphenyl-pyrazole complexes: structure, interaction studies with
biomolecules and cytotoxicity

Platinum(II)-based drugs are well known and widely used in cancer chemotherapy
since the serendipitous discovery of the antitumor properties of cisplatin. However,
toxic side effects and intrinsic or acquired cell resistance by some patients under
cisplatin treatment can compromise its efficacy and have been stimulating the
search for analog compounds with a more promising effects profile. This work
presents the synthesis and structural characterization of platinum complexes of
general formula [Pt!(Pz)2Cl2], where Pz are diphenyl-pyrazole derived ligands,
aiming to obtain potential antitumor agents. Pyrazole heterocycle derivatives are
biologically relevant for their wide range of bioactivities reported in the literature.
The diphenyl-pyrazole ligands used in this work have structure modifications on
aryl groups, one is a para-fluorophenyl and the other phenyl is para-substituted by
R groups (-CHs, -F or -Cl), L1, L2 e L3 respectively, in order to investigate their
structure-activity relationships. The complexes were characterized by elemental,
conductivity and thermogravimetric analysis, FTIR, electronicc NMR and mass
spectrometry, as well as single-crystal X-ray diffraction. The interaction of
synthesized compounds with DNA and BSA through spectrophotometric assay was
also evaluated, resulting in similar or superior binding ability compared to the free
ligands. In addition, agarose gel electrophoresis with plasmid DNA revealed that
complexes are capable of interaction with DNA and modify its electrophoretic
mobility. Antiproliferative activities were assessed against tumor (B16F10and 4T1)
and non-tumor (BHK21) cell lines, and the cytotoxicity of the compounds was
strongly increased after metal complexation displaying promising activity,
especially complexes C1 and C3, despite its low selectivity. It was also assessed the
ability of BSA and GSH biomolecules to decrease the cytotoxicity of the complexes
against B16F10. It can be highlighted here that the C3 activity was not disturbed in
those conditions. Lastly, complexes were properly obtained and bioinorganic
analysis suggest that C3 has better interaction with DNA (the main biological target),
managing to circumvent biomolecules such as BSA and GSH that can cause its

deactivation.
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1. Introducao

Doencas neopldsicas e a Quimioterapia do Cancer

Cancer é o termo usado para um grupo de doengas que se caracterizam pelo
crescimento desordenado de células anormais, que podem invadir tecidos sadios
préximos e/ou metastatizar para outros pontos do organismo. Esta proliferacao
anormal de células é conhecida como neoplasia, podendo formar tumores malignos,
que sdo de multiplicacdo exacerbada, comprometendo as func¢des fisiologicas de um,
ou varios 6rgdos, na ocorréncia de metastase. No caso de tumores benignos, estes se
multiplicam morosamente e ndo acarretam tantos riscos ao individuo. O cancer é
uma doenca potencialmente fatal que acomete uma grande parcela da populacao
mundial, atras apenas de doengas cardiovasculares, segundo a Organizagdo Mundial
da Saude (WHO - World Health Organization). Em termos globais, a taxa de
mortalidade representa quase 21% dos dbitos. Os tipos de cancer mais incidentes
no mundo sdo de pulmao, mama, intestino e prostata. O Instituto Nacional do
Cancer! publica, bienalmente, estimativas para a incidéncia de cancer no Brasil,
segundo género, regido geografica e tipo de neoplasia. Para o biénio 2018-2019,
estimou-se a ocorréncia de 600 mil novos casos de cancer, para cada ano, sendo os
canceres de prostata em homens e mama em mulheres os mais frequentes (68 mil e

60 mil, respectivamente)®2.

Esse cenario de mortalidade pode ser amenizado através de diferentes
intervengdes ou combinacdo das mesmas. As principais formas de tratamento
contra o cancer envolvem cirurgia, radioterapia ou quimioterapia. A quimioterapia
consiste da utilizacdao de fArmacos para controlar, inibir e até mesmo destruir células
cancerosas que formam o tumor, a fim de curar ou atenuar o mesmo. Tal tratamento
pode ser viabilizado através de, principalmente, administracao oral e intravenosa.
Existem, entretanto, problemas relacionados ao uso dos medicamentos
antitumorais existentes, por agirem de forma inespecifica, atingindo também células
normais. Assim, efeitos colaterais como perda de cabelo, nduseas, vomitos, dentre
outros, sdo comuns aos pacientes submetidos ao tratamento. Além disso, as células

cancerosas podem desenvolver mecanismos de resisténcia, diminuindo o efeito



17

citotéxico dos compostos. Dessa forma, a necessidade de fairmacos antitumorais

mais eficazes é extremamente relevante dentro do contexto citado?®3.

Contribuigéoes da Quimica Bioinorgdnica na quimioterapia

No contexto da quimioterapia do cancer, complexos de platina tém sido
amplamente estudados desde a descoberta das propriedades citotoxicas da
cisplatina por Rosenberg e colaboradores na década de 1960, quando estudavam o
crescimento de uma colonia de Escherichia coli na presenga de campo elétrico*. Em
seus experimentos foi observado que compostos formados, a partir do eletrodo de
platina, durante a eletrolise, interrompiam a divisdo celular e induziam o
crescimento de filamentos de bactérias. Dentre esses compostos, o complexo cis-
diaminodicloroplatina(ll), conhecido como cisplatina (Figura 1), foi identificado
como o mais ativo. Essa descoberta deu origem ao renascimento da quimica
inorganica medicinal, antes utilizada apenas de forma empirica®. A cisplatina foi
aprovada em 1978 para o tratamento de cancer de prdstata, atingindo 90% de taxa
de cura para casos detectados em estagios iniciais. Esse firmaco também se mostra
altamente eficaz para outros tipos de cancer, como cancer de ovario, esofago,
pulmao, entre outros®’. A administracdao de cisplatina, no entanto, leva a efeitos
adversos, como nefrotoxicidade e neurotoxicidade. Além disso, pacientes podem
desenvolver resisténcia severa ao medicamento, o que limita significativamente seu

uso e resulta em baixa eficacia contra alguns tipos de tumores®8?.

Assim, esfor¢os no sentido de amenizar esses efeitos foram fundamentais na
descoberta de analogos da cisplatina com menor toxicidade. Compostos como a
carboplatina e oxaliplatina (Figura 1), foram racionalmente desenvolvidos e
demonstraram boas atividades antitumorais. Esses compostos foram aprovados
para uso clinico como quimioterapicos em diversos paises, em 1989 e 2002,
respectivamente, com a proposta de diminuir os efeitos colaterais, preservando a
atividade antineoplasica. A carboplatina foi sintetizada segundo a hipétese de que
compostos contendo dicarboxilatos como grupos abandonadores, em contraste com
os labeis ligantes cloretos, reteriam melhor as propriedades anticancer, além de
serem menos toxicos. Ela apresenta, basicamente, o mesmo espectro de atividade
que a cisplatina, com menor incidéncia de efeitos colaterais, porém, ineficiente

frente as células tumorais resistentes. Sua utilizacdo se da, principalmente, no
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tratamento de cancer de ovarios e pequenas células de pulmdo. Pesquisas no
sentido de aumentar o espectro de atividade de agentes anticancer baseados em
platina levaram a aprovagdo do uso da oxaliplatina. Esta se mostra eficaz contra
cancer de co6lon e cancer gastrointestinal, para os quais cisplatina e carboplatina ndo
respondem adequadamente. Adicionalmente a cisplatina, carboplatina e
oxaliplatina, que receberam aprova¢do mundial no tratamento de cancer, a

nedaplatina foi aprovada para tratamento no Japao, e lobaplatina foi aprovada para

tratamento na China, além de outros compostos ao redor do mundo?1° (Figura 1).
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Figura 1 - Estruturas quimicas dos firmacos de platina e derivados que alcancaram a
triagem clinica.
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Diversos outros trabalhos explorando o potencial citotéxico de compostos
baseados em platina tém sido relatados. Farrell e colaboradores descreveram uma
nova classe de compostos citotéxicos de Pt(II): os polinucleares, como o trisplatina
BBR3464 (Figura 1). Esses compostos contém unidades do tipo trans-[Pt(NHs)2Cl],
com ligantes alcanodiaminos em ponte, em um design projetado para favorecer
ligagdes cruzadas intra- e interfita de longa distancia, formando adutos nao
convencionais. O BBR3464 ¢é mais citotoxico que a cisplatina, in vitro e in vivo, e
exibe atividade antitumoral contra células resistentes e é o ultimo derivado de

platina submetido a testes clinicos desde 199911-13,

Compostos de platina(IV) também tém sido descritos como possiveis
antitumorais, principalmente como pré-droga. Eles possuem propriedades
interessantes e diferentes de analogos da cisplatina, como maior solubilidade em
agua e maior estabilidade da esfera de coordenacdo frente a substituicdo de ligantes,
uma vez que sdo compostos octaédricos e coordenativamente saturados. Essas
propriedades podem permitir o transporte da droga intacta (“pr6-droga”), com
menos reagoes indesejadas, até a entrega ao alvo bioldgico, diminuindo, portanto,
efeitos téxicos indesejados. A reacdo de reducdo da platina(IV) para platina(Il), ao
mesmo tempo em que perde dois ligantes axiais, é considerada essencial para a
atividade citotdxica desses compostos. A forma divalente resultante pode se ligar ao
DNA, analogamente aos derivados da cisplatina. Alguns compostos de platina(IV)
estdo em triagem clinica, como a mitaplatina e a satraplatina, demonstrados na

Figura 114-16,

Outras estratégias promissoras como sistemas de veiculacdo de drogas
(lipossomas, ciclodextrinas, nanoparticulas, etc) tém recebido esforcos na tentativa
de aumentar o espectro de atividade citotdxica e a seletividade dos derivados de
platina, além da redu¢do de efeitos colaterais e da resisténcia intrinseca ou
adquirida em pacientes oncoldgicos. A resisténcia pode estar envolvida com a
desativacao da droga através de reagoes paralelas que podem ocorrer dentro ou fora

da célula, antes de atingirem o alvo, ou relacionada ao tipo de uptake celular!317.18,

Os processos bioquimicos envolvidos na entrada da cisplatina nas células

apontam para dois mecanismos principais. A difusdo passiva transmembrana é um
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processo que depende do tamanho e balanc¢o hidrofilico/hidrofébico da molécula,
de forma que é esperado que a cisplatina atravesse a bicamada lipidica
passivamente. Estudos envolvendo membranas-modelo corroboram essa proposta
de uptake celular. A alta concentracao de ions cloreto em meio extracelular previne
que reacoes de substituicdo de ligantes ocorram na cisplatina. No meio intracelular,
onde a concentracao de ions cloreto é, aproximadamente, dez vezes mais baixa,
essas reagdes ocorrem mais rapidamente, produzindo espécies mais reativas, como
o cis-[Pt(NH3)2Cl(H20)]* (Figura 2). Transportadores ativos presentes em
membranas sdo outra forma de internalizacdo da cisplatina. Transportadores de
cobre como Ctrl, Ctr2, transportadores de cations organicos (OCTs) entre outros,
estdo associados a regulacdo de cisplatina em células de mamiferos. No entanto, o

mecanismo de intera¢do nao foi totalmente elucidado?.9.16.19,20,

HaN_ /CI
/Pt\
H3N Cl
(i) [CI] = 104 mM (meio extracelular) Membrana Plasmatica
|
[CI] =4 - 10 mM (citoplasma) i
v
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v i
“n—H--0 - Pt— NHs
H3N\ OHj 2+ ﬁ (m) - (iv)
Pt C N-- H—N G é
/
HsN
.__H \H
Par de base do DNA C-G Aduto intrafita 1,2-d(GpG)

(produto principal)

Figura 2 - Etapas do mecanismo de acdo da cisplatina. (i) Uptake celular, (ii)
Aquacdo/ativagdo, (iii) Ligacdo ao DNA através de bases nitrogenadas, (iv) Ligacdes
cruzadas que levam as distorgdes na estrutura e apoptose. Adaptado da Referéncia 77.
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Principais alvos biolégicos de metalofarmacos

O mecanismo de acdo de compostos baseados em platina tem sido
largamente estudado, embora nao esteja completamente elucidado. Evidéncias
apontam que o produto de aquacdo da cisplatina, cis-[Pt(NH3)2Cl(H20)]*, é atraido
para o nucleo celular, devido as cargas negativas dos grupos fosfato do DNA,
tornando-o o principal alvo biolégico dessa classe de compostos (Figura 3). A
molécula de agua como ligante pode ser substituida por uma base nitrogenada,
sendo que os atomos de nitrogénio N7 das bases purinas sdo os sitios mais
nucleofilicos e acessiveis, levando a formacao de adutos do tipo cisplatina-DNA.
Adicionalmente, em uma segunda reacao, o ligante cloreto pode ser substituido por
uma segunda base nitrogenada, resultando em ligacGes cruzadas no DNA. Essas
ligacdes cruzadas podem ocorrer na mesma fita do DNA ou em fitas adjacentes,
sendo chamadas de intrafita e interfita, respectivamente. Os adutos mais comuns
sao formados de ligagdes 1,2-intrafita por residuos de guanina adjacentes,
cis[Pt(NH3)2{d(GpG)}] ou 1,2-d(GpG), Figura 4a, mas podem ocorrer, também,
outros tipos como intrafita entre adeninas e guaninas adjacentes, 1,2-d(ApG), ou
entre guaninas nao-adjacentes, 1,3-d(GpTpG), Figura 4b, além de poderem ocorrer

interfita, ou seja, em fitas diferentes, Figura 4c.721.

Figura 3 - Representacdo da estrutura do DNA (C6digo PDB: 3BSE).
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Essas ligacdes cruzadas tém forte carater covalente, no entanto, outras
interagdes podem ocorrer a depender da estrutura do composto antitumoral
interagente com o DNA (Figura 3). O mecanismo de interacdes ndo covalentes pode
ser do tipo eletrostatico (entre complexos cationicos e os grupos fosfato do DNA),
ligacdes de hidrogénio, ligacdo nos sulcos maiores ou menores do DNA, ou por
interacdes de intercalagdo do tipo m-m stacking entre bases nitrogenadas por
moléculas aromaticas planas?2. Esses adutos formados por complexo-DNA causam
distor¢des significativas na estrutura helicoidal da biomolécula (Figura 4),
interferindo no reconhecimento do DNA por componentes celulares e resultam em
inibicao da replicacdo e transcri¢do, desencadeando a morte celular por apoptose e

necrose20.23,

(b)

Figura 4 - Distor¢des na estrutura do DNA causadas pela ligagdo covalente entre a
cisplatina e 0 N7 das bases nitrogenadas a) Liga¢do cruzada do tipo 1,2-d(GpG) intrafita, (b)
Ligacdo cruzada do tipo 1,3-d(GpTpG) intrafita e (c) Ligacdo cruzada interfita. Adaptado da
Referéncia 23.

Embora o DNA continue sendo o alvo biologico primario para a cisplatina,
reacOes deste composto com outras macromoléculas biologicas sao, também, de
grande interesse, pois podem indicar efeitos de toxicidade, eficacia e biodistribuicao
da droga. Existe clara evidéncia de que a cisplatina se liga as albuminas de soro,
principalmente através de residuos de cadeias laterais de histidina e metionina,
formando adutos e afetando o comportamento farmacocinético da mesmaZ2425, As
albuminas de soro, como as albuminas de soro humano (HSA) ou bovino (BSA)

(Figura 5), sdo as proteinas mais abundantes do plasma sanguineo destes
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mamiferos, com concentracdes de aproximadamente 0,6 mM, e desempenham
muitas fungdes fisioldgicas. Elas agem no transporte e distribuicao de compostos
como aminoacidos, fons metalicos, bem como farmacos e outros, sendo capazes de
se ligar auma variedade de moléculas exdgenas, de forma que € interessante estudar
os comportamentos de interacdo de antitumorais promissores com as albuminas de

Soro26,

Figura 5 - Representacdo da estrutura terciaria da BSA. Cédigo PDB: 4F5S.

Devido a grande afinidade de platina(Il) por grupos sulfurados, em acordo
com teoria de acidos e bases de Pearson, a espécie ativada da cisplatina (formada
como produto de aquacgao no citoplasma) reage com moléculas contendo grupos
sulfidrila, como a glutationa. A glutationa (GSH), Figura 6, é um tripeptideo
constituido de acido glutamico, cisteina e glicina (Glu-Cys-Gly), presente em células
mamiferas, em meio intra- e extra- celular, em concentra¢des na faixa de 1-10 mM.
E uma das mais importantes defesas do organismo contra os danos oxidativos
causadas por espécies reativas de oxigénio, servindo como substrato para a acdo da
glutationa peroxidase na remoc¢do de H202. Esse peptideo faz parte, portanto, do
eficiente sistema antioxidante das células, juntamente com a superéxido dismutase,
NADPH, vitaminas C e E, dentre outros?’. A inativacdo da cisplatina pode ocorrer
através do aumento intracelular de GSH, que se liga ao centro metalico, formando
adutos que sdo rapidamente excretados do meio. Esse processo diminui a
disponibilidade do composto no citoplasma para que se ligue ao DNA, diminuindo

consideravelmente, também a sua eficacia?é. Além disso, algumas linhagens de
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células resistentes a cisplatina apresentam teores elevados de glutationa e
metalotioneinas, indicando uma correlacdo entre a concentracdo de tidis e a

resisténcia celularde.

SH

H
HOOC N COOH

Iz

Zie

H» o
Figura 6 - Estrutura quimica da glutationa (GSH).

Sendo assim, a atividade citotoxica de um farmaco antitumoral baseado em
platina(Il) esta intrinsicamente relacionada as suas habilidades de superar os
mecanismos paralelos passiveis de ocorrer dentro ou fora célula que afetem sua
biodisponibilidade no nucleo celular (Figura 7). Em virtude disso, é motivada a
busca por compostos analogos a cisplatina com variagdes estruturais que
minimizem os efeitos adversos de um metalofarmaco e promova uma atividade

seletiva inclusive em células resistentes a cisplatina.
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Figura 7 - Os caminhos possiveis para a cisplatina, antes e depois de entrar na célula
Adaptado da Referéncia 13.
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Ligantes com potencial bioativo utilizados nesse trabalho: pirazois

A escolha de ligantes para o design racional de complexos metalicos visando
aplicagOes bioldgicas pode ser feita estrategicamente, utilizando-se compostos que
tem capacidade e versatilidade de coordenacdo a centros metalicos, bem como
interacdo com alvos biolégicos. Assim, pode-se esperar efeitos sinérgicos e
potencializados. Outras estratégias estdo no uso de ligantes que possibilitam o
transporte do metal ao sitio de atuacdo, ligantes que modulem a cinética de
interacdo do metal, ou ainda quando o complexo atua como pré-droga para ligantes

ativos, dentre outras29-31 ,

Dentre os possiveis ligantes que atendem a estas caracteristicas estdo os
azois, que sdo heterociclos aromaticos contendo um atomo de nitrogénio e um outro
heteroatomo dispostos na posi¢cdo-1,2 de um anel de cinco membros. Os pirazoéis
(Figura 8) sdo compostos em que o heterodtomo é um outro &tomo de nitrogénio.
O nitrogénio 1 (N1) é do tipo pirrdlico, porque seu par de elétrons ndo-ligado esta
em conjugacdo com o sistema aromatico, enquanto o nitrogénio 2 (N2) é do tipo
piridinico e o par de elétrons encontra-se no orbital sp2 no plano do anel. Além de
serem capazes de doar ou aceitar H*, o sitio basico do pirazol pode agir como um
receptor de ligacdo de hidrogénio e o grupo N-H pode ser um doador de ligacdo de

hidrogénio, o que os tornam importantes em quimica supramolecular32.

4
AN
3 5
\
N——N
2 1

Figura 8 - Estrutura quimica do heterociclo pirazol.

Os pirazois podem ser encontrados e isolados de fontes naturais como, por
exemplo, extraidos de algumas plantas e de sementes de melancia33. Para alguns
derivados sintéticos de pirazol ja foram demonstradas propriedades bioldgicas
interessantes como atividade analgésica, anti-inflamatoéria, bactericida, antifungica,

antiviral, antiturberculose, bem como atividade antitumoral3435, atraindo bastante
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atencdo por seu amplo espectro de atividade. Sendo assim, ndo é surpresa que esses
compostos sejam amplamente utilizados no desenvolvimento de drogas, podendo
citar a dipirona e o sildenafil como exemplos mais populares utilizados como

medicamentos3536, entre outros (Figura 9).
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Figura 9 - Estrutura quimica de alguns derivados de pirazol usados como medicamentos.
Do ponto de vista da quimica de coordenacao, os pirazdis sao extremamente
versateis, a depender do tipo de metal utilizado, do pH do meio, entre outros

fatores3235 e, assim, constituem uma atraente classe de ligantes (Figura 10).

N——NH
/ / \ 7/
M M M M M M

)

Figura 10 - Modos de coordenacao possiveis para complexos de ligantes pirazol, em que M
representa um fon metalico.

Complexos metdlicos contendo ligantes pirazéis (Pz) sdo descritos na
literatura em uma variedade enorme de contextos, devido as diferentes
caracteristicas estruturais, como tautomerismo e o diferente comportamento dos
mesmos em meios basicos ou acidos32. No que concerne a atividade bioldgica de

complexos pirazolicos, essa versatilidade estrutural é estrategicamente explorada,
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levando a complexos estruturalmente diversos, apesar de ainda encontrar-se em
desenvolvimento, comparando-se com outros ligantes doadores de nitrogénio.
Nesse contexto, complexos contendo ligantes derivados do pirazol e centros
metalicos variados (Pt(II), Pd(II), Au(I), Au(Ill), Ag(I) etc) foram relatados como
possuindo atividade bactericida, antiparasitaria e antiviral3’. Na quimioterapia do
cancer, esses compostos foram introduzidos por Sakai e colaboradores, que
reportaram as atividades citotdxicas dos complexos trans-PtClz(pzH)2 e trans-
PtCl2(3-CO2H,5-C0O2KpzH)2, (Figura 11), contra as linhagens tumorais DLD-1,
HCT15 e HT29 (adenocarcinoma de colo-retal humano), e AGS (adenocarcinoma
gastrico). O primeiro complexo mostrou-se ativo contra as quatro linhagens
estudadas, sendo sua citotoxicidade comparavel a da cisplatina, enquanto o segundo

complexo mostrou-se inativo3s.

Pl N”'N

HN/N
N/NH

Pt
“N—NH
-/ M

Figura 11 - Complexos de platina(Il) sintetizados por Sakai e colaboradores3s.
Komeda e colaboradores verificaram que o complexo binuclear [(NH3)2Pt(p-

pz)(u-OH)Pt(NH 3)2](NOs3)2 (Figura 12) é altamente eficaz e mais citotéxico que a

cisplatina frente a algumas linhagens cancerosas, com ICso da ordem de 1 pM39.

N— Ha NN H;
i TN, \Pt/ e ol ™
TRVARR I Y Mo N
| Hs H >IN0l N H 2
2
Figura 12 - Complexos binucleares de platina(ll) sintetizados por Komeda e

colaboradores3°.
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Tendo em vista o desenvolvimento de compostos baseados em platina como
antitumorais e o potencial biol6gico de derivados pirazdis, representado pelo amplo
espectro de bioatividades relatado, é interessante, portanto, estudar os efeitos
sinérgicos que podem ser observados em complexos Pt-pirazol. A variagdo
estrutural através de grupos quimicos associados aos ligantes pirazois, nas posicoes
3 e 5, pode ser uma estratégia interessante para funcionaliza-lo sistematicamente e
aumentar a atividade farmacolégica dos mesmos. Alguns substituintes sdo capazes
de modular o carater hidrofilico/hidrofébico, alterar propriedades eletronicas nos
anéis, além de interagir seletivamente com diversos alvos bioldgicos e, assim,

potencializar as propriedades bioldgicas inerentes a esses compostos3640,

Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi sintetizar complexos de platina(Il) usando
ligantes da classe dos pirazdis. Investigar suas propriedades antitumorais e estudar
seus provaveis mecanismos de acdo através de ensaios com biomoléculas como

DNA, albumina e glutationa.
Objetivos especificos
¢ Sintetizar novos complexos de platina(Il) com ligantes difenil-pirazois;

e (aracterizar os complexos obtidos através de técnicas fisico-quimicas como
andlise elementar, espectrometria de massas, condutimetria, andlise
termogravimétrica, espectroscopia vibracional de absor¢do na regido do
infravermelho, espectroscopia de ressondncia magnética nuclear e difragcdo

de raios X por monocristal;

e Avaliar a atividade antitumoral in vitro dos ligantes e complexos obtidos
frente as linhagens de células tumorais e uma linhagem nado-tumoral, bem
como a interferéncia de biomoléculas como glutationa e BSA na

citotoxicidade;

e Investigar o mecanismo de a¢do dos compostos, explorando possiveis

interacOes reversiveis e irreversiveis com alvos biologicos como DNA e BSA.
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2. Técnicas experimentais

Os complexos foram caracterizados quanto a suas temperaturas de fusdo ou
decomposicdo, condutividade molar, andlise termogravimétrica, analise elementar
de carbono, hidrogénio e nitrogénio, espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho, RMN de 1H, 13C e 195Pt e espectrometria de massas. Cristais dos
complexos C1, C2 e C3 foram obtidos de solucdo de DMF e tiveram suas estruturas

determinadas por difracao de raios X por monocristal.

2.1. Temperatura de Fusao

As medidas de faixa de fusao/decomposi¢cdao dos compostos foram realizadas
em um aparelho digital MicroQuimica modelo MQAPF-302 no Departamento de

Quimica da UFMG.

2.2. Analise Elementar

Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio nos compostos foram
determinadas no aparelho PE 2400 CHN Elemental Analyzer no Departamento de
Quimica da UFMG, sendo utilizado gas oxigénio para a combustdo e gas nitrogénio

para o arraste dos gases gerados na combustao das amostras.

2.3. Analise Térmica
As andlises termogravimétricas foram realizadas no Departamento de
Quimica da UFMG utilizando uma termobalan¢a Shimadzu DTG60 e fluxo de

nitrogénio, em uma razao de aquecimento de 10°C min-! em cadinho de alumina.

2.4. Espectroscopia Vibracional na regidao do infravermelho (IV)
Os espectros de infravermelho dos ligantes e complexos sintetizados foram
obtidos em um equipamento Perkin Elmer modelo Frontier no modo ATR na regido

de 400-4000 cm! (resolucdo espectral de 4 cm1).

2.5. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 1H, 13C e 195Pt

Os experimentos de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) de 1H, 13C
e 195Pt foram realizados nos espectrometros Bruker AVANCE DPX200 para
experimentos com frequéncia de 200 MHz e Bruker DRX400 com frequéncia de 400
MHz no Laboratorio de Ressonancia Magnética de Alta Resolugdao (LAREMAR) do
Departamento de Quimica da UFMG, utilizando-se DMSO-ds ou DMF-d7 como
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solventes e sinais residuais dos solventes ou TMS como referéncia interna. Para os
espectros de 19Pt{!H} foi utilizado o [K2PtCls] em D20 como referéncia. A
caracterizacdo se deu através de experimentos de 1H, 13C{1H}, DEPT-135 e mapas de

contorno COSY.

2.6. Difracao de raios X por monocristal

Os monocristais foram difratados no Laboratério de Cristalografia (LabCri)
do Departamento de Fisica da UFMG, pela Prof. Dra. Renata Diniz, e no Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF), pelo doutor Cris Hebert
de Jesus Franco. Na UFMG utilizou-se um difratdmetro Oxford-Rigaku-Diffraction
GEMINI-Ultra, e na UFJF o difratbmetro Supernova Agilent-Rigaku. Todas as
medidas foram realizadas a temperatura ambiente, utilizando radiagdo Ko do
Molibdénio. Os dados foram refinados pelo programa CrysAllisPro#l. As estruturas
foram resolvidas e refinadas utilizando o programa SHELX-2014%2, enquanto as

figuras foram obtidas nos programas Ortep-343 e Mercury#+.

2.7. Espectroscopia de Absorc¢ao na Regido do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis)

As medidas de absorcao eletronica molecular na regido do UV-Vis dos
compostos foram realizadas no equipamento modelo UV-2600 da Shimadzu com
cubetas de quartzo e caminho 6ptico de 1 cm no Departamento de Quimica da UFMG.

As leituras foram realizadas em solu¢do de DMF na regidao de 200 a 700 nm.

2.8. Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissio dos compostos foram obtidos em um
espectrofluorimetro Varian Cary Eclipse no Departamento de Quimica da UFMG. As
analises foram realizadas em cubetas de quartzo com 1,0 centimetro de caminho

Optico, A excitagio = 269 nm e fendas de excitacdo e emissdo de 10 nm.

2.9. Condutividade

A condutividade molar foi avaliada utilizando-se um condutivimetro
HighMed modelo HMCDB-150 e concentragdes de 1x10-3 mol L-1 dos compostos em
DMF. O aparelho foi calibrado com uma solugdo aquosa de KCl 0,01 mol L1 e as

medidas foram efetuadas a 25 °C.
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2.10. Espectrometria de Massas

Os espectros de massa, com ionizacdo por spray de elétrons operado em
modo negativo (ESI-MS), foram obtidos em equipamento Thermo Scientific, modelo
LCQ-FLEET, com analisador de massas de baixa resolucdao do tipo lon Trap, via
injecao direta. As amostras foram analisadas em solu¢ées de MeOH na faixa de 100

- 2000 m/z.
2.11. Ensaios de citotoxicidade

A citotoxicidade in vitro dos compostos foi determinada a partir de testes de
viabilidade celular, no Laboratério de Substancias Antitumorais - LSAT, no Instituto
de Ciéncias Bioldgicas (ICB - UFMG). Utilizaram-se as linhagens de células tumorais
de carcinoma mamario murino-4T1, melanoma metastatico murino-B16F10 e uma
linhagem ndo tumoral de rim de hamster BHK-21.

As células foram cultivadas a 37 °C em garrafas de 25 cm? em meio de cultura
RPMI 1640 suplementadas com 10% (v/v) de soro fetal bovino em pH 7,4, atmosfera
umida a 5% de CO2. As células foram distribuidas em placas de 96 pogos com
densidades que variaram de 0,5 a 2,0 x 103 célula/pogo, por um periodo de
incubacdo de 24 horas para adesdo. Solu¢des-estoque dos compostos foram
preparadas (102 M em DMF) e diluidas em meio de cultura em diferentes
concentracdes, onde a porcentagem de DMF maxima foi de 1%. Em seguida,
adicionaram-se essas diferentes solucdes as placas para concentragdes finais de
100, 50,10, 0,5 € 0,1 uM. Depois de 72 horas de exposicdo aos compostos, as células
foram incubadas com MTT (Brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-11)2,5-
Difeniltetrazolio) a 50 ug/10 puL/poco por 4 horas. Finalmente, o meio de cultura foi
removido e o produto de metabolizacdo do MTT pelas células viaveis (Formazan,
Figura 13) foi solubilizado em DMSO (100uL/pog¢o) e medido por leitura
espectrofotométrica (absorbancia em 570 nm). Os valores de ICso (concentragao
inibitoria de 50% da viabilidade celular) foram calculados considerando o grupo
controle negativo (100%) e tratados nos programas Excel e GraphPad Prism 5. A
cisplatina foi utilizada como droga de referéncia. Um experimento de viabilidade
celular com MTT em B16F10 também foi realizado utilizando-se as mesmas
condig¢des descritas acima, a diferir apenas pelo meio de cultura suplementado com

BSA (25 mg mL1) ou GSH (ImM) em concentragdes extracelulares*>46, com o
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objetivo de verificar a interferéncia dessas biomoléculas na citotoxicidade dos

compostos.

CHs CH,

MTT Formazan

Figura 13 - Reacgdo de redugdo do MTT que ocorre na mitocondria de células viaveis.

2.12. Estudos da intera¢ao com biomoléculas
2.12.1. Estudos de intera¢do com BSA por titulacoes espectrofotométricas
Preparou-se uma solugdo de BSA (albumina do soro bovino, Sigma Aldrich)
em tampao Tris-HCl pH 7,4 (4,5 mmol L1 Tris-HCl; 0,5 mmol L1 Tris-base;
50 mmol L-1 NaCl). A concentracdo da solucdo foi determinada por espectroscopia
na regiao do UV-vis, sabendo-se que a absortividade molar (¢) da BSA em 280 nm é
43.824 mol! cm! L e utilizando-se a lei de Beer - Lambert (A = €bc), onde A é
absorbancia, b o caminho 6ptico (cm) e ¢ a concentragdo (mol L-1). As titulagdes
foram realizadas da mesma forma como foram realizados os estudos com ctDNA. Na
cubeta 1, foram adicionados 2.040 pL do tampao pH 7,4, correspondendo ao branco,
enquanto na cubeta 2, foram adicionados 2.000 uL do tampao pH 7,4, e 40 pL de
solucdo-estoque de BSA (1,13 x 104 mol L1). Em seguida, foram realizadas
sucessivas adi¢des de 10 pL (104 mol L-1) dos compostos em ambas as cubetas, em
que a cada adigdo as solu¢des foram homogeneizadas por cerca de 1 minuto seguido
da obtencao dos espectros da cubeta 1 (branco) e cubeta 2 (amostra). Os espectros
obtidos foram ajustados ao modelo matematico linear de Benesi-Hildebrand4’
(Equacao 1), o que possibilitou o calculo das constantes de interacdo (Kbv) entre os

compostos e a BSA.

A &g &g 1

Equacio 1),
A—Ao ey~ & ey~ SGbe[Composto titulante] (Equagdo 1)
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em que Ao é a absorbancia no comprimento de onda estudado na auséncia do
composto titulante, A é a absorbancia apds sucessivas adi¢des do titulante durante
o experimento, & é o coeficiente de absortividade molar no comprimento de onda
estudado, en-c é o coeficiente de absortividade molar para o aduto formado

biomolécula-composto e Ki é a constante de ligacao referente ao aduto biomolécula-

e A 1 ~
composto. Do graflco — versus - e da razdo entre os
A-Ao Kb[composto titulante]

coeficientes angular e linear da reta obtém-se a constante de ligagao Kb.

2.12.2. Estudos de interacao com DNA por titulagoes espectrofotométricas
Preparou-se uma solucdo de ctDNA (DNA de timo de bezerro, Sigma Aldrich)
em tampado Tris-HCl pH 7,4 (4,5 mmol L1 Tris-HCl; 0,5 mmol L1 Tris-base;
50 mmol L-1 NaCl). A concentracdo da solugdo foi determinada por espectroscopia
na regidao do UV-vis, sabendo-se que a absortividade molar (€) do ctDNA em 260 nm
€ 6.600 mol! cm! L e utilizando-se a lei de Beer — Lambert (A = €bc). As titulacdes
foram realizadas empregando-se duas cubetas: na cubeta 1 foram adicionados 1.900
uL do tampao pH 7,4 e 110 pL. de DMF, correspondendo ao branco, enquanto na
cubeta 2 foram adicionados 1.900 pL do tampao pH 7,4, 100 pL. de DMF e 10 pL da
solucdo do composto (103 mol L1) em DMF. Em seguida, foram realizadas
sucessivas adicoes de 40 pL de ctDNA em ambas cubetas, em que a cada adicdo as
solucdes foram homogeneizadas por cerca de 1 minuto seguido da obtencao dos

espectros da cubeta 1 (branco) e cubeta 2 (amostra).

Os espectros obtidos também foram ajustados a equacdo de Benesi-
Hildebrand (Equacdo 1), o que possibilitou o calculo das constantes de interagao

(Kb) entre os compostos e o ctDNA.

2.12.3. Estudos de intercala¢ao com ctDNA por medidas de fluorescéncia

A interacdo entre o DNA e compostos por um mecanismo intercalativo, ou
seja, através de interagdes do tipo m-Tt stacking foi investigada através do estudo de
ligacdo competitiva entre brometo de etidio (BE) e os compostos pelos sitios do DNA.
Para tanto, foram utilizadas solu¢des de [ctDNA] = 10 pmol L1 e [BE] = 10 umol L1,
ambas em tampao Tris-HCI, pH = 7,2. Durante o experimento, a mistura dessas
solucdes foi titulada com adi¢des sucessivas dos ligantes e complexos deste

trabalho, na faixa de concentracao de 0 - 100 uM. Os espectros foram registrados na
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faixa de 550 — 800 nm, com A excitagio = 546 NM € A emissio = 610 nm a fim de se observar
alguma supressdao da fluorescéncia caracteristica de BE-DNA que sugere um

mecanismo de interagdo por intercalacao.

2.12.4. Eletroforese de DNA em gel de agarose

A habilidade dos complexos de se ligar ao DNA plasmidial foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose. Foi utilizado o plasmideo pSpZEO. Assim, 10 uL do
plasmideo (100 ng) em tampao Tris-HCI (pH = 7,2) foram incubados com 20 pL de
diferentes concentra¢des dos complexos (500 uM, 250 uM, 100 pM e 50 uM) em DMF
(5% v/v) por 24 horas a 37 °C. A propor¢do complexo:DNA resultante é de (100, 50,
20 e 10 mmol Pt/g DNA). Apés incubacdo, as reagdes foram interrompidas pela
adicao de 5 pL de tampdo de carregamento (5 mmol L-1 Tris-HCI, 0,01% azul de
bromofenol, 50% glicerol) as reagdes. As misturas foram submetidas a eletroforese
em gel de 0,7% agarose (m/v), em tampao TAE 1X (40 mM de Tris-acetato, 0,5 mol L-
1 EDTA pH 8,0) a 110 V por 45 minutos. O gel foi visualizado e fotografado sob
iluminag¢do UV em camara reveladora apés incubacdo em solu¢do de brometo de

etidio (2,5 pg mL-1) por 30 minutos.

2.13. Ligantes derivados do difenil-pirazol

Os ligantes utilizados neste trabalho foram obtidos pela doutoranda Karine
Braga Enes orientada pela professora Mara Rubia Costa Couri em colabora¢dao com
o0 PPG-Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora. As estruturas dos mesmos,

aqui chamados de L1, L2 e L3, encontram-se na Figura 14.

N~NH
R = CHj
R=F
R=Cl

Figura 14 - Estrutura geral dos compostos 3,5-difenil pirazol utilizados como ligantes neste
trabalho.
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2.14. Sintese dos complexos de platina(II) com derivados difenil-pirazélicos
Os complexos C1, C2 e C3 foram preparados pela adi¢do de uma solugao
aquosa (1 mL) de K2PtCl4 (0,2 mmol) a uma solugao metandlica (5 mL) do respectivo
ligante (0,4 mmol). O precursor metalico foi adicionado lentamente e a reacdo foi
protegida da luz e mantida sob agitacdo constante por 5 dias a temperatura
ambiente. Os sélidos obtidos de coloragdo amarelada a bege foram filtrados, lavados
com H20 e metanol, e secos a vacuo. O esquema de sintese estd representado na

Figura 15.

Cristais dos complexos C1, C2 e C3 foram obtidos de uma solu¢ao de DMF

concentrada e as estruturas foram determinadas por difraciao de raios-X por

monocristal.
HN—I{
AN
. I — MeOH/H,0
Temp. ambiente
L1: R=CH;,
L2:R=F
L3:R=Cl

Figura 15 - Esquema de sintese dos complexos de platina(ll) com ligantes difenil-
pirazolicos.
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3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizacao dos compostos

Os complexos formados apresentam coloracdo amarela e se mostraram
estaveis e em solugdo de DMF quando estocados. As microanalises corroboram a
formacao de complexos do tipo [Pt!(Pz)2Clz], em que dois ligantes cloreto na
estrutura do sal metalico sdo substituidos pelos respectivos ligantes em isomeria cis.
A fim de compara-los, os ligantes foram caracterizados nas mesmas condi¢des que
os respectivos complexos, sempre que possivel. Os dados dos compostos utilizados

(L1, L2 e L3) e sintetizados (C1, C2 e C3) neste trabalho estdo listados a seguir.

L1

F
O \\ O CHj

N~NH

Nome IUPAC: 3-(4-fluorofenil)-5-p-toluil-1H-pirazol

Formula molecular: C16H13FN2

Massa molar: 252,29 g mol-!

Caracteristica fisica: sélido branco

IV (cm-1): 3220, 3086, 1610, 1530, 1446, 1222, 1048, 986, 786

RMN H (DMSO-ds) 8: 2,33 (s, 3H, CH3), 7,03 (s, 1H, CH), 7,27 (m, 4H, Ph), 7,71 (m,
2H, Ph), 7,87 (m, 2H, Ph), 13,20 (s, NH)

RMN 13C (DMSO-ds) 8: 20,80 (CHs), 99,24 (CH), 115,6 (d, ] = 26 Hz), 125,04, 127,08
(d,] = 8 Hz), 129,39, 161,72 (d, Jor = 243 Hz)
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L2

A
N
N~NH
Nome IUPAC: 3,5-bis(4-fluorofenil)-1H-pirazol
Formula molecular: CisH10F2N2
Massa molar: 256,25 g mol-1
Caracteristica fisica: s6lido branco

IV (cm'1): 3238, 3182, 1613, 1502, 1450, 1234, 1056, 970, 784

RMN H (DMSO-de) 8: 7,16 (s, 1H, CH), 7,27-7,37 (m, 4H, Ph), 7,85-7,88 (m, 4H, Ph),
13,37 (s, NH)

RMN 13C (DMSO-ds) &: 99,64 (CH), 115,67, 115,84, 127,11, 127,18, 161,8
(d, Jcr =243 Hz)

L3

=
Ay O
N~nNH
Nome IUPAC: 5-(4-clorofenil)-3-(4-fluorofenil)-1H-pirazol
Formula molecular: C1sH10CIFN2
Massa molar: 272,70 g mol-!
Caracteristica fisica: sélido branco
IV (cm-1): 3238, 3086, 1614, 1502, 1444, 1226, 1052, 970, 780, 616
RMN 1H (DMSO-ds) &: 7,20 (s, 1H, CH), 7,29 (d, 2H, Ph), 7,52 (d, 2H, Ph), 7,86 (s, 4H,
Ph), 13,43 (s, NH)
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RMN 13C (DMSO-ds) 8: 99,92 (CH), 115,56 (d, ] = 21 Hz), 116,05 (d, ] = 21 Hz), 126,84,
127,20 (d, ] = 17 Hz), 128,73, 129,12, 131,98, 132,49, 142,64 (d, ] = 40 Hz), 150,44
(d,] = 40 Hz), 161,93 (d, Jcr =245 Hz)

c1

Férmula molecular: C32H26Cl2F2N4Pt

Massa molar: 770,56 g mol-!

Caracteristica fisica: sélido bege

IV (cm'1): 3141, 3094, 1608, 1502, 1460, 1220, 1042, 958, 794

RMN 'H (DMF-d7) &: 2,08, 2,40, 6,69, 6,75, 7,13, 7,36, 7,64, 7,81, 7,95, 8,14, 13,77,
13,89

RMN 13C (DMF-d7) &: 20,77, 102,94, 103,05, 115,89, 126,63, 126,76, 127,71, 128,98,
129,07, 129,35, 129,59, 130,03, 138,45, 139,56, 145,08, 146,28, 151,93, 153,31,
164,57.

C2
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Férmula molecular: C30H20Cl2F4N4Pt

Massa molar: 778,48 g mol-1

Caracteristica fisica: sélido bege

IV (cm1): 3134, 3110, 1612, 1500, 1460, 1240, 1014, 958, 796
RMN 'H (DMF-d7) 8: 6,78, 7,11, 7,33, 7,84, 8,10, 14,02

RMN 13C (DMF-d7) &: 103,18, 115,46, 115,84, 124,08, 127,15, 128,83, 129,85,
145,12,152,11, 162,63, 163,12.

Cc3

Férmula molecular: C30H20Cl4F2N4Pt

Massa molar: 811,39 g mol-!

Caracteristica fisica: sélido bege

IV (cm-1): 3136, 3086, 1610, 1500, 1458, 1226, 1014, 956, 796, 620

RMN 1H (DMF-d7) 8: 6,85, 6,88, 7,13, 7,34, 7,56, 7,87, 7,97, 8,08, 14,01, 14,12

RMN 13C (DMF-d7) &: 100,14, 103,60, 115,68, 115,90, 116,12, 127,21, 128,46,
128,94, 129,79, 130,01, 134,40, 145,31, 152,18, 162,85, 164,59.

3.1.1. Analise elementar de CHN, Condutividade Molar, TG/DTG e Massas

Os dados de analise elementar, condutividade molar e temperatura de fusao
dos complexos sintetizados estao apresentados na Tabela 1. Os valores calculados
para porcentagem de C, H e N na analise elementar levam em consideragao a
proposta de estrutura de complexos neutros de formula [Ptll(Pz)2Clz], estando os

valores experimentais em acordo com o proposto (para C3 foi considerada a
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presenca de MeOH). As condutividades molares dos complexos foram obtidas a
partir de uma solucao de concentracdo 1,0x10-3 mol L-1 em DMF a 25 °C. Os valores
de condutividade determinados estdo abaixo do intervalo para eletrolitos 1:1
(37-122 S cm? mol1) neste solvente*$, o que estd em conformidade com as

estruturas neutras propostas para os compostos.

As curvas TG estdo disponiveis no Apéndice (Figuras 43 - 45). Pela curva
TG/DTA de C1 percebe-se que o complexo é termicamente estavel até 200 °C,
iniciando-se, entao, sua decomposi¢do térmica. As perdas dos ligantes pirazdis e
cloretos ocorrem entre 200 - 520 °C, quando sao observadas trés perdas sucessivas
e sobrepostas de massa que equivalem a 74,87% (calculado = 74,68%). Acima de
520 °C nota-se um residuo termicamente estavel até as condicdes de temperatura
aplicadas. Esse residuo final de 25,13% de massa esta de acordo com a porcentagem
de platina metalica esperada para C1 (25,31%). A curva TG/DTA para C2 é similar
aquela obtida para C1, sendo trés perdas de massas sucessivas, com porcentagens
de perda e faixas de temperatura semelhantes. Analogamente, ndo foi possivel
atribuir as perdas parciais aos ligantes, no entanto, a porcentagem de 73,17%
observada estd de acordo com a perda de dois ligantes pirazol e dois ligantes
cloretos (calculada = 74,94%), entre 200 - 510 °C. O residuo final (26,83%) é
termicamente estavel até a temperatura de 750 °C e corresponde ao esperado para
platina metalica (calculado = 25,06%). O complexo C3 apresenta perfis de curva
TG/DTA diferentes dos outros compostos, sendo possivel observar duas perdas
sucessivas que iniciam em 150 °C, mas nao estabilizam até 650 °C, quando o
experimento é finalizado. Até este ponto a perda corresponde a 72,07% e a perda de
massa dos ligantes foi estimada em 75,96%, o que exige um experimento com

maiores temperaturas.

Tabela 1 - Massa molar e andlise elementar de CHN dos complexos de platina(II).

Formula MM Temp.de  Condutividade
%C %H %N
Molecular (g mol') Fusao (°C) (S cm?2 mol1)
49,88 3,40 7,27
C1  Cs2H26CL2F:N4Pt 770,56 > 300 9,10
(48,98) (3,24) (7,09)
46,28 2,59 7,20
C2  C3oH20Cl2F4sN4Pt 778,48 210 7,97

(4529) (247) (6,98)
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44,14*  287* 6,64
(46,40) (3,19) (6,67)

C3 CaoHz0Cl4F2N4Pt 811,39 230 7,34

Valores experimentais entre parénteses.
*Considerando 1 molécula de metanol.

Os complexos C1, C2 e C3 foram ainda caracterizados por espectrometria de
massas e 0s espectros estdo disponiveis no Apéndice (Figuras 40 - 42), de forma
que todos apresentam um padrdo similar. O pico do ion molecular para os
complexos foram observados em m/z 768,74, 776,72 e 808,64 para C1, C2 e C3,
respectivamente, correspondente aos fragmentos [M-H*],, isto é, complexo menos

um fon hidrogénio.

3.1.2. Espectroscopia de absor¢ao na regiao do infravermelho (IV)

Os ligantes derivados do pirazol apresentam varias possibilidades de
coordenacgdo ao fon metalico. A analise dos resultados obtidos por espectroscopia
vibracional na regiao do infravermelho dos compostos permitiu obter informagdes
relevantes acerca da coordenacdo dos ligantes a platina e a estrutura dos complexos.
As Figuras 16-18 apresentam os espectros de absorcdo dos ligantes, em
comparagao com seus respectivos complexos na regido de 4000 cm! a 500 cm-1. Na
Tabela 2 estdo apresentadas as atribui¢des de algumas frequéncias observadas, em
cml, referentes as bandas caracteristicas envolvendo os ligantes livres e os
complexos metalicos. As atribui¢des das bandas observadas nos espectros foram
baseadas em dados anteriormente descritos na literatura*®59. Em todos os espectros
sdo observadas bandas acima de 3500 cm-l, que, de acordo com a literatura,
representam estiramentos de OH livre, indicando a presenca de metanol
proveniente de sintese. Os estiramentos atribuidos a vNH do anel pirazol em 3238-
3220 cm'1 nos espectros dos ligantes livres foram observados em 3141-3134 cm
para os complexos, indicando a presenca de ligantes neutros, ou seja, a coordenacao
via par de elétrons ndo-ligantes do nitrogénio piridinico nos complexos sintetizados.
A presenca dessa banda também indica o modo de coordenagao monodentado, uma
vez que para os outros modos de coordenagdo possiveis no anel pirazol seria
esperada a auséncia da ligagdo NH. Os estiramentos de grupos aromadticos CH
ocorrem proximas a 3000 cm! para todas as espécies. Bandas referentes as
vibragdes VNN aparecem na regido de 1050 cm ! nos ligantes livres e sdo deslocadas

para menores energias nos espectros dos complexos. Esse discreto deslocamento da
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banda para menores energias é sugestivo da coordenacdo, ja que a complexacdo a
platina deve causar enfraquecimento dessa ligagdo. De um modo geral, pouca
variacdo é observada ao se comparar os espectros dos ligantes livres e seus
respectivos complexos, o que era esperado para a coordenagdo ao nitrogénio

piridinico do anel pirazol, levando a pouca varia¢ado estrutural.
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Figura 16 - Espectro de absor¢do na regido do infravermelho do ligante L1 e complexo C1.
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Figura 17 - Espectro de absorcao na regido do infravermelho do ligante L2 e complexo C2.
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Figura 18 - Espectro de absor¢ao na regido do infravermelho do ligante L3 e complexo C3.
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Tabela 2 - Atribuicdo das principais bandas observadas nos espectros de absor¢do na
regido do infravermelho (cm-1) dos ligantes e respectivos complexos.

L1 C1 L2 Cc2 L3 Cc3 Atribuicao
3220 3141 3238 3134 3238 3136 vNH
3086-2842  3094-2842  3182-2886  3110-2940 3086-2842 3086-2842 vCHar
1610 1608 1613 1612 1614 1610 vCN
1530 1502 1502 1500 1502 1500 vCCar
1446 1460 1450 1460 1444 1458 &’'NH
1222 1220 1234 1240 1226 1226 vCF
1048 1042 1056 1014 1052 1014 vNN
986 958 970 958 970 956 vCN
786 794 784 796 780 796 &'CHar
- - - - 616 620 vCCl

Nota: v = estiramento; 8’ = deformagdo angular; Ar = aromatico.

3.1.3. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN dos ligantes derivados de pirazoéis foram obtidos em
DMSO0-ds, enquanto os seus complexos de platina(Il) mostraram-se soltiveis apenas
em DMF e tiveram seus espectros registrados em DMF-d7. Os sinais de 'H foram
atribuidos baseando-se nos deslocamentos quimicos, multiplicidades, acoplamento
homo e heteronuclear com 1°F e com o auxilio de experimentos de correlacdes
homonucleares COSY. Os tipos de carbono (C, CH e/ou CH3) foram determinados por

experimento de DEPT-135.

Comecando pelos compostos mais simétricos (com substituintes F nos dois
grupos fenil ligados ao pirazol), tem-se o espectro de 'H do ligante L2 que
apresentou sinais que estdo em acordo com os valores descritos na literatura
(AEGURLA, 2017). Em 7,16 ppm tem-se o sinal simpleto do CH do anel pirazol. Em
7,85-7,88 ppm e 7,22-7,33 ppm, dois multipletos sdo observados e atribuidos aos
atomos de hidrogénio aromatico dos dois anéis fenil-substituidos, sendo os sinais
em campo mais alto referentes aos hidrogénios em posi¢cdo meta ao flior e os sinais
em campo baixo referentes aos hidrogénios orto (3]) ao flior (maior desblindagem).
Em 13,37 ppm tem-se um sinal simpleto atribuido ao N-H. Observa-se que, em

solucdo, o ligante pode existir em duas formas tautoméricas possiveis3251,
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decorrente do fendmeno de prototropismo tautomérico (Figura 19). Em um sistema
simétrico, ou seja, quando os grupos R sdo iguais (como para o L2), os dois
tautdmeros sdo considerados equivalentes ou degenerados. Quando os
substituintes nas posicoes 3- e 5- sdo diferentes em um sistema assimétrico, os dois

tautdmeros sdo nao-equivalentes e seus sinais podem ser observados no RMN a
baixas temperaturas>2,
R X R R Z R
N——NH HN——N

Figura 19 - Formas tautoméricas resultantes do prototropismo do nucleo pirazoélico
substituido nas posicoes 3- e 5-.
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Figura 20 -Espectro de RMN de 'H do ligante L2 livre em solucao de DMSO-d¢ (8§ em ppm)
em 400 MHz.
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Figura 21 - Espectro de RMN de 13C do ligante L2 livre em solu¢do de DMSO-ds (6 em ppm)
em 400 MHz.

No espectro de 'H do complexo C2 é observado que o simpleto relativo ao CH
do anel pirazol é levemente blindado (6,78 ppm) apds a complexacdo e isso pode ser
devido a anisotropia do anel aromatico quando coordenado ao ion metalico. Em 7,11
e 7,33 ppm tem-se os sinais tripletos referentes aos hidrogénios vizinhos (3]) ao
atomo de flaor. Tem-se, em 7,82 e 8,10 ppm, dois sinais de duplo dupleto para os
hidrogénios em posicio meta (4]) ao atomo de fltior. E observado o sinal simpleto do
NH em 14,02 ppm com baixa intensidade, mais desblindado em comparagao com o
ligante, possivelmente devido a coordenac¢do do atomo de N-piridinico ao &tomo de
Pt(II). Além disso, esse deslocamento para campo mais baixo, em comparac¢do ao
ligante livre, pode indicar ligacdes de hidrogénio mais fortes nas moléculas

presentes em solucdo de DMF-d 75354,

Observa-se que, em solucao, os ligantes livres encontram-se em ambientes
quimicos semelhantes, decorrente do tautomerismo previsto pra esse tipo de

molécula. No entanto, em C2, os anéis fenil-substituidos encontram-se em
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ambientes quimicos diferentes devido a quebra de simetria a partir da complexacao
a Pt(II) através do nitrogénio piridinico, de forma que os hidrogénios perdem a

equivaléncia magnética aparecendo como sinais separados e independentes.
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Figura 22 - Espectro de RMN de 'H do complexo C2 em solu¢do de DMF-d; (6 em ppm) em
400 MHz.

No espectro de 13C do complexo C2 é observado em 103,18 ppm o sinal do
CH do anel pirazol (sinal positivo no DEPT-135). Em 115,46 e 115,84 ppm tem-se
dois dupletos (positivo no DEPT-135) referentes aos carbonos orto ao fluor (3jc-r =
22 Hz). Em 124,08 e 127,155 ppm tem-se dois dupletos (ausentes no DEPT-135)
referentes aos carbonos quaternarios dos anéis fenil-substituidos (4/c-r = 4 Hz, 4Jc-r
= 3 Hz, respectivamente). Em 128,83 e 129,855 ppm tem-se dois dupletos referentes
aos carbonos meta ao flaor (3Jcr = 8 Hz, 3Jc.-r = 9 Hz, respectivamente). Em 145,12 e
152,11 ppm sao observados dois simpletos ausentes no DEPT-135, atribuidos aos
carbonos 3 e 5 do anel pirazol. Em 162,63 e 163,12 ppm sdo observados dois
dupletos (ausentes no DEPT-135) de carbonos nao-hidrogenados, portanto,

referentes aos carbonos ligados aos atomos de fldor (Yc.-r = 245 Hz)55.
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Figura 23 -Espectro de RMN de 13C do complexo C2 em solu¢do de DMF-d7 (6 em ppm) em
400 MHz.

A assimetria dos ligantes L1 e L3 decorrente dos grupos R diferentes e da
complexacgdo a Pt(II), torna os hidrogénios ndo-equivalentes magneticamente e leva
a desdobramentos dos sinais em todas as regides. Além disso, nos espectros de 1H
de C1 e C3 observa-se um aumento na complexidade da multiplicidade observada
para todos os hidrogénios aromaticos devido aos desdobramentos dos sinais
relativos ao acoplamento spin-spin dos nucleos de hidrogénio e fldor. Estes

espectros se encontram no Apéndice (Figuras 46-56).

Mais detalhadamente, no espectro de 1H do ligante L1 é observado em campo
mais alto (2,33 ppm) o simpleto correspondendo aos hidrogénios -CH3 do grupo
substituinte metila. Em 7,26 ppm sdo atribuidos os hidrogénios aromaticos do anel
metilbenzeno e em 7,09 ppm tem-se o sinal simpleto do CH do anel pirazol. Em 7,87
ppm tem-se o multipleto correspondente aos hidrogénios meta ao atomo de 1°F,
enquanto em 7,70 ppm tem-se o sinal dos hidrogénios em orto. Em 13,37 ppm o sinal
simpleto é atribuido ao N1-H. No espectro de 13C, em 20,80 ppm, tem-se o sinal do

carbono -CHs. Em 99,24 ppm tem-se o sinal do C-1H. Em 115,60 ppm tem-se dupleto
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do carbono meta ao C-F (3/c-r =26 Hz). Em 127,08 ppm tem-se o dupleto do carbono
orto ao C-F (¥Jc-r = 8 Hz) e em 161,72 ppm, tem-se o dupleto do carbono ligado

diretamente ao flaor (YJc-r = 243 Hz).

Na andlise de RMN de H do composto C1 sdo observados dois sinais em 2,05
e 2,40 ppm sendo estes os simpletos relativos aos grupos CHs. Em 6,65 e 6,71 ppm
tem-se dois sinais atribuidos aos hidrogénios CH do pirazol. Os sinais relativos aos
hidrogénios aromaticos sdo observados em 7,13 - 7,94 ppm, no entanto, a
multiplicidade dos mesmos ndo pdde ser identificada. Em campo mais alto, dois
simpletos com deslocamentos quimicos de 13,77 e 13,89 ppm podem atribuidos aos

hidrogénios da ligacdo NH, corroborando a proposta de estrutura do complexo C1.

Para o espectro de 13C do C1 e C3 é possivel observar um grande aumento na
complexidade observada para todos os sinais de carbonos aromaticos, devido aos
acoplamentos com os atomos de fldor, que sdo realizados a longa distancia e,
consequentemente, com pequenas constantes de acoplamento, dificultando a
atribuicdo do sinal. Além disso, a rotacao dos ligantes em torno das ligacoes Pt-N em
solucao pode contribuir para a complexidade do espectro, considerando que o
ligante é assimétrico (R = CHs para C1 e R = Cl para C3), Figura 15, diferentemente

do que ocorre para o complexo C2 em solucao.

Com o objetivo de se verificar a formacao dos complexos propostos, bem
como a natureza dos atomos diretamente ligados ao ion metalico, a espectroscopia
de RMN de 195Pt foi realizada, uma vez que cada composto deve apresentar um sinal
caracteristico, resultado de uma bem definida esfera de coordenag¢do ao redor da
platina(II)%6. Os espectros 19°Pt em DMF-d7 sdo mostrados na Figura 24. Os
complexos apresentam um unico sinal na regiao de -1950 ppm, sendo -1949,4 ppm
para C1, -1957,8 ppm para C2 e - 1955,2 ppm para C3. Os deslocamentos quimicos
estdo de acordo com o centro metalico de platina(II) em uma esfera de coordenacao
do tipo PtN2Clz, com dois atomos de nitrogénio e dois ligantes cloretos, segundo a

literatura®’.
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Figura 24 - Espectro de RMN de 9Pt dos complexos C1, C2 e C3, respectivamente, em
solucdes de DMF-d; (6 em ppm) em 43 MHz.

3.1.4. Analise cristalografica por difracao de raios X de monocristal
Monocristais dos complexos C1, C2 e C3, adequados para o experimento de
difragdo de raios X por monocristal, foram obtidos apds recristalizagdo em DMF e
evaporacao lenta do solvente em temperatura ambiente apds 5 dias. As estruturas
resolvidas estdo apresentadas na Figura 25. Para todas as estruturas sdo
observadas moléculas de DMF junto a rede cristalina. A Tabela 3 apresenta os
angulos e comprimentos de ligacdo na esfera de coordenacdo da platina(Il) para os

trés complexos.
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Figura 25 - Representacdo ORTEP da unidade assimétrica dos complexos com elipsoides
de vibragdo térmica em nivel de probabilidade de 50%.



52

Tabela 3 - Distancias e angulos de ligacdo na esfera de coordenacdo da platina(Il) dos
complexos sintetizados neste trabalho.

Composto C1 C2 C3

Distancias de ligacio (A)

Pt1-N1 2,016(4) 2,021(1) 2,049(1)
Pt1-N3 2,017(4) 2,026(1) 2,024(2)
Pt1-Cl1 2,294(1) 2,296(5) 2,293(5)
Pt1-CI2 2,282(1) 2,303(3) 2,288(6)
Angulos de ligacio (°)

CI2—Pt1—N1 176,74(2)  17449(3)  174,35(5)
CI2—Pt1—N3 88,94(1) 90,56(3) 91,78(4)
Cl1—Pt1—CI2 90,71(6) 90,90(1) 90,79(2)

As medidas de difragdo de raios X indicaram que os compostos C1(P21/n) e
C2(C2/c) cristalizaram no sistema monoclinico, enquanto C3(Pbcm) cristalizou-se
no sistema ortorrémbico. C1 apresenta 4 unidades assimétricas por célula unitaria,
enquanto C2 e C3 apresentam 8 unidades (Figuras 57-59 do Apéndice). Em todas
as estruturas apresentadas pode-se observar que a platina(ll) encontra-se
tetracoordenada, em geometria quadratica plana pouco distorcida, onde dois
ligantes pirazdis encontram-se em isomeria cis. Os sitios de coordenagdo
remanescentes sao ocupados por ligantes cloretos, o que esta de acordo com o sinal
observado nos estudos de 195Pt RMN. A coordenacgdo nos ligantes derivados dos
pirazois ocorre de forma monodentada, a partir do nitrogénio piridinico. As
distancias de ligacao para Pt1—N1 e Pt1—N3 sdo proximas de 2,01 Ae202A,
enquanto para C3 essas distancias sio de 2,05 e 2,03 A. J4 as ligagdes Pt1—Cl1 e
Pt1—CI2 tém entre 2,28 e 2,30 A, aproximadamente, sendo que estes valores estao
de acordo com distancias de ligacdo de complexos analogos descritos na
literatura3?58, Os angulos entre atomos vizinhos na esfera de coordenacdo dos
complexos tém, aproximadamente, 90°. Os angulos entre ligantes em posi¢do trans
apresentam discretos desvios da geometria quadratica planar perfeita, como em
Cl1—Pt1—N1 para todos os complexos, onde o angulo médio é de 174,9°. Outros

dados de comprimentos e angulos de ligacio podem ser observados na Tabela 3. E
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importante notar que os ligantes pirazois se encontram protonados, preservando
seu nitrogénio pirrélico, uma vez que as estruturas obtidas sdo neutras e as
distancias de ligacdo caracteristicas deste heterociclo sao bastante préximas as
distancias encontradas em ligantes similares livres>?. Além disso, os grupos NH
encontram-se envolvidos em ligagdes de hidrogénio, reforcando o que foi
anteriormente verificado pelas técnicas de IV e 1H-RMN quanto a presenca do
mesmo. As ligagdes N1—N2 e N1—C8 possuem distancias de, aproximadamente,
1,34 A, 0 que corresponde a um carater intermediario de ligagdo simples e dupla,
compativel com a deslocalizagdo T presente nesse sistema. Essa deslocalizacao m é,
ainda, estendida para as ligacbes C8—C9, C9—C10 e C10—N2, como mostra a
Tabela 4.

Tabela 4 - Distancias e angulos de ligacdo selecionados de um anel pirazol em C1.

N~NH
2
Composto Distancias de ligacio  (A) Angulos )
N1—N2 1,348(7) N1—N2—C10 111,8(5)
N1—CS8 1,343(7) N2—N1—C8 106,4(5)
C1 c8—(C9 1,392(9) N1—C8—C9 108,8(5)
C9—C10 1,373(8) C8—C9—C10  107,7(5)
C10—N2 1,359(7) C9—C10—N2  105,4(5)

A ndo-planaridade relativa dos ligantes na estrutura cristalina dos
complexos, Figura 26, pode ser avaliada a partir dos angulos diedro formados pelos
dois anéis fenil com o anel pirazol, além dos angulos entre os proprios anéis fenil no
respectivo ligante. Esses angulos variam consideravelmente entre os complexos.
Para C1, esses angulos sdo de 36,09° e 34,42° para um ligante, e 39,74° e 25,85° para
o outro. Os angulos entre os planos dos anéis fenil sdo 11,92° e 63,14°,
respectivamente. Para C2, 20,51° e 40,0° para um ligante e 31,16° e 29,47° para o
outro, 55,79° e 58,55°, entre os anéis fenil, respectivamente. Para C3,47,82° e 22,60°
paraum ligante, 16,56°,40,72° para o outro ligante e 24,28° e 67,37° entre os planos

dos anéis fenil.
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Figura 26 - Representacdo da unidade assimétrica de C1, C2 e C3, respectivamente,
evidenciando a nao-planaridade dos anéis presentes nos ligantes. Atomos de hidrogénio
omitidos para maior clareza.

Na Tabela 5 tem-se os parametros geométricos para as ligacoes de
hidrogénio, classicas e ndo-classicas, determinadas para os complexos. As moléculas
de solvente presentes nas redes cristalinas tém papel importante na estabilizacdo
das mesmas. Os residuos de DMF formam ligacoes de hidrogénio classicas com os
ligantes pirazol, através do atomo de oxigénio, receptor da ligacao, e do fragmento
N—H, doador da ligagio (N3—H301), Figura 27. Essas ligagdes podem ser
consideradas de forca moderada, uma vez que as distancias entre doador-receptor
é de, aproximadamente, 2,7 A. Além disso, ligacdes de hidrogénio fracas e nao-
classicas sdo observadas na rede, envolvendo os halogénios como receptores da

ligacdo e fragmentos N—H e C—H como doadores®°.

Platina

Carbono
Nitrogénio
Cloro
Fluor

Oxigénio

COC000C

Hidrogénio

Figura 27 - Ligacao de hidrogénio N4—H4"'01 entre uma molécula de DMF e o complexo
na estrutura de C1.
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Tabela 5 - Pardmetros geométricos para as ligacdes de hidrogénio (4, °) presentes nas
estruturas dos complexos de Pt(II) sintetizados. (D = &tomo doador, A = 4tomo receptor)

Distancia (A) Angulo (°)
D—H"A D—H HA DA D—H™A

N2—H2*Cl1i 0,860 2,676 3,355 151,32
N4—H4-01ii 0,860 1,937 2,745 155,92
¢ C29—H29-Cl1iii 0,930 2,975 3,816 151,19
C36—H36A"ClI2iv 0,960 2,793 3,723 163,51
C16—H16"Cl2v 1,125 2,909 3,574 117,68
N4—H4+01 0,860 1,933 2,787 171,63
N2—H2-Cl1i 0,860 2461 3.293 162,93
02—H2BCl1 0,850 2,821 3,311 118,42
C17—H17-Cl2ii 0,930 2,861 3,763 163,84
¢ C32—H32BF2ii 0,960 2,309 3,108 140,24
C6—H6F2iv 0,930 2,575 3,320 137,48
C31—H31CI2 0,930 2,932 3,576 127,62
C16—H16 Cl2i 0,930 2,864 3,509 127,56
C20—H20Cl1ii 0,930 2,810 3,682 156,66
¢ C12—H12-N3i 0,930 2,691 3,519 148,68
C29—H29ClA4iii 0,930 2,940 3,820 158,26

C1:i: [ -x+1, -y, -z+1 ], ii: [ -x+3/2,y-1/2, -z+3/2 ], iii: [ x+1/2, -y+1/2,z+1/2 ], iv: [ x-1/2, -y+1/2,
z+1/2 ], v: [ -x+3/2,y+1/2,-2+3/2 ]; C2:i: [ -x, y, -z+1/2 ], ii: [-x+1/2,y-1/2, -z+1/2], iii: [x, y+1, Z],
iv: [x-1/2,-y-1/2,2-1/2]; C3:i: [ -x+1/2,y+1/2,z],ii: [ x+1/2, -y+1/2, -z+1 ], iii: [ %, -y+1/2,2-1/2].

Também observa-se interacdes do tipo T stacking devido as sobreposi¢oes
dos anéis aromaticos do tipo fenil e pirazol na rede cristalina dos complexos, com
distancias de C1 = 3,56 e 3,60 A, €2 = 3,70 e 3,73 A e €3 = 3,55 e 3,81 A, como
mostrados na Figura 28. Os dados referentes a coleta e refinamento estdo dispostos

na Tabela 6.



Figura 28 - Calculo de distancia dos centroides nas estruturas de A) C1, B) C2 e C) C3.
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Tabela 6 - Dados relacionados a coleta, resolucao e refinamento dos complexos sintetizados

57

Composto C1'DMF C2'DMF'H:0 C3'DMF

Férmula empirica C3sH33Cl; F2Ns O Pt C33H27Cl2 F4Ns O Pt C33H27Cl4F2 N5 O Pt
Massa molecular (g mol-1) 770,56 778,48 811,39
Temperatura (K) 298,15 298,15 298,15

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

Sistema cristalino, grupo
espacial

a, b, c (A)

o B,v()

V (cm3)

Z

Pealc. (g cm1)

H (mm-)

F(000)

Reflexdes coletadas
Reflexdes independentes
Rint

Parametros refinados

S

R(F); Rw (F?) [1>2a(1)]
R(F); Rw (F?)

APmax; Apmin (€ A-3)

Monoclinico, P21/n

13,4347(5), 13,8157(3), 18,5540(5)
90,100,757(3), 90
3383,29(20)

4

1,66

4,352

1664

41481

6914

0,071

419

1,036

0,042; 0,095
0,064; 0,108
1,583; -1,007

Monoclinico, C2/c

25,2004(14), 10,5215(3), 26,3170(16)
90,111,226(7), 90
6504,47(190)

8

1,76

4,539

3368

21183

5547

0,094

418

1,364

0,088; 0,264
0,114; 0,327
3,745;-5,915

Ortorrémbico, Pbcm

15,0553(3), 13,5297(3), 34,0616(12)
90, 90, 90
6938,13

8

1,69

4,398

3432
98312
7104

0,059

409

1,200
0,105; 0,269
0,118; 0,279
2,58; -2,143
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3.2. Investigacao das propriedades bioldgicas
3.2.1. Ensaios de citotoxicidade

As células viaveis sao capazes de reduzir o MTT (de cor amarela) a formazan
(de cor violeta), devido ao processo redox do ciclo metabélico dos cofatores NADH
e NADPH. Sendo assim, por um ensaio colorimétrico é possivel correlacionar a
quantidade de células viaveis e a quantidade do produto de reducdo do MTT. Ao se
utilizar diferentes concentragcdes do composto avaliado tem-se percentuais de
resposta diferente caso o composto apresente citotoxicidade do tipo concentragao-
dependente. Ao normalizar os valores com as células nao tratadas (consideradas
100% viaveis) pode-se tracar a curva de viabilidade celular e estimar a concentracdo
que inibe 50% desta viabilidade, conhecido como ICso. As citotoxicidades dos
complexos de platina(Il) estio demonstradas nas curvas de viabilidade celular na
Figura 29 e os valores de ICso estdo listados na Tabela 7. Esses ensaios foram
realizados frente as linhagens tumorais B16F10 (melanoma metastatico murino) e
4T1 (adenocarcinoma mamadrio murino), e frente a linhagem de célula normal
BHK21 (rim de hamster). As células foram expostas a cada composto por um
periodo de incubacdo de 72 horas em diferentes concentragdes (100, 50, 10, 5 e
1 uM), e foi usada como referéncia padrdo a cisplatina. Foram realizados dois
experimentos independentes em triplicata.

Tabela 7 - Valores de 1Cso (umol L-1) obtidos pelo ensaio MTT nas linhagens 4T1, B16F10 e
BHK-21.

ICso (umol L-1)
4T1 B16F10 BHK-21
Composto

(adenocarcinoma) (melanoma) (normal)

L1 >100 452 >100

L2 >100 >100 >100

L3 38+2 >100 402
C1 7,5+0,1 8,3+0,2 59+0,3
C2 231 17,7 0,9 9,5+0,5

C3 212 151 121

Cisplatina* 61 62 82

*Farmaco de referéncia.
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Figura 29 - Curvas de viabilidade celular do ensaio colorimétrico MTT nas linhagens 4T1
(adenocarcinoma mamario murino), B16F10 (melanoma metastatico murino) e BHK-21
(célula normal de rim de hamster) tratadas com os complexos C1, C2 e C3 por 72 h. Cada
ponto no grafico representa uma concentragio (1, 5, 10, 50, 100uM). Resultados foram
expressos como média * DP da triplicata de dois experimentos independentes.

Observa-se que todos os ligantes possuem baixa atividade citotoxica frente
as linhagens estudadas, enquanto os complexos possuem atividade antiproliferativa
significativa. E notavel, portanto, que a agdo citotéxica dos pirazéis foi aumentada
com a coordenacgdo a platina(Il). Esse efeito favoravel na citotoxicidade pode ser
devido a um balan¢o adequado na lipofilicidade do composto, interagdes reversiveis
ouirreversiveis com biomoléculas, dentre outros. Convém destacar, também, que os
complexos ndo se mostraram seletivos quando se avalia os resultados nas células
normais (BHK21), o que é desfavoravel para uma substdncia antitumoral em
potencial. Dentre os trés complexos, é notavel que o composto C1, que possui, além

do atomo de F, o substituinte metil (-CH3), € mais ativo que os derivados de -F (C2)
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ou -Cl (C3) mostrando que o substituinte pode ter papel relevante da atividade

citotdxica.

3.2.2 Ensaios de citotoxicidade em meio suplementado com BSA e GSH

Sabe-se que a albumina (BSA) e a glutationa (GSH) sao alvos bem
estabelecidos de substancias antitumorais, especialmente metalofairmacos, e
compostos que potencialmente se ligam a esses alvos podem ter sua atividade
antitumoral diminuida. Por isso, a fim de se avaliar o efeito dessas biomoléculas no
potencial biolégico dos compostos, o ensaio de viabilidade celular foi realizado
empregando-se meio de cultura suplementado com BSA e GSH na linhagem celular
de B16F10. As curvas de viabilidade celular dos complexos C1, C2 e C3 estdo
apresentadas na Figura 30 (A, B e C) respectivamente, onde é possivel observar o
efeito dessas biomoléculas na citotoxicidade dos compostos C1 e C2, sendo que a
glutationa foi mais significativa na diminuicdo do potencial biolégico que a
albumina. Diferentemente de C1 e C2, o complexo C3 ndo foi afetado pela presenca
dessas biomoléculas. Um grafico de barras com os resultados de ICso extraidos das
curvas de viabilidade celular pode ser observado na Figura 30D para melhor

visualizacao da interferéncia da GSH na citotoxicidade dos complexos.
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Figura 30 - Curvas de viabilidade celular do ensaio colorimétrico com MTT na linhagem
B16F10 em trés diferentes condi¢des: meio sem alteracdes (o), meio suplementado com 25
mg mL-1 de BSA (©) e meio suplementado com 1 mM de GSH (4 ). As células foram tratadas
com os complexos C1(A), C2(B) e C3(C) por 72 h. Cada ponto no grafico representa uma
concentracao (1, 5, 10, 50, 100uM). Resultados foram expressos como média + DP da
triplicata de dois experimentos independentes.

3.2.3 Interacao com a BSA

Devido a importancia das albuminas de soro no transporte de drogas, essas
proteinas tém sido amplamente estudadas, assim como as interagdes com potenciais
agentes bioldgicos, sejam ligantes organicos ou complexos de coordenacdo. A
variante bovina dessas proteinas (BSA) apresenta grandes similaridades com a
albumina do soro humano (HSA), de forma que constitui um bom modelo para o
estudo dessas interacoes. O espectro de ambas as albuminas revelam duas bandas
de absorc¢ao caracteristicas no UV-vis: uma banda em 220 nm de alta intensidade
devido a estrutura tercidria da proteina, constituida principalmente das ligacdes

peptidicas em a-hélice, e a banda de absor¢do préxima a 280 nm, devido a transicao
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1 — Tt * de alguns aminoacidos aromaticos da BSA, incluindo Phe, Tyr e Trp. O espectro
UV-Vis da BSA esta representado na Figura 31. Sendo assim, a espectroscopia de
absorc¢ao no UV-vis pode ser usada para estudar as mudanc¢as conformacionais na
estrutura da albumina, bem como a formacao de complexos entre proteina-droga,
por inspecdo das variacdes das bandas citadas através da titulagdo desta com os
compostos em questao®l. O estudo de espectroscopia de fluorescéncia da BSA é uma
eficiente técnica para analise de mudanc¢as conformacionais na estrutura da
proteina e sensivel a diferentes tipos de interacdo, porém, os compostos aqui
apresentados possuem forte banda de emissdo em regidao préxima a banda de
emissdo da BSA, o que impossibilitou o aprofundamento deste estudo (Figura 60,

do Apéndice).
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Figura 31 - O espectro de absor¢do no UV-vis da BSA livre em pH 7,4 na concentracao de
2,2 x 10-6 mol L1

Cada composto foi acrescentado a BSA em sucessivas adi¢des até alcangar
uma relagdo 1:3 (BSA:complexo). Com relagdo a banda em 220 nm e a titulagao dos
compostos na BSA, um significativo efeito hipocrémico é observado, como
evidenciado na Figura 32A, provavelmente devido a uma perturbacao induzida
pelos compostos a estrutura tercidria da proteina. Este efeito pode ser observado
para a titulacdo da BSA com o composto C1 no espectro da Figura 32B, onde

também é possivel notar um aumento na banda de absorgao proxima a 280 nm, devido
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atransicdo m — m*, resultando num efeito hipercréomico, revelando que o microambiente
dos aminoacidos aromaticos foi afetado e um complexo de C1-BSA foi formado. Além
disso, um discreto deslocamento para maiores comprimentos de onda (efeito
hipsocrémico), de 284 nm para 280 nm, sugere um aumento na hidrofobicidade perto
dos residuos de aminoacidos aromaticos, como o triptofano. Baseando-se na variacao
da absorbancia da banda préxima a 280 nm, a constante de ligacao intrinseca (Kb)
dos compostos com a BSA pode ser determinada de acordo com a equacdo de

Benesi-Hildebrand (Equagao 1, do item 2.10.1), como mostra a Figura 32C.
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Figura 32 - A) O espectro de absorc¢do no UV-vis da BSA na auséncia e na presenca de
concentracdes crescentes de C1, em 25 °C. B) Recorte evidenciando a banda em 280 nm. A
concentracdo da BSA, inicialmente, de 2,2 x 10-¢mol L-1e do complexo variando de 0 a
7,4 x106mol L-1. C) Grafico de A/A-A, versus 1/[C1], obedecendo a equacdo de Benesi-
Hildebrand.
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Os espectros de absor¢do no UV-vis da BSA na auséncia e na presenga dos
ligantes e complexos estao apresentados na Figura 33. Os graficos correspondentes
a equacao de Benesi-Hildebrand, utilizada para o calculo de Kb para cada composto

encontram-se na Figura 61 do Apéndice.
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Figura 33 - O espectro de absor¢do no UV-vis da BSA na auséncia e na presenga de
concentragdes crescentes dos complexos e ligantes a 25 °C.

Os valores de Kb (Tabela 8) demonstraram relativa interacdo com a BSA, para
os complexos C1 e C2 que apresentam constante de interacdo K» crescentes nesta

ordem, porém, os ligantes L2, L3 e o complexo C3 ndo apresentaram grande interacdo.
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Ando interagdo da BSA com o complexo C3 ja havia sido observada na cultura de células
e foi confirmada com a proteina isolada. A BSA pode ser considerada um bom carreador
ou até mesmo um retentor de substancias, o que interfere na atividade biol6gica dos

compostos em organismos complexos (in vivo).

Tabela 8 - Valores das constantes de ligacdo intrinseca (K») e magnitude do coeficiente de
determinagao (R?) obtidos para os ligantes e complexos com a BSA.

Composto K (105 L mol1) R2

Ligante 1 2,2 0,93
Complexo 1 3,94 0,97
Ligante 2 0,49 0,93
Complexo 2 1,61 0,96
Ligante 3 0,76 0,99
Complexo 3 0,60 0,99

3.2.4. Interacao com acido desoxirribonucleico (ctDNA)

Os possiveis modos de interagdo dos compostos com o ctDNA foram
investigados por espectroscopia de absorc¢ao e fluorescéncia, sendo esta ultima

utilizando-se o brometo de etidio (BE), um conhecido agente de intercalacao.

A espectroscopia de absor¢ao eletronica na regido do UV-vis é uma das
técnicas mais simples e eficientes no estudo de possiveis intera¢des entre complexos
e DNA, in vitro. Nesse contexto, os espectros de absor¢do na regido do UV-vis dos
compostos foram obtidos em Tris-HCl e apresentaram bandas atribuidas
principalmente a transicdo eletronica do tipo m=>m* intraligante em comprimentos

de onda naregiao do ultravioleta (A = 255 nm), conforme apresentado na Figura 34.
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Figura 34 - Espectros eletrdnicos em solucdo aquosa 1,0 x 106 mol L - em pH=7,4 dos
complexos C1, C2 e C3, respectivamente; =1 cm.
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Os valores das constantes de ligagdo DNA-composto (Kb), listados na Tabela
9, foram obtidos pelo monitoramento das mudancas ocorridas na absorbancia em,
aproximadamente, 255 nm para os compostos em pH 7,4 ap6s sucessivas adicdes de
ctDNA e utilizando-se a equagao de Benesi-Hildebrand (Equagao 1, do item 2.10.1),
como exemplificado para o composto C1 na Figura 35. Os demais espectros de
monitoramento desta interacdo para os ligantes e respectivos complexos estdo
apresentados na Figura 36. Os graficos correspondentes a equacdo de Benesi-

Hildebrand para cada composto encontram-se na Figura 62 do Apéndice.

Tabela 9 - Valores das constantes de ligacdo intrinseca (K») e magnitude do coeficiente de
determinacgao (R?) obtidos para os ligantes e complexos com ctDNA.

Composto K (104 L mol1) R2

Ligante 1 1,2 0,98
Complexo 1 6,1 0,98
Ligante 2 4,3 0,99
Complexo 2 6,7 0,97
Ligante 3 2,4 0,98

Complexo 3 0,8 0,99
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Figura 35 - Espectro UV-vis de C1 e concentragdes crescentes de ctDNA. Inset: Grafico da
equacao de Benesi-Hildebrand.

Observa-se que todos os complexos possuem valores de Ky semelhantes, da
ordem 104 L mol1 e, portanto, interagem reversivelmente com o DNA com forga
moderada. Complexos que interagem fortemente com o DNA apresentam
constantes de interacdo da ordem de 10> L mol-l, como o brometo de etidio, que é
considerado um forte intercalador de DNA. A intensidade das bandas de absor¢ao
dos ligantes e de seus complexos diminui, apds a adi¢ao de aliquotas sucessivas de
ctDNA, resultando em hipocromismo, indicando que a interacao com DNA pode
ocorrer, em certa extensdo, por interacdes do tipo m—m stacking entre os

croméforos aromaticos dos ligantes pirazol e os pares de base do ctDNA.
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Figura 36 - Espectros no UV-vis dos complexos e ligantes, na presenca de concentragcdes
crescentes de ctDNA (0-20 pM). A seta destaca as mudangas no maximo de absorgao,
resultando em um efeito hipocrémico.

3.2.5 Interacdo com o sistema BE-ctDNA

Embora nao seja possivel observar planaridade na estrutura dos complexos
sintetizados em estado sélido, a interacao com os pares de base do DNA ndo pode
ser descartada. Sendo assim, o sistema BE-ctDNA foi utilizado para avaliar a
extensdo das interagdes do tipo -t stacking que pode ocorrer entre os complexos e
o DNA. Este sistema, quando excitado em 550 nm, mostra uma intensa banda de
emissio em 610 nm. A emissdo fluorescente do sistema permanece

aproximadamente constante depois de sucessivas adigdes dos complexos, o que
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indica que eles ndo sdo suficientemente capazes de deslocar o BE nas condi¢des
avaliadas, e ainteragdo do tipo intercalagdo ndo é relevante. Na Figura 37 é mostrado
o sistema contendo C3 e a razao [/lo versus [C3], o que demonstra a discreta
diminuicdo na intensidade de fluorescéncia de EB-ctDNA. Para todos os outros
compostos foi observado o mesmo comportamento de ndo suprimir

significativamente a fluorescéncia do sistema em questao.
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Figura 37 - O espectro de emissao de fluorescéncia do sistema EB-ctDNA na auséncia e na
presenca de concentragdes crescentes de C3, em 25 °C. Inset: Razao /], versus [C3].

3.2.6 Eletroforese em gel de agarose de DNA plasmidial

Devido ao fato que a migragdo da molécula de DNA depende do tamanho e
formato da molécula de interesse, a analise do DNA pode ser ttil pela variedade de
conformacdes que a molécula de DNA pode assumir. Um DNA plasmidial é um DNA
circular que pode existir como trés isomeros conformacionais?2: “supercoiled” (SC),
circulo relaxado (0OC), e linear (L), como representado na Figura 38. Em termos de
mobilidade relativa através da matriz do gel, a Forma OC deve ser a mais lenta pois
seu formato nao é compacto como a SC, e seguida da forma L que tem baixa
mobilidade por ser a mais comprida, o que também gera certa retencao. De modo
geral, a mobilidade deve ser: SC > L > OC. Mas essa relacao é constante apenas em

algumas circunstancias, sendo influenciada por tamanho do poro, corrente, peso
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molecular, pH e tampao. Também, em casos que o gel é corrido na presenca de BE, a
Forma SC pode ser induzida a assumir a Forma OC pela intercalagdo do corante nas

bases nitrogenadas e com isso diminuir sua mobilidade eletroforética.

QN\N\

SC OC L

Supercoiled Open Circle Linear

Figura 38 - Representa¢do esquematica das trés formas principais das moléculas de DNA
plasmidialzz.

Diante disso, o experimento de eletroforese em gel de agarose foi
primeiramente otimizado para investigar interacdes dos compostos com o DNA
plasmidial. Para tanto, os complexos C1, C2 e C3 foram aplicados em diferentes
concentracdes: 500, 250, 100 e 50 pM. A Figura 39 apresenta a corrida
eletroforética para os compostos incubados com DNA plasmidial por 24 horas a
37 °C. No experimento controle, no qual apenas o DNA estava presente (0), observa-
se as trés formas do DNA, sendo a Forma SC presente em maior quantidade. Para os
experimentos contendo os complexos revelou-se uma alteracdo na quantidade
relativa entre as formas do DNA, em comparagao com o experimento controle,
indicando que os compostos interagem com o DNA plasmidial. No geral, é possivel
observar que os compostos C2 e C3 podem conduzir mudancas na forma do DNA
plasmidial gerando a estrutura linear (irreversivel) que ndo foi observada para C1
sob as mesmas condi¢gdes. O complexo C1 mostrou que apenas em altas
concentracoes (a) é capaz de converter a forma SC a OC. Em concentragdes menores
(b-d) este apresenta algum OC DNA mas sua maioria continua na forma SC. Para o
complexo C2 em todas as concentra¢des foi possivel observar um aumento de OC
DNA mas ainda existe SC DNA. No entanto, o complexo C3 na menor concentragdo
(d) pode conduzir a forma SC DNA a total conversao a OC e L DNA. Em concentrag¢des

intermediarias (b e c) o composto C3 nao converte todo DNA o que sugere ocorrer
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uma reversao a forma SC que no maximo de concentragao (a) volta a converter o SC
DNA a OC DNA. Este efeito é observado para cisplatina e carboplatina®? quando
estas estdo na razdo de 16 mmol Pt/ g DNA. No caso do C3 este efeito foi observado

a 10 mmol Pt/ g DNA.

=

Figura 39 - Estudos de interacao de DNA plasmidial por eletroforese em gel de agarose,
com concentracdes decrescentes do complexos C1, C2 e C3, ap6s 24 horas de incubacio a
37 °C. Linha 1: marcador de peso molecular do DNA; Linha 2, controle: DNA plasmidial;
Linhas 3-6, 7-10 e 11-14: DNA plasmidial + complexos a a) 100, b) 50, c) 20 e d)
10 mmol Pt/ gDNA. OC: forma relaxada, L: linear e SC: superenovelada.

Diante das diversas variagdes ocorridas na corrida eletroforética do DNA
plasmidial na preseng¢a dos complexos, pode-se concluir que o substituinte R no anel
aromatico do ligante influencia a interagdo dos compostos, nao apenas com a BSA e
a GSH, mas também com este tipo de DNA. Tal influéncia foi também observada para

o complexo €3 no estudo de interacao com ctDNA no UV-Vis.
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4. Consideracoes Finais e Conclusoes

Este trabalho descreve a sintese de trés complexos inéditos de platina(II)
com ligantes difenil-pirazol diferenciados por substituintes CHs, F e Cl em um dos
grupos fenil. A estrutura dos complexos foi estabelecida baseada nos resultados das
analises fisico-quimicas que esclarecem diversos pontos importantes desta
elucidacao estrutural.

Os resultados de andlise elementar de C, H e N bem como a condutividade
molar evidenciam a formagao de complexos neutros do tipo [Pt!(Pz)2Clz], sugerindo
que a coordenacdo do ligante derivado do pirazol ocorre de forma monodentada. Os
espectros de infravermelho corroboram o modo de coordenagdo proposto, e
sugerem que a ligacdo Pt-N se da por meio do atomo de nitrogénio piridinico (nao
hidrogenado) aos dois ligantes na estrutura dos complexos. Tal conclusdo é
evidenciada pela auséncia de diferencas significativas nos espectros dos complexos
em comparacdo com os espectros dos ligantes livres e a presenca da banda referente
ao estiramento da ligacdo NH. Outro importante resultado que corrobora com esta
estrutura sao os resultados obtidos da resolucao de suas estruturas por difracao de
raios X de monocristal que confirmou nao apenas a coordenagdo monodentada
neutra ao redor do &tomo de platina, como também a manuten¢ao da aromaticidade
do anel pirazol evidenciado pelas distancias de ligacao.

Os espectros de RMN de 1H, 13C{1H} e DEPT 135 mostraram que os complexos
apresentam, em solucdo, rotacdo em torno das ligagdes Pt-N, bem como
acoplamento heteronuclear entre os atomos de hidrogénio, carbono e flior, o que
resultou em espectros complexos. Além disso, o RMN de 195Pt{1H} em solucdo de
DMF-d7 resultou em um sinal para os complexos na regido de -1950 ppm, o que esta
de acordo com a esfera de coordenacao da platina em geometria quadratica plana,
com dois ligantes nitrogenados e dois cloretos, confirmada pela estrutura de raios
X. Também foi observada a presenca de moléculas de solventes de cristalizacdo na
rede cristalina dos trés complexos, que sdo importantes na estabilizacdo das
mesmas, através de ligacdes de hidrogénio classicas e ndo-classicas de forcas
moderada a fraca. Além disso, analisando-se os angulos interplanares nota-se que
os fragmentos fenil ndo se encontram planares em relagdo ao anel pirazélico ou

entre si na estrutura dos complexos.
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Ando-planaridade entre os ligantes observada nas estruturas cristalograficas
dos complexos ddo indicio da impossibilidade de se estabelecer interagdes
significativas do tipo m-m stacking entre os complexos e as bases nitrogenadas do
DNA. O estudo da interacdo dos ligantes e complexos com ctDNA através de
titulacdes espectrofotométricas e espectrofluorométricas mostraram interagoes
reversiveis de forca moderada com ctDNA pelo sulco maior, descartando-se a
interacdo do tipo intercalacdo por nao haver competicio com o brometo de etidio
nas condicdes avaliadas. Outras interacdes irreversiveis com DNA foram
investigadas a partir do experimento de eletroforese em gel de agarose, que
demonstraram a capacidade dos complexos em alterar a estrutura desta importante
biomolécula, de forma dose-dependente e ainda dependente do substituinte fenil no
ligante, especialmente no C3. Dessa maneira, podemos entender que o DNA §é,
possivelmente, o alvo biomolecular destes complexos de platina(ll) e pode estar
relacionado a citotoxicidade dos mesmos, assim como a cisplatina.

Para interagdes com a BSA, os estudos espectrofotométricos revelam
provaveis interagdes hidrofébicas na regido dos residuos de triptofano da proteina,
com constantes de ligagdo da ordem de 10> L mol-! para C1 e C2 sugerindo que
podem interagir de forma moderada, sendo transportados ou retidos pela BSA.
Porém, C3 se diferencia dos demais apresentando Kb 10 vezes menor, o que
caracteriza uma fraca interacdo com a BSA, podendo o complexo driblar esta
molécula rica em tiol e aumentar a disponibilidade ao alvo. Ensaios de viabilidade
celular mostraram que os complexos sdo citotéxicos as linhagens de carcinoma
mamario murino 4T1 (C1: ICso = 7,5 uM, C2: ICso0 = 22,9 uM, C3: ICs0 = 20,8 uM),
melanoma metastatico murino B16F10 (C1: ICso = 8,3 uM, C2: ICso = 17,7 uM, C3:
ICs0 = 14,9 uM) e fibroblastos de rim de hamster BHK-21 (C1: ICso = 5,9 uM, C2: ICso
= 9,5 uM, C3: ICs0 = 12,4 uM, célula normal), sendo o complexo C1 mais ativo, com
valores préximos a cisplatina. De modo geral, a linhagem B16F10 foi aquela que
apresentou menor atividade proliferativa frente aos compostos. Dentre os ligantes,
o L2 e L3 apresentaram alguma atividade inibitéria nas condi¢cdes avaliadas.
Importante notar que o potencial bioldgico dos ligantes é sistematicamente
aumentado a partir da coordenagao ao atomo de platina. No entanto, os complexos
ndo apresentaram seletividade, o que pode limitar seu uso como agentes

antitumorais.
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A fim de se investigar a influéncia de biomoléculas conhecidas como alvos
biolégicos de alguns farmacos, como BSA e GSH (outra importante fonte de tiol), na
citotoxicidade dos complexos, foi realizado estudo de viabilidade celular na
linhagem mais promissora, a B16F10. Os resultados mostraram que os complexos
C1 e C2 sofrem a diminuicdo do potencial citotdxico, tanto na presenca de BSA
quanto GSH adicionadas exogenamente ao meio de cultura, enquanto a atividade
antiproliferativa de C3 permaneceu inalterada neste ensaio. Pode-se concluir,
portanto, que C3 nao interage significativamente com estas biomoléculas. Além
disso, para os complexos foi demonstrada a capacidade de interagirem com o DNA
plasmidial e alterarem a quantidade relativa dos isdmeros conformacionais da
biomolécula. C3 foi capaz de conduzir praticamente toda a forma SC as formas OC e
L, na mais alta e mais baixa concentragdes experimentais.

Em suma, os objetivos inicialmente propostos foram alcangados: os
complexos de platina(ll) e ligantes derivados do pirazol foram obtidos e
caracterizados. Os ligantes, apesar de inativos na sua forma livre nas linhagens
utilizadas, mostraram importante papel na relacdo estrutura-atividade dos
complexos, em que o complexo C3 tem comportamento bastante distinto dos
demais. O DNA pode ser considerado um provavel alvo biolégico para os complexos,
assim como a BSA e a GSH provaveis interferentes ou carreadores para os complexos
C1 e C2, mas nao para C3. Assim sendo, como perspectivas futuras pretende-se
verificar através de estudos computacionais, como o docking molecular, os
mecanismos de acdo sugeridos neste trabalho e a melhor identificacdao da influéncia
do substituinte no ligante. Além disso, espera-se obter complexos de ligantes

derivados do pirazol com outros centros metalicos bioativos, como o paladio e ouro.
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Apéndice

C1 modo negativo (2 ppm) #1-20 RT: 0.00-0.75 AV- 20 NL: 1.40E5
T: ITMS - ¢ NSI Full ms [100.00-2000.00]
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Figura 40 - Espectro ESI(-)-MS do complexo C1 em metanol.
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Figura 41 - Espectro ESI(-)-MS do complexo C2 em metanol.
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Figura 42 - Espectro ESI(-)-MS do complexo C3 em metanol.
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Figura 43 - Analise termogravimétrica do complexo C1 em atmosfera inerte e taxa de
aquecimento de 10 °C min-1,
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Figura 44 - Andlise termogravimétrica do complexo C2 em atmosfera inerte e taxa de
aquecimento de 10 °C min-1.

TGA DITGA

% mg/ mir
100.00- — Weight Los: +0.57Cmc¢
-39.809%

5 -0.00

[ W M
50.00 o~ Weight Los  -0.462mc
/ -32.26%%]
-0.00
100.00 500.00 300.00 400.00 500.00 600.00

Temp [C]

Figura 45 - Anadlise termogravimétrica do complexo C3 em atmosfera inerte e taxa de
aquecimento de 10 °C min-1,
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Figura 46 - Espectro de H-RMN do ligante L1 em DMSO-ds (§ em ppm) em 400 MHz.
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Figura 47 - Espectro de 13C-RMN do ligante L1 em DMSO-ds (6 em ppm) em 100 MHz.
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Figura 54 - Espectro COSY do complexo C2 em DMF-d.
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Figura 57 - Vista ao longo de a na célula unitaria de C1.
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Figura 59 - Vista ao longo de ¢ na célula unitaria de C3.
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Figura 60 - Espectro de emissao de fluorescéncia dos complexos C1, C2 e C3 em solucdo

1,0 x 10-5> mol Lt em DMF. Aexcitagao = 269 nm.
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Figura 61 - Curvas obtidas pelo método de Benesi-Hildebrand para a variagado espectral
da BSA durante a titulagdo com os compostos.
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dos compostos durante a titulagdo com o ctDNA.
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