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RESUMO

O cancer é a segunda maior causa de mortes no mundo. De acordo com a OMS, foram registrados
aproximadamente 20 milhGes de novos casos apenas em 2022. Apesar do grande sucesso da cisplatina
no tratamento de diversos tipos de cancer, seus efeitos adversos contribuem e evidenciam a
necessidade de novos farmacos mais eficazes para o tratamento da doencga. Complexos metalicos sdo
muito estudados devido aos bons resultados obtidos em estudos in vitro e in vivo. Ademais, a utilizagdo
de ligantes funcionais biologicamente ativos podem contribuir para a diminuicdo da toxicidade dos
complexos, aumentando sua a¢do antitumoral, sem prejudicar as células saudaveis. Sendo assim, este
trabalho teve como objetivo desenvolver quatro complexos inéditos de paladio(ll) e platina(ll)
contendo ligantes formados por tiofeno, oxadiazol e diaminas com o objetivo de se obter potenciais
agentes antitumorais. As classes de ligantes utilizadas jd apresentam atividades bioldgicas
comprovadas na literatura e se mostram promissores candidatos para o tratamento do cancer. Os
ligantes foram caracterizados por ressonancia magnética nuclear e espectroscopia vibracional na
regido do Infravermelho para confirmacdo de suas estruturas e estabilidade. Os complexos foram
caracterizados além das técnicas citadas anteriormente, por andlise elementar, espectroscopia Raman
e espectrometria de massas. Os resultados evidenciam a obtencdo de complexos neutros do tipo
[M"L,Cl,], com bom rendimento e grau de pureza satisfatérios. A atividade citotéxica dos compostos
obtidos foi avaliada frente as linhagens tumorais MDA-MB-231 (adenocarcinoma metastatico de
mama humana) e 4T1 (células de carcinoma mamario murino) e a linhagem saudavel MCF-10 (células
normais de glandulas mamarias), mostrando que para trés dos quatro complexos sintetizados, a
complexagdo com o metal melhora a atividade antiproliferativa. A fim de se entender a relagdo
estrutura-atividade, foi avaliada a interagao entre os complexos e as biomoléculas DNA e BSA, por
meio de estudos espectrofotométricos e por eletroforese em gel de agarose. Os estudos por titulagao
espectrofotométrica mostraram interagdo moderada entre DNA-complexos e interagdo forte entre
BSA-complexos. O experimento de eletroforese mostrou que trés dos quatro complexos interagem
com o DNA, alterando a conformagdo do plasmideo. Estudos tedricos de otimizagao e estabilidade por
RMN foram feitos para investigar o comportamento dos complexos de platina no solvente DMSO. Por
fim, estudos ADME in silico também foram realizados para todos os complexos sintetizados e

mostraram que todos seguem as regras de Lipinski, possuem boa lipofilicidade e inibem enzimas CYP.

Palavras-chave: complexos metalicos; ligantes N,N-bidentados; antitumorais; DNA; BSA; ADME.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death worldwide. According to the WHO, approximately 20
million new cases were reported in 2022 alone. Despite the great success of cisplatin in treating various
types of cancer, its adverse effects highlight the need for new, more effective drugs for treating the
disease. Metal complexes have been extensively studied due to the promising results in both in vitro
and in vivo studies. Moreover, the use of biologically active functional ligands can help reduce the
toxicity of these complexes, enhancing their antitumor activity without harming healthy cells.
Therefore, this study aimed to develop four novel Palladium(ll) and Platinum(ll) complexes containing
ligands composed of thiophene, oxadiazole, and diamines, with the goal of obtaining potential
antitumor agents. The ligand classes used have already demonstrated proven biological activities in
the literature and as promising candidates for cancer treatment. The ligands were characterized by
nuclear magnetic resonance (NMR) and infrared vibrational spectroscopy to confirm their structures
and stability. In addition to the techniques mentioned above, the complexes were also characterized
by elemental analysis, Raman spectroscopy, and mass spectrometry. The results obtained indicate the
formation of neutral complexes of the type [M(")L,Cl,], with good yield and satisfactory purity for the
described syntheses. The cytotoxic activity of the synthesized compounds was evaluated against the
tumor cell lines MDA-MB-231 (human metastatic breast adenocarcinoma) and 4T1 (murine mammary
carcinoma) and the healthy cell line MCF-10 (normal mammary gland cells). Three of the four
synthesized complexes showed that metal coordination improved antiproliferative activity. To
understand the structure-activity relationship, the interaction between the complexes and the
biomolecules DNA and BSA was evaluated through spectrophotometric studies and agarose gel
electrophoresis. Spectrophotometric titration studies showed moderate interaction between DNA-
complexes and strong interaction between BSA-complexes. The electrophoresis experiment revealed
that three of the four complexes interact with DNA, altering the conformation of the plasmid.
Theoretical optimization and stability studies by NMR were performed to investigate the behavior of
the platinum complexes in DMSO solvent. Finally, in silico ADME studies were also conducted for all
synthesized complexes and showed that all comply with Lipinski's rules, possess good lipophilicity, and

inhibit CYP enzymes.

Keywords: metal complexes; N,N-bidentate ligands; antitumor agents; DNA; BSA; ADME.
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1 INTRODUGAO

1.1  CANCER E QUIMIOTERAPIA

O termo cancer refere-se a uma categoria de doencgas caracterizadas pelo crescimento
descontrolado de células anormais, que tém a capacidade de formar tumores (neoplasias), disseminar-
se pelo corpo e invadir diferentes tecidos e érgaos [1,2]. Os tumores podem ser classificados em
benignos e malignos. Tumores benignos crescem lentamente e ficam confinados em sua regido de
origem, geralmente ndo apresentam riscos a saude. Tumores malignos crescem rapidamente,
comprometem o funcionamento correto de érgdos e tecidos podendo se espalhar pelo corpo,
processo conhecido como metastase [3,4]. A replicacdo exacerbada das células pode ser causada por
fatores intrinsecos: mutacdes genéticas e epigenéticas, e por fatores externos: tabagismo, consumo
exagerado de alcool, alimentacdo incorreta e exposicdo a substancias carcinogénicas como poluicao,
raios ultravioleta e alguns compostos quimicos [5].

O cancer é a segunda maior causa de morte no mundo. De acordo com a Organizagao Mundial
da Saude (OMS), somente no ano de 2022 foram registrados aproximadamente 20 milhdes de novos
casos da doencga, resultando em 9,7 milhGes de dbitos. Estima-se que uma a cada cinco pessoas
desenvolva cancer durante a vida, e aproximadamente um em cada nove homens e uma a cada doze
mulheres morram devido a ele [6,7]. O ponto de origem da doenca é o que diferencia os diversos tipos
de cancer: os carcinomas iniciam-se a partir de tecidos epiteliais, os adenocarcinomas originam-se em
tecidos glandulares, os sarcomas tém origem em tecidos conjuntivos, os linfomas surgem no sistema
linfatico, a leucemia inicia na medula éssea e mielomas tém origem nos plasmécitos, um tipo especifico
de célula presente na medula dssea [1,2].

No Brasil, os canceres mais incidentes incluem os carcinomas de mama e prdstata, e os
adenocarcinomas de célon e reto e de pulmao. O cancer de mama é o que mais mata mulheres (16,4%)
e o cancer de préstata é o que mata mais homens (13,5%) [1,8,9]. Estudos mostram que para o triénio
2023 - 2025, surjam 704 mil novos casos de cancer por ano no pais [8]. Segundo uma pesquisa realizada
pelo Instituto Oncoguia (ONG de apoio a pacientes com cancer no Brasil), 42% dos brasileiros
relacionam a palavra “cancer” a “morte” ou “morrer” [10]. A alta taxa de mortalidade das doengas
neopldsicas pode estar relacionada com o diagndstico tardio, tratamentos efetivos limitados, além de
fatores como idade, género e localizagdo geografica [11].

Existem diferentes tipos de tratamento para o cdncer, sendo os mais comuns a cirurgia,
radioterapia, quimioterapia e imunoterapia, podendo também ser utilizada uma combinacdo desses
métodos. A quimioterapia consiste no uso de agentes citotdxicos que matam células que se dividem

descontroladamente, sendo cancerosas ou ndao. A administracao das drogas pode ser via oral ou
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intravenosa. Alguns medicamentos funcionam melhor quando aplicados em conjunto, por isso é
comum o uso combinado de dois ou mais agentes terapéuticos [12,13]. Apesar de ser o método de
tratamento mais utilizado, a quimioterapia apresenta limitagGes, tais como, a resisténcia inata ou
adquirida ao tratamento e efeitos adversos como queda de cabelo, nduseas e cansago [14].

O grande sucesso na quimioterapia do cancer, foi a descoberta da acdo antitumoral da
cisplatina (cis-diamindicloretoplatina(ll)) por Rosenberg e colaboradores em 1969 [15]. A cisplatina
apresenta geometria quadratica plana, com o dtomo central platina(ll) ligado por ligacdo covalente a

dois atomos de cloro e dois grupos NHs; (Figura 1).

o
CI/ \NH3

Figura 1 - Estrutura da cisplatina. Fonte: Elaborado pela autora.

A cisplatina foi aprovada para uso clinico em 1979 e permanece até hoje como um dos
medicamentos mais utilizados contra neoplasias. Administrado em conjunto com outras drogas, a
cisplatina tem uma consideravel taxa de sucesso no tratamento dos canceres de testiculo (90%),
ovario, bexiga e melanomas [16,17]. Apds o éxito no tratamento de alguns tipos de cancer, novos
medicamentos contendo Pt(ll) foram descobertos e aprovados para uso, entre eles a carboplatina e a
oxaliplatina (liberados mundialmente), nedaplatina (liberada no Japdo), lobaplatina (liberado na China)

e heptaplatina (liberado na Coréia) [17,18] (Figura 2).
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Figura 2 - Medicamentos contendo Pt(ll) liberados para uso comercial. Fonte: Elaborado pela autora.

1.2 COMPLEXOS METALICOS E AGAO ANTITUMORAL

Os bons resultados de moléculas contendo a platina despertaram o interesse em estudar
complexos de outros metais. Desde entdo, existem estudos sobre a atividade antitumoral de diversos
complexos metdlicos, entre eles, complexos de ouro, cobre, zinco, palddio, ruténio, galio e prata [19—
25]. Os complexos de paladio vém sendo muito estudados devido a similaridade entre a platina(ll) e o
paladio(ll), apresentando resultados citotoxicos promissores como mostra o estudo de Scattolin e
colaboradores [26]. O paladio, assim como a platina no estado de oxidagdo 2+, apresenta configuragao
eletrdnica d®e favorece a formac3o de complexos quadraticos planos. A similaridade estrutural entre
os complexos e a cisplatina, indica que a forma de atuagdo dos compostos pode ser analoga.

A cisplatina tem como alvo biolégico o DNA e se torna ativa apds a entrada na célula. O
processo de uptake celular pode ocorrer por trés maneiras principais: por difusdo passiva
transmembrana, por meio de transportadores de cobre (CTR1) ou de transportadores de cations
organicos (OCTs). Uma vez dentro das células, onde a concentracdo de cloreto é cerca de dez vezes
mais baixa que no ambiente extracelular, a cisplatina passa pelo processo de hidrélise, em que a perda
de um ou dois dos ligantes cloreto, se tornando a espécie reativa cis-[Pt(NHs)2(H.0):]**. Apds a
ativacdo, a cisplatina se liga covalentemente ao DNA por meio dos pares de elétrons livres do
nitrogénio N7 da guanina em substituicdo ao ligante aqua. Uma segunda liga¢cdo pode ocorrer entre a

cisplatina e outra base nitrogenada, podendo ser na mesma fita de DNA (intrafita) ou em uma fita
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adjacente (interfita). A formacdo dos adutos mais estaveis é entre duas fitas adjacentes de residuos
de guanina, conhecido como 1,2-d(GpG), porém outros adutos podem ocorrer, intrafita entre adeninas
e guaninas adjacentes, (1,2-d(ApG)), ou entre guaninas ndo adjacentes (1,3-d(GpTpG)). Essas ligaces
cruzadas dobram o DNA, cerca de 30 a 60° em direcdo ao sulco maior e desenrola a dupla hélice, cerca
de 23°, essas distor¢cdes na estrutura do DNA, inibem a replica¢do e transcricdo do DNA, causando a
morte celular por apoptose e necrose [17,18,27,28]. O mecanismo de ac¢do da cisplatina é

representado na Figura 3.

= -4 + 2+
H3N cl b o H3N OH, H3N OH,
N/ a A4 +H,0 AN
/Pt\ — = +H,0 /Pt\ — /pt\
] @
H3N cl 8 @ H3N cl H;N OH,
Cisplatina @ Cisplatina Cisplatina
monohidratada dihidratada

Membrana plasmatica

NH,
H,N OH 2 Pt\
3 2
AN NH NH NH,
Pt/ —_ Pt< 3 3
N NH, Pt
H5N OH, NH,

aduto intrafita aduto interfita

\

/\

Figura 3 - Mecanismos de acdo da cisplatina. Fonte: Adaptado da referéncia [28] e elaborado com
BioRender.com.

Além da ligacdo covalente, outros farmacos podem apresentar diferentes modos de interacdo
com o DNA. As interagdes ndo-covalentes podem ser interagdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio,
interacGes hidrofdbicas no sulco menor do DNA ou interagdes de intercalagdo do tipo TT-TT stacking
[29].

A cisplatina, assim como outras drogas antitumorais, possui aplica¢gdes limitadas devido a
problemas enfrentados durante seu uso. A resisténcia intrinseca ou adquirida durante o tratamento e
os diversos efeitos colaterais indesejados sdo os maiores desafios no uso dos compostos a base de
platina(ll). Os trés principais mecanismos de resisténcia a cisplatina sdo: i) diminuigdo na absor¢do da
droga e/ou aumento no efluxo; ii) degradacdo e desativagdo por grupos tidis (interagdo com glutationa
e outras proteinas); iii) melhora no reparo ou tolerancia dos adutos cisplatina-DNA (Figura 4). Os

efeitos colaterais sdo devidos a entrada do medicamento em todas as células com multiplicagdo
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acelerada, incluindo células saudaveis como as células tronco e devido a acdo do corpo em excretar o
medicamento. Os efeitos colaterais podem incluir nefrotoxicidade (redugdo da func¢do renal),
neurotoxicidade (danos ao sistema nervoso), ototoxicidade (perda auditiva, desequilibrio e zumbido),
mielossupressdo (reducdo da atividade da medula dssea causando anemia e outras doencas do

sangue) [17,18,27,28].

[Cl-] ~100 mM
[Cl-] ~3-200 mM
niicleo
HaN cl
H5;N cl ., ..
>Pt< 3 ™, hidrolise
H,N cl ~ \CI
influxo
difusaoh“'--.____
passiva "

Figura 4 - Representacdo do mecanismo de resisténcia da cisplatina, uptake, reatividade e efluxo
celular. Fonte: Adaptado da referéncia [28] e elaborado com BioRender.com.

Estudos mostram que apenas 1 a 10% de toda cisplatina presente nas células conseguem
chegar ao DNA, a maior parte pode interagir com outras moléculas (alvos secundarios) presentes nas
células, como a albumina sérica e a glutationa. A interagdo da cisplatina com outras macromoléculas
pode influenciar sua toxicidade e biodisponibilidade. Entre as biomoléculas que podem interagir com
a cisplatina, as albuminas de soro sdo as principais. A albumina sérica humana (HSA) (Figura 5A) é a
proteina encontrada em maior concentragdo no plasma sanguineo (0,6 mM). A HSA é uma proteina
globular que atua em varias fungdes fisiolégicas do corpo humano, entre elas, transporte e distribui¢do
de farmacos e compostos como aminoacidos, ions metalicos, esteroides e acidos graxos de cadeia

longa [30]. Analogamente a HSA, a albumina de soro bovino (BSA) (Figura 5B), é encontrada no plasma
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sanguineo de bovinos e atua nos mesmos processos fisioldgicos, sendo um bom modelo para estudos

bioldgicos [31].

Figura 5 - Representagdo da estrutura das albuminas séricas. A) HSA (cédigo: 1A06) e B) BSA (codigo:
4F5S). Fonte: Protein Data Bank (PDB)

Os varios caminhos e dificuldades que a cisplatina pode encontrar quando presente no corpo
humano, evidenciam a necessidade da busca por medicamentos mais ativos, mais seletivos, menos
téxicos e com melhor biodisponibilidade celular. Sendo assim, muitos estudos sdo conduzidos visando
a obtencdo de melhores compostos antitumorais. Entre as estratégias utilizadas, se destaca a
modulacdo de complexos metalicos por meio da incorporacdo de ligantes organicos com atividades
bioldgicas ja conhecidas [32].

O design inteligente de novos farmacos visa potencializar os efeitos terapéuticos das novas
drogas sintetizadas. O uso de ligantes multifuncionais pode melhorar a ligagdo com os ions metadlicos
e a interacdo com os alvos bioldgicos. Além disso, ligantes com fungbes especificas podem
potencializar o uptake celular, a eficiéncia do medicamento e diminuir sua toxicidade. Uma técnica
que vem sendo muito estudada é a combinagdo de duas ou mais classes de ligantes em um Unico
composto [33]. Algumas classes de ligantes com atividades bioldgicas jd comprovadas sdo os
oxadiazdis, tiofenos e diaminas.

Os oxadiazdis sdo heterociclos aromaticos de cinco membros com dois atomos de carbonos
dois atomos de nitrogénio e um de oxigénio. Eles podem existir na forma de 4 isbmeros diferentes,

dependendo da posicdo dos atomos nitrogénios como mostra a Figura 6. Essa classe vem sendo muito
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estudada nos Ultimos anos e ja possui vdrias atividades biolégicas comprovadas: atividade
antiasmatica, antidiabética, anti-inflamatdria, antimicrobiana, anti-helmintica, antitumoral,
imunossupressora e neuroprotetora [34,35].

O @)

/ AP PN ©
NN NN

N LN \—/ N——N
1,2,4 - oxadiazol 1,2,4 - oxadiazol 1,2,5-oxadiazol 1,3,4 - oxadiazol

Figura 6 - Isdmeros dos oxadiazol. Fonte: Elaborado pela autora.

Farmacos contendo oxadiazdis ja sdo utilizados comercialmente, o Ataluren® é usado no
tratamento da distrofia muscular de Dichenne, o Raltegravir® é um antiretroviral usado no tratamento
de HIV, a Oxolamina® e a Prenoxdiazina® sdao usados como supressores da tosse, a Butalamina é
utilizada como vasodilatador, o Fasiplon é usado como ansiolitico, o Pleconaril® é uma droga antiviral

e o Proxazol® é usado para tratar disturbios gastrointestinais (Figura 7) [36].

Ataluren Raltegravir Oxolamina

't 3. f
N/ N/\N /I/LN \ N\%
O l\{/ /N H ~0 \NMN/O
O

Prenoxdiazina Butalamina Fasiplon
N\
o-N ny
e W ~
F,c” N SN 7
|
\_-0
Pleconaril Proxazol

Figura 7 - Medicamentos contendo oxadiazois. Fonte: elaborado pela autora.
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Uma segunda classe de ligantes organicos que também vem se destacando atualmente é a dos
tiofenos. O tiofeno (Figura 8) é um ciclo aromatico de cinco membros, sendo constituido por um dtomo
de enxofre e quatro dtomos de carbono, ele pode ser encontrado na natureza em derivados de
petréleo e estd presente em varios compostos com atividades bioldgicas comprovadas, entre elas,
atividade anti-inflamatdria, antialérgica, antidepressiva, antiaterosclerética, antibacteriana e

anticancer [37-41].

Figura 8 - Estrutura do tiofeno. Fonte: Elaborado pela autora.

As diaminas fazem parte de outra classe de ligantes organicos muito importantes no contexto
dos compostos biologicamente ativos. Estas moléculas possuem dois grupos amino unidos por atomos
de carbono e podem ser de cadeia aberta ou fechada. A etilenodiamina e a piperazina (Figura 9) sdo
duas diaminas muito estudadas e que apresentam bons resultados referentes as suas atividades
anticancer. Além disso, a piperazina é conhecida também por apresentar atividades antituberculose,

antimicrobiana, antifungica e anti-inflamatdria [42-47].

NH

HZN/\/NHZ HN%

Etilenodiamina Piperazina

Figura 9 - Exemplos de diaminas. Fonte: Elaborado pela autora.

Diante da necessidade de medicamentos mais efetivos contra o cancer, é de suma importancia
o estudo e descoberta de novas moléculas com ag¢do antitumoral aprimorada por meio do design
inteligente de fdrmacos. Novos compostos de platina e palddio contendo diferentes ligantes
biologicamente ativos podem contribuir para o entendimento da relacdo estrutura-atividade e

fornecer dados complementares para as ferramentas de design de fdrmacos com atividade anticancer.
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2  OBIJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL
O objetivo geral deste trabalho foi sintetizar e caracterizar complexos de platina(ll) e paladio(ll)
contendo ligantes que possuem os grupos funcionais tiofeno, oxadiazol e diamina e ainda investigar

sua atividade citotdxica e a interacdo com as biomoléculas DNA e BSA.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar dois complexos de platina(ll) e dois complexos de paladio(ll) contendo os ligantes

derivados de 1,2,4-oxadiazol funcionalizados com tiofeno e diaminas;

e Caracterizar os complexos obtidos por: espectroscopia na regido do infravermelho e Raman;
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de H, 3C e *°Pt; espectrometria de

massas, analise elementar;

e Avaliar a atividade citotdxica in vitro dos ligantes e complexos obtidos frente as

linhagens de células tumorais (MDA-MB-231 e 4T1) e uma linhagem n&do-tumoral (MCF-10);

e Avaliar a capacidade de interagdo dos compostos com albumina e DNA por meio das

constantes de ligagao.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

Nesta secdo serdo apresentados os materiais e métodos utilizados neste trabalho.

3.1 MATERIAIS

Os solventes e reagentes utilizados foram obtidos de fontes comerciais das marcas Vetec,

Merck, Fmaia, Exodo Cientifica, Synth e Sigma Aldrich, utilizados sem purificagdo prévia.

3.1.1 Sintese dos ligantes e complexos de platina(ll) e paladio(ll)

Os ligantes a e b (Figura 10). foram sintetizados pelo grupo de pesquisa da professora Mara
Rubia Costa Couri do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Juiz de Fora [48].
Primeiramente, tratou-se o 2-tiofenilcarbonitrila (40 mmol) com cloridrato de hidroxilamina (60 mmol)
e bicarbonato de sddio (64 mmol) em 80 mL de metanol para obteng¢do da amidoxima. O oxadiazol foi
entdo obtido a partir da reagdo da amidoxima (35 mmol) com bromo acetila (47,2 mmol) e carbonato
de potassio (35 mmol) em 30 mL de cloroférmio. Por fim, em duas reac¢des distintas, o oxadiazol (5
mmol) foi adicionado lentamente com o auxilio de um funil de adicdo, a diamina comercial
(etilenodiamina e piperazina; 10 mmol) e carbonato de potdssio (12,5 mmol) em 25 mL de acetonitrila,
sob agitacdo magnética e refluxo As reacGes ocorreram por 3 horas e foram acompanhadas por CCD
(eluente: 9:1 diclorometano/metanol; revelador: luz ultravioleta). Os ligantes foram obtidos com
rendimentos de 65% para o ligante a e 68% para o ligante b. Os compostos foram reavaliados por RMN

de 'H e 3C e por espectroscopia na regido do infravermelho para verificacdo de pureza e estabilidade.
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Figura 10 - Representacao da sintese dos ligantes. Fonte: Elaborado pela autora.

3.1.2 Sinteses dos complexos de Platina(ll)

As sinteses dos complexos de platina foram realizadas com base na experiéncia prévia do
nosso grupo de pesquisa e como descrito por Querino e colaboradores [49]. Para as sinteses dos
complexos 1a e 1b, separadamente, foram utilizados 0,55 mmol do sal K;PtCls (228 mg) solubilizados
em 5 mL de agua destilada. A estas solugdes foram adicionados gota a gota 0,5 mmol dos ligantes a
(112 mg) e b (125 mg), solubilizados em 5 mL de metanol. As rea¢des foram mantidas por até 72 horas
sob agitacdo constante e foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada (CCD),
utilizando-se cromatofolhas de silica gel sobre Iaminas de aluminio. Como eluente, utilizou-se solugdes
de diclorometano/metanol nas proporg¢des 9:1 e 8:2. Os reveladores utilizados foram luz ultravioleta
e vapores de iodo.

Os complexos obtidos foram centrifugados por 5 minutos a 2000 rpm, para separagao do
solido e dgua mae. Ao solido foi entdo adicionado 5 mL de dgua destilada, para remogao de impurezas,
a seguir, a mistura foi submetida a nova centrifugacdo. O processo de lavagem foi realizado também
com metanol e diclorometano (trés vezes cada solvente), sendo feita a suspensao e centrifugacdo a
cada ciclo de lavagem. Apods a lavagem os complexos foram secos e armazenados em dessecador. Os

rendimentos das sinteses foram 75% (1a) e 77% (1b). A sintese estd representada na Figura 11.
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Figura 11 - Representacdo da sintese dos complexos de platina (1a, 1b) e de paladio (2a, 2b). Fonte:
Elaborado pela autora.

3.1.3 Sintese dos complexos de Paladio(ll)

As sinteses dos complexos de paladio, 2a e 2b foram realizadas de forma similar aos de platina
da secdo anterior. A uma solucdo de K;PdCl, (179 mg, 0,55 mmol) em 5 mL de agua destilada, foram
adicionados gota a gota os ligantes a (112 mg, 0,5 mmol) ou b (125 mg, 0,5 mmol) solubilizados em 5
mL de metanol. As rea¢des foram mantidas por até 72 horas sob agitacdo constante e acompanhadas
por CCD (eluente: solucdes 9:1 e 8:2 de diclorometano/metanol; reveladores: luz ultravioleta e vapores
de iodo).

Os produtos foram centrifugados e lavados como descrito anteriormente. Primeiramente,
centrifugados por 5 minutos a 2000 rpm e o sélido obtido foi submetido a lavagens sequenciais com 5
mL de dgua destilada, metanol e diclorometano (trés vezes cada solvente), sendo feita a suspensdo e
centrifugacdo a cada ciclo de lavagem. Os rendimentos das sinteses foram 50% (2a) e 76% (2b). A

sintese esta representada na Figura 11.

3.2 METODOS INSTRUMENTAIS

3.2.1 Analise Elementar (CHN)

As medidas de determinacdo dos teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre foram

realizadas em Analisador CHNS/O 2400 Series Il Perkin-Elmer, no Departamento de Quimica da UFMG,

utilizando gds oxigénio para combustdo e gds hélio para o arraste de gases gerados durante a

combustdo das amostras.
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3.2.2 Espectroscopia vibracional na Regido do Infravermelho (IV)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em equipamento Perkin ElImer modelo
Frontier na regido 400 - 4000 cm™, com resolu¢do de 4 cm™. Foi utilizado o modo ATR ou pastilha de

KBr, quando conveniente. Os espectros foram tratados com o software OriginPro 9.0.

3.2.3 Espectroscopia Vibracional RAMAN

As analises foram realizadas em Espectrémetro micro-Raman acoplado a AFM - Witec
alpha300 RA, no Laboratério de Caracterizacdo e Processamento de Nanomateriais, LCPnano, do
Departamento de Fisica da UFMG. Foi utilizado o laser de 532 nm com poténcia de 10 pW e um
microscopio dptico Nikon com objetiva de 50x. Foram feitas 6 leituras de cada amostra com tempo de
120 segundos e a partir da média das leituras, foi obtido um Unico espectro. Os espectros foram

tratados com o software OriginPro 9.0.

3.2.4 Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo (EMAR)

O estudo de espectrometria de Massas de Alta Resolucdo foi realizado pelo Centro Regional
para o Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovagdo (CRTI) da Universidade Federal de Goids - UFG. As
amostras foram preparadas na concentracdo de 1 mg/mL em metanol e em seguida diluidas a uma
concentracdo de 70 ppm em metanol. Os espectros foram adquiridos por infusdo direta das amostras,
utilizando-se um espectrémetro de massas Q-Exactive (ThermoScientific), com fonte H-ESI, operando
em modo positivo e negativo nas seguintes condigdes: full scan m/z 200 - 850 (variando dentro desta
faixa conforme a m/z de interesse para cada amostra), resolucdo 140.000, spray voltage 2,0 e 5,0 kV,
fluxo de 20 uL/min, gés de bainha 10, gas auxiliar 0, temperatura do capilar 300 °C, temperatura do

gas auxiliar 37 °C, s-lens 50 e 80.

3.2.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os experimentos de Ressondncia Magnética Nuclear de hidrogénio (*H), carbono (3C), e
platina (**°Pt) foram realizados no Laboratdrio de Ressonancia Magnética Nuclear de Alta Resoluc3o
(LAREMAR) do Departamento de Quimica da UFMG, utilizando o espectrometro Bruker AVANCE I
Nanobay com frequéncia de 400 MHz. Os solventes utilizados foram DMSO-ds e DMF-d.
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3.2.6 Espectroscopia Eletronica na regido do Ultravioleta-visivel (UV-VIS)

Os espectros de absorcdo eletrénica na regido do ultravioleta-visivel foram obtidos no
espectrofotometro CARY 100Conc em cubetas de quartzo de caminho ético de 1 cm no Departamento

de Quimica da UFMG.

3.2.7 Espectroscopia de Fluorescéncia

Os espectros de emissdao dos compostos foram obtidos em um espectrofluorimetro Varian
Cary Eclipse no Departamento de Quimica da UFMG. As andlises foram realizadas em cubetas de
guartzo com 1,0 centimetro de caminho 6éptico e fendas de excitacdo e emissdo de 5 nm. Para o
experimento de competicdo com ct-DNA, foi usado Aexcitacso = 526 nm e faixa de analise 530 - 800 nm.

Para estudo de interagdo com BSA, usou-se Aexcitacio = 280 nm e faixa de analise 290 - 550 nm.

3.2.8 Ensaios de Citotoxicidade

Para determinacdo da viabilidade celular foram utilizadas as linhagens: MDA-MB-231
(adenocarcinoma metastdtico de mama humana); 4T1 (células de carcinoma mamario murino); MCF-
10 (células normais de glandulas mamarias). As células foram distribuidas em meio de cultura RPMI
1640, suplementado com soro fetal bovino (FBS) 10% v/v, sendo 1,5 x 103 células/po¢o/100 pL em
placas com 96 pogos que foram devidamente incubadas a 37 °C em atmosfera umedecida a 5% de CO;
por 24 horas para total aderéncia.

Nos pogos da placa contendo as células ja aderidas, foram distribuidos 100 pL de
concentragdes decrescentes (100, 50, 10, 5 e 1 uM) dos complexos e ligantes a serem testados, em
quadruplicatas. As solugdes estoques dos compostos foram preparadas em DMF e diluidas em meio
de cultura com no maximo 1% v/v de DMF. Para controle negativo foi utilizado 100 pL de meio de
cultura suplementado com 10% de FBS. Como controle positivo foi utilizado cisplatina.

Apds a exposicao aos compostos sob avaliagdo por 72 horas, as células foram incubadas com
MTT (5 pug/10 uL/poco) durante 4 horas. A seguir, todo o liquido sobrenadante foi removido por
aspiracdo e foram adicionados 100 puL de DMSO/poco, sendo a viabilidade celular (proporcional a
concentracdo dos sais de formazan - produto da redugdo mitocondrial do MTT nas células viaveis)
determinada pela medida de absorbancia a 570 nm em espectrofotometro de microplacas[50]. Os
dados obtidos através dos ensaios colorimétricos com MTT foram normalizados considerando-se a
viabilidade celular do controle negativo como 100% utilizando o software GraphPad Prism 8.0. Foram

realizados dois experimentos independentes para cada composto e linhagem celular.
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3.2.9 Estudos de interagdo ct-DNA por titulagoes espectrofotométricas

Para estudo da interacdo entre o ct-DNA e os complexos, foram realizadas titulagdes
espectrofotométricas utilizando uma solugao de ct-DNA. A solugdo de DNA de timo de bezerro (sigma
D1501), [ct-DNA] = 50 pmol L foi feita em tampdo fosfato-salino (PBS, NaCl 1,4 mM, Na;HPO4 8 mM,
KH2P0O4 2 mM, KCI 2,7 mM, pH 7,4), tendo sua concentragao determinada através da espectroscopia
na regido UV-VIS, utilizando a lei de Lambert-Beer (A = €bc), onde A é a absorbancia, b é o caminho
optico (1 cm), ¢ é a concentragdo em mol L e € é a absortividade molar do DNA (6600 mol? cm™ L em
260 nm).

As titulacOes foram realizadas empregando-se duas cubetas: na cubeta 1 foram adicionados
1960 plL do tampdo PBS pH 7,4 e 40 pL de DMF, correspondendo ao branco; e na cubeta 2 foram
adicionados 1960 pL do tamp3o PBS pH 7,4, 20 uL de DMF e 20 pL da solu¢do do composto (10 mol
L'!) em DMF. Em seguida, foram realizadas sucessivas adi¢des de 1 pL de ct-DNA em ambas cubetas, a
cada adigdo as solugdes foram homogeneizadas manualmente com auxilio de micropipeta por 2
minutos e entdo, eram obtidos os espectros da cubeta 1 (branco) e cubeta 2 (amostra).

A partir dos espectros adquiridos, foi possivel calcular as constantes de interacao (Ky) entre os

compostos e o ct-DNA, utilizando a equacao de Scatchard (Equacdo 1) [51,52].

[DNA] _ [DNA] 1
(ea—€f) (ep—ef)  Kp(ep—ef)

Equagdo 1

em que, €,, €, € €, correspondem respectivamente, ao coeficiente de absortividade molar em cada
adicdo de ct-DNA, ao coeficiente do complexo livre e ao coeficiente do complexo totalmente ligado ao

ct-DNA. A constante de interacdo K, é a razdo entre os coeficientes angular e linear do gréfico

[DNA]
(ea—€p)

vs [DNA].

3.2.10 Estudos de competicao com ct-DNA por medidas de fluorescéncia

O experimento de deslocamento do brometo de etidio (BE) foi conduzido para avaliar a
capacidade dos complexos sintetizados de atuarem como intercaladores eficazes de DNA.

Para tal, foram utilizadas a solucdo de ct-DNA citada anteriormente (item 3.2.9) e uma solugdo
de brometo de etidio de concentracdo 5 umol L, ambas em tamp3o fosfato-salino PBS, pH 7,4.

Durante o experimento, a mistura dessas solugdes foi titulada com adicGes sucessivas dos

complexos preparados neste trabalho, na faixa de concentracdo de 0 - 100 uM, ndo ultrapassando o



30

volume de 60 pL (2% DMF). Os espectros foram registrados na faixa de 530 - 800 nm, com Aexcitacio =
526 nm e Aemissio = 601 nm a fim de se observar alguma supressao da fluorescéncia caracteristica de
BE-ct-DNA que sugere um mecanismo de interagdo por intercalacdo.

Os espectros foram ajustados ao modelo matematico Stern-Volmer [53] (Equacdo 2), sendo

possivel assim, calcular as constantes de supressao (K<) entre os complexos e o ct-DNA.

FE = 1+Kq10[Q] = 1+K,, [Q] (Equagdo 2)

0

em que, Fo e F sdo as intensidades relativas de fluorescéncia do aduto ct-DNA-BE, na auséncia e na
presenga do complexo, respectivamente. Kq é constante de velocidade bimolecular de supressdo,  é
o tempo de vida de fluorescéncia média do aduto ct-DNA-BE excitado (23,0 x 10° s) [53], [Q] é a
concentracdo do complexo e Ksy é a constante de supressdo de Stern-Volmer. Esta constante é

considerada a constante de ligacdo referente ao aduto ct-DNA-composto titulante e é obtida da

ST F
regressdo linear de — vs [Q].
0

3.2.11 Eletroforese de DNA em gel de agarose

A possibilidade de os complexos interagirem com o DNA plasmidial foi estudada por
eletroforese em gel de agarose. Foi utilizado o plasmideo PSP72. Assim, 10 uL do plasmideo (100 ng)
em tampao Tris-HCl (pH 7,2) foram incubados com 10 pL dos ligantes a 200 uM (concentracao final de
100 uM) e 10 pL dos complexos em concentragdes de 200 e 20 uM em DMF (5% v/v) (concentragdo
final de 10 e 100 uM) por 24 horas a 37 °C. A razdo complexo/DNA resultante é de (20 e 2 mmol Pt/g
DNA). Apds incubacdo, as reacOes foram interrompidas pela adicdo de 5 plL de tampdo de
carregamento (5 mmol L Tris-HCl, 0,01% v/v azul de bromofenol, 50% v/v glicerol) as reacdes. As
misturas foram submetidas a eletroforese em gel de 0,7% agarose (m/v), em tampado TAE 1X (40 mM
de Tris-acetato, 0,5 mol L' EDTA pH 8,0) a 70 V por 1 hora. O gel foi visualizado e fotografado em

transiluminador UV apds incubacdo em solucdo de brometo de etidio (2,5 pg mL™) por 24 horas.
3.2.12 Estudos de interagdao com BSA por medidas de fluorescéncia

Para estudo da interagdo com a albumina do soro bovino (BSA), preparou-se uma solugdo em

tampao fosfato-salino PBS, pH 7,4. Sua concentragdo foi calculada por espectroscopia na regido UV-
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VIS, utilizando a lei de Lambert-Beer, em que € é a absortividade molar da BSA (43824 mol* cm™ Lem
228 nm).

As titulagGes foram realizadas diretamente na cubeta. A uma cubeta foram adicionados 2905
pL de tampdo PBS e 80 ulL de BSA a 3,7 uM, uma medida foi realizada correspondendo ao ponto zero.
Em seguida, foram feitas adigOes sucessivas dos complexos deste trabalho, na faixa de concentragao
de 0 - 12 uM preparadas em DMF, correspondendo a 7,5 plL (ndo ultrapassando 1% de DMF para
garantir a integridade da proteina[54]). Cada adicdo foi homogeneizada manualmente com auxilio de
micropipeta por 2 minutos seguidos da aquisicdo dos espectros. Os espectros foram registrados na
faixa de 290 - 550 nm, com Aexcitagio = 280 NM € Aemissso = 344 nm a fim de se observar alguma supressdo
da fluorescéncia caracteristica de BE-ct-DNA que sugere um mecanismo de interagao por intercalagao.

Os espectros foram ajustados ao modelo matematico Stern-Volmer [53] (Equacgdo 2), sendo 7o,

o tempo de vida de fluorescéncia média do fluoréforo excitado (to = 1 x 108 s) [55] .

3.3 ESTUDOS TEORICOS

3.3.1 Estudo de otimizagdo in silico

O estudo de estabilidade das possiveis conformag&es dos ligantes e dos complexos obtidos foi
realizado pelo grupo de pesquisa da professora Juliana Fedoce Lopes da Universidade Federal de
Itajuba - UNIFEl. Foram realizados calculos de otimizagdo e frequéncia utilizando o software

Gaussian09 e DFT com o funcional M06-2x e fungdo de base 6-31g(d,p).

3.3.2 Estudo ADME in silico

Para simulagdo dos parametros farmacoldgicos e farmacocinéticos dos complexos estudados
neste trabalho utilizou-se a ferramenta on-line e gratuita SwissADME[56]. Estruturas SMILES foram
criadas utilizando Chemdraw Ultra 12.0 para todos os complexos sintetizados e adicionados a base de
dados do software para avaliagdo das propriedades ADME (absorc¢do, distribuicdo, metabolismo e

excrecdo).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZAGAO DOS COMPOSTOS

Os complexos sintetizados apresentam colora¢do amarelo palido e sdo estdveis em solugdo de
DMF. As andlises e caracteriza¢Oes realizadas comprovaram as formag¢des dos complexos do tipo
[M"L,Cl,], em que M = Pt** e Pd** e L = ligantes a e b. Os dados dos ligantes e dos complexos s3o listados

a seguir.

Ligante a

Nome IUPAC: N-((3-(tiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il)metil)etano-1,2-diamina.

Férmula molecular: CoH1,N40S.

Massa molar: 224,28 g mol™.

Caracteristica fisica: 6leo amarelo.

IV (cm™): 3344, 3094, 2926, 1556, 1422, 708.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C) 6: 7,87 (d, J = 5,0, 0,9 Hz, 1H), 7,80 (d, J = 3,6, 1,0 Hz, 1H), 7,26 (t,
J=4,9, 3,8 Hz, 1H), 4,05 (s, 2H), 2,62 (d, J = 3,6 Hz, 4H).

RMN *3C (101 MHz, DMSO-ds, 25 °C) 6 179,48 (N=C-0), 163,56 (C-C=N), 130,66 (S-CH-CH), 129,82 (CH-
CH-CH), 128,56 (CH-CH-C), 127,49 (CH-C-S), 50,90 (C-CH»-NH,), 44,07 (NH-CH,-CH>), 40,80 (CH,-CH,-
NH).

Ligante b

Nome IUPAC: 5-(piperazin-1-ilmetil)-3-(tiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazol.
Férmula molecular: C11H14N4OS.

Massa Molar: 250,32 g mol™.
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Caracteristica fisica: 6leo amarelo.

IV (cm™): 3370, 3027, 2918, 1553, 1429, 724.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C) 6: 7,88 (d, J = 3,9 Hz, 1H), 7,80 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 7,26 (t, J = 4,8,
3,7 Hz, 1H), 3,95 (s, 2H), 2,87 — 2,76 (m, 4H), 2,57 — 2,52 (m, 4H).

RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds, 25 °C) 6: 176,92 (N=C-0), 163,66 (C-C=N), 130,84 (S-CH-CH), 130,04 (CH-
CH-CH), 128,64 (CH-CH-C), 127,33 (CH-C-S), 52,32 (C-CH,-N), 52,11 (N-CH,-CH,), 51,89 (N-CH»-CH>),
50,82 (CH,-CH-N), 44,59 (CH,-CH,-N).

Complexo 1a

Nome IUPAC: N-((3-(tiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il)metil)etano-1,2-diamindicloroplatina(ll).

Férmula molecular: CoH1,Cl;N4OSPt.

Massa Molar: 490,27 g mol™.

Caracteristica fisica: sélido amarelo.

IV (cm-1): 3284, 3091, 2948, 1567, 1339, 721.

RMN H (400 MHz, DMSO-d6, 25 °C) &: 7,88 (d, J = 4,3 Hz, 1H), 7,83 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 7,27 (t, J = 4,3
Hz, 1H), 7,15 (s, 1H), 5,41 (d, J = 19,1 Hz, 2H), 4,73 (d, J = 15,5 Hz, 1H), 4,33 (dd, J = 15,6, 9,3 Hz, 1H),
2,68 (dd, J= 32,6, 6,3 Hz, 2H), 2,40 (d, / = 40,1 Hz, 2H).

RMN 3C (101 MHz, DMSO-dg, 25 °C) 6: 174,62 (N=C-0), 163,49 (C-C=N), 130,84 (S-CH-CH), 130,03 ((CH-
CH-CH), 128,42 (CH-CH-CH), 126,79 (CH-C-S), 56,25 (C-CH>-NH,), 46,29 (2C, NH-CH,-CH,-NH).

)\/N"“'Pd\m

Nome IUPAC: N-((3-(tiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazol-5-il)metil)etano-1,2-diamindicloropaladio(ll)

Complexo 2a

Férmula molecular: CsH12CloN4OSPd.

Massa Molar: 401,61 g mol™.
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Caracteristica fisica: sélido amarelo.

IV (cm™): 3301, 3090, 2952, 1566, 1340, 731.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C) 6: 7,91 (dd, J = 5,0, 1,0 Hz, 1H), 7,86 (dd, J = 3,6, 1,0 Hz, 1H), 7,29
(dd, J=4,9, 3,8 Hz, 1H), 6,76 (s, 1H), 4,97 (s, 2H), 4,59 (dd, J = 15,9, 2,1 Hz, 1H), 4,37 (dd, J = 15,9, 9,3
Hz, 1H), 2,77-2,69 (m, 2H), 2,49 — 2,30 (m, 2H).

RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds, 25 °C) 6: 174,89 (N=C-0), 163,70 (C-C=N), 131,05 (S-CH-CH), 130,34 (CH-
CH-CH), 128,63 (CH-CH-CH), 127,03 (CH-C-S), 54,47 (C-CH,-NHy), 45,70 (NH-CH,-CH,), 44,74 (CH,-CH,-

NH).
I~ N
\ / N/ N\ Pt/
CI/ \C

Complexo 1b

Nome IUPAC: 5-(piperazin-1-ilmetil)-3-(tiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazolplatina(ll).

Férmula molecular: C11H14Cl.N4OSPt.

Massa Molar: 516,31 g mol™.

Caracteristica fisica: sélido amarelo.

IV (cm™): 3462, 3076, 2966, 1563, 1419, 718.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C) 6: 8,65 (s, 1H), 7,92 — 7,87 (m, 1H), 7,81 (dd, J = 3,6, 1,2 Hz, 1H),
7,27 (dd, J=8,6, 4,8 Hz, 1H), 4,08 (s, 1H), 3,96 (d, / = 7,2 Hz, 1H), 3,14 (d, J = 17,5 Hz, 4H), 2,87 — 2,68
(m, 4H).

RMN 23C (101 MHz, DMSO-ds, 25 °C) &: 176,84 (N=C-0), 164,19 (C-C=N), 131,41 (S-CH-CH), 130,51 (CH-
CH-CH), 129,10 (CH-CH-C), 127,69 (CH-C-S), 53,30 (C-CH.-N), 51,88 (N-CH,-CH,), 51,44 (N-CH»-CH>),
49,00 (CH,-CH,-N), 43,34 (CH,-CH»-N).

Complexo 2b
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Nome IUPAC: 5-(piperazin-1-ilmetil)-3-(tiofen-2-il)-1,2,4-oxadiazolpaladio(ll).

Formula molecular: C11H14CI,N4OSPd.

Massa Molar: 427,65 g mol™.

Caracteristica fisica: sélido amarelo.

IV (cm™): 3486, 3087, 2956, 1576, 1418, 729.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C) 6: 7,91 — 7,87 (m, 1H), 7,81 (dd, J = 3,6, 1,1 Hz, 1H), 7,27 (dd, J =
5,1, 3,7 Hz, 1H), 4,09 (s, 1H), 3,91 (s, 1H), 3,24 — 2,56 (m, 8H).

RMN 3C (101 MHz, DMSO-ds, 25 °C) 6: 176,86 (N=C-0), 164,07 (C-C=N), 131,27 (S-CH-CH), 130,47 (CH-
CH-CH), 129,05 (CH-CH-C), 127,80 (CH-C-S), 52,10 (C-CH,-N), 51,98 (N-CH,-CH,), 49,85 (N-CH»-CH>),
49,00 (CH,-CH2-N), 43,42 (CH,-CH,-N).

4.1.1 Analise Elementar (CHN)

A determinacdo dos teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram realizadas para os
guatro complexos sintetizados. Além disso, para os complexos 1b e 2b, também se determinou o teor
de enxofre. Para o complexo 2a foi considerado a presenca de diclorometano e para o 2b, a presenca
de 4dgua. Todos os dados obtidos estdo apresentados na Tabela 1.

Para o cdlculo das porcentagens de C, H, N e S esperadas, levou-se em conta a proposta de
complexos neutros com a presenga de um nucleo metdlico, um ligante (a e b) e dois ligantes cloretos.

Utilizou-se o software Jasper 2.0 - JavaScript Percentage Elemental Results Calculator como auxilio.

Tabela 1 - Massa molar e dados de andlise elementar de CHN para os complexos sintetizados.

Massa molar

Complexo Férmula molecular %C %H %N %S
(g mol?)
21,42 2,46 10,52
la CoH12CI,N4OSPt.0,5CH,Cl; 458,21 -
(21,51) (2,29) (10,65)
2592 29 12,86
2a CoH12Cl.N,OSPd.0,4CH,Cl, 401,61 -
(26,12) (2,74) (12,97
2559 2,74 10,85 6,21
1b C11H14CI2N4OSPt 516,31
(25,31) (2,96) (10,74) (6,07)
2935 3,69 12,45 7,12
2b C11H14CI3N4OSPd.1,25H,0 427,65

(28,82) (3,12) (12,38) (7,12)

Nota: Valores experimentais entre parénteses.



36

As porcentagens obtidas experimentalmente estdo de acordo com as estruturas propostas
com limites de precisdao absoluto de até 0,28% para carbono, 0,13% para nitrogénio e 0,23% para

hidrogénio.
4.1.2 Espectroscopia vibracional na Regidao do Infravermelho (IV)

As Figuras 12 e 13 apresentam os espectros de absor¢do na regido do IV dos ligantes e seus
respectivos complexos. Os espectros foram obtidos na regido de 4000 a 400 cm™. As atribui¢des das

bandas observadas foram baseadas em dados descritos anteriormente na literatura [57] e estdo

descritas na Tabela 2.

a

ia (%)
%

itanc

-

N"““F‘t.,“_m

la

| Y o
—2a ! |“ Eﬂ ‘““c:

L' 2a

Transm

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'l)

Figura 12 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho para o ligante a e os complexos 1a e 2a.
Analises realizadas em KBr.
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Figura 13 - Espectro de absorgao na regido do infravermelho para o ligante b e os complexos 1b e 2b.
Andlises realizadas em atr.

As bandas atribuidas ao estiramento N-H, apresentam caracteristicas distintas para o ligante
livre em comparagdo aos complexos. No ligante livre a, derivado da etilenodiamina, a banda em 3344
cm™ é larga, indicando a presenca de elétrons livres no nitrogénio que podem realizar ligacdes de
hidrogénio que causam esse alargamento. Ja para os complexos 1a e 2a, as bandas em 3284 e 3301
cm! s3o mais definidas, visto que a complexacdo pode envolver os elétrons do nitrogénio, impedindo
a formagdo das ligagdes de hidrogénio. No ligante b, a banda referente ao estiramento da ligagao N-H
aparece em 3370 cme nos complexos a banda é levemente deslocada para 3462 cm™* para o complexo
1b e 3486 cm™ para o 2b. O aumento no nimero de onda indica um aumento na energia de ligacdo.
As bandas referentes as ligagdes C-H, tanto de grupos aromaticos como alifaticos, ocorreram na regiao
proxima a 3000 cm™ para os seis compostos. Os estiramentos atribuidos a ligagdo C=N ocorrem na
regido 1550 cm™ para os ligantes e em 1560 - 1570 cm™ para os complexos. J& para a ligacdo C-N,
observa-se uma diminui¢do na frequéncia de vibragdo dos complexos em relacdo ao ligante livre. A
diferenca entre as frequéncias e os perfis das bandas indica que a complexag¢do dos metais, platina e

paladio, respectivamente, pode ter ocorrido via par de elétrons ndo-ligantes dos nitrogénios das
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diaminas, ja que a ligacdo M-N enfraquece a ligacao N-H [57]. Esta informacdo estd de acordo com os

dados obtidos no RMN de %Pt para os complexos 1a e 1b.

Tabela 2 - Atribuicdo das principais bandas observadas nos espectros de absorg¢do na regido do

infravermelho (cm™) dos ligantes e respectivos complexos.

Atribuicao a la 2a b 1b 2b
LON-H 3344 3284 3301 3370 3462 3486
LUC-Ha, 3094 3091 3090 3027 3076 3087
LC-Ha 2926 2948 2952 2918 2966 2956
vC=N 1556 1567 1566 1553 1563 1576
LC-N 1422 1339 1340 1429 1419 1418
6'CH; 708 721 734 724 718 729

Nota: L: estiramento; §': deformacgdo angular; Ar: aromatico; Al: alifatico.

4.1.3 Espectroscopia Vibracional Raman

A espectroscopia vibracional Raman é muito utilizada para obtencdo de informacdes

estruturais de compostos quimicos em regides menores que 400 cm™. Essas informacdes sdo Uteis pois

as ligacGes entre metal-ligante, aparecem nesta regido. Como o paladio ndo é um ndcleo ativo para

RMN, os espectros Raman foram obtidos para os complexos 2a e 2b, para verificar a ligacdo Pd-Cl. Os

espectros obtidos sdo mostrados nas Figuras 14 e 15.
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Figura 14 - Espectro Raman para o complexo 2a.
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Figura 15 - Espectro Raman para o complexo 2b.
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Para o complexo 2a, podemos observar bandas em 300, 551, 1420, 1480 e 1565 cm™. A banda
em 300 cm™ corresponde a ligacdo Pd-Cl, e a banda em 551 cm™ pode ser referente a ligacdo Pd-N. J4
as bandas em 1420, 1480 e 1565 cm™ sdo referentes as ligacdes C=N, C-N e C=C. Para o complexo 2b,
podemos identificar a banda caracteristica da ligacdo Pd-Cl em 298 cm™. Bandas nessas regides foram
também encontradas para complexos de palddio pelos grupos de pesquisa de Kindermann [58] e pelo

grupo de Fernandes Knupp [59].

4.1.4 Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo (EMAR)

A espectrometria de massas foi realizada com ionizacdo por eletrospray em modo positivo e
negativo (ESI-MS). Foi possivel determinar os picos base para todos os complexos. Para efeito de
comparacao, foi feita a simulacdo dos espectros de distribuicdo isotépica dos complexos no software
ChemCalc[60].

Para o complexo 1a, foi observado o sinal referente a molécula cationizada em m/z 511,96488
(Figura 16), esse valor é compativel com o ion aduto [M+Na]*. O ion aduto simulado foi m/z 511,9654,

o que condiz com o resultado experimental com um erro de 0,00010%.

100 011.80480 100 100.00%
80 5
60~ 60
40- “
20 516.96503 20
Z 508.96114 I 518.96208 |
U 1|-'|r-|'|r-|.-1r|.-'|'|--'|r -4k lpay 1'|‘-'|1+-'I-'lr|r1r-|r| o ' l .
500 510 520 505 510 515 520
mfz m/z
A B

Figura 16 - A) Espectro de ESI-MS para o complexo 1a em metanol no modo positivo; B) Espectro
simulado no Chemcalc.

O pico encontrado para o complexo 2a em m/z 364,94497, corresponde ao fragmento [M-CI]*,
com o complexo menos um ligante cloreto. O resultado experimental estd de acordo com a simulacdo,

gue mostra o ion molecular em m/z 364,9455 (Figura 17) e com erro de 0,00014%.
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Figura 17 - A) Espectro de ESI-MS para o complexo 2a em metanol no modo positivo; B) Espectro
simulado no Chemcalc.

Para os complexos 1b e 2b, os ions moleculares foram observados em m/z 514,99076 e m/z
426,93730, correspondendo aos fragmentos [M-H*], ou seja, o complexo menos um ion hidrogénio.
As simulagdes novamente confirmaram os resultados experimentais obtidos, mostrando os ions

moleculares em m/z 514,9913 e m/z 426,9379, Figuras 18 e 19, respectivamente.
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0 B R A R Ay AR ALY LR A LAALS AR AR AL ALY ALY 0 . .
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m/Z m/Z
A B

Figura 18 - A) Espectro de ESI-MS para o complexo 1b, em metanol no modo negativo; B) Espectro
simulado no Chemcalc.



42

120
426.93730 12695
80—— 80
] 430.93476
60; 60
40
3 432.93602 40
20—: 20
4 422.93942 | 434.93307 l
0 "'l"']"'l'l"l”‘ v "‘|"II'"ll'l"l"'I"'I"‘I"‘l"'l"'l"‘l o - l
0
420 430 440 450 425 430
m/z m/z
A B

Figura 19 - A) Espectro de ESI-MS para o complexo 2b, em metanol no modo negativo; B) Espectro
simulado no Chemcalc.

4.1.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN dos ligantes e complexos foram realizados em DMSO-ds e em DMF-d,
para estudo de estabilidade. Os sinais de 'H foram atribuidos com base nos deslocamentos quimicos,
multiplicidades e dados da literatura. Os atomos de carbono foram identificados com base no
deslocamento e por experimento DEPT-135. Os espectros dos ligantes e seus respectivos complexos
apresentam similaridades. Os deslocamentos, multiplicidade e constantes de acoplamento para o
ligante a e os complexos 1a e 2a estdao mostrados na Tabela 3.

Para o ligante a, os atomos de hidrogénio da parte aromatica da molécula (Ha, H, € H¢)
apresentaram sinais em 7,87, 7,80 e 7,26 ppm, para o complexo 1a, os sinais apareceram em 7,88,
7,83, 7,27 ppm e para o complexo 2a, em 7,91, 7,86 e 7,29 ppm. A complexacdo do metal altera
levemente os deslocamentos dos sinais. Os dois &tomos de hidrogénio do carbono ligado diretamente
a diamina (Hq,«), se apresenta como um simpleto no ligante mas se desdobra em dois sinais apods a
complexacdo. Esse fen6meno ocorre, pois o atomo de nitrogénio da diamina se torna um centro quiral
apos se ligar ao metal, assim, os hidrogénios proximos a ele passam a ser diasterotdpicos[61]. Os
quatro atomos de hidrogénio da diamina (Hee € H¢¢), aparecem como um Unico sinal para o ligante e
se separam para os complexos. Essa mudanca é um dos indicios da complexacdo do metal pelos
nitrogénios da diamina, ja que a presenga do metal altera toda a densidade de carga da estrutura,
principalmente em sua vizinhanga imediata, devido a alta densidade eletronica dos metais. Os 4&tomos

de hidrogénio ligados diretamente aos nitrogénios (Hge Hh i) sdo visiveis apenas nos complexos.



43

Tabela 3 - Atribuicdes dos espectros de RMN 'H para o ligante a e complexos 1a e 2a.

Hidrogénios Ligante a Complexo 1a Complexo 2a

(6, m, J (Hz))

H. 7,87,dd,J=5,0,0,9 Hz 7,88,d,)=4,3 Hz 7,91,dd,)=5,0,1,0 Hz

Hp 7,26,t,/=4,9, 3,8 Hz 7,27,t,1=4,3 Hz 7,29,dd,)=4,9, 3,8 Hz

Hc 7,80,dd,J=3,6,1,0 Hz 7,83,d,J=3,2 7,86,dd,)=3,6,1,0 Hz

Hq 4,73,dd, J =15,5 Hz 4,59,dd, J=15,9 Hz
[ 4,05, s

Hd' 4,33,dd, ) =15,6 Hz 4,37,dd, J=15,9 Hz

He,er 2,68,dd,J)=32,6,6,3 Hz 2,77- 2,69, m
[ 2,62,d,/=3,6 Hz

Hs 2,40,d,J=40,1 Hz 2,49-2,30, m

H, - 7,15, s 6,76, s

Hh,i - 5,41,d,)=19,1 Hz 4,97,s

Os espectros de H para o ligante a, complexo 1a e complexo 2a sdo mostrados nas Figuras 20,

21 e 22 a seguir.
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Figura 20 - Espectro de RMN de 'H do ligante a, 400 MHz e 25 °C, em DMSO-db.
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Os espectros de RMN *3C para o ligante a e os complexos 1a e 2a, também apresentaram
similaridades e as identificacdes foram realizadas de maneira analoga aos espectros de *H. Os 4tomos
de carbono foram identificados em ordem crescente na estrutura do ligante, como mostrado na Figura

23. A mesma numeracdo foi usada para os complexos.

Figura 23 - Numeragdo dos atomos de carbono do ligante a.

As principais mudancas ocorreram nos atomos de carbono da diamina e naqueles préximos a
ela, como mostra na Tabela 4, evidenciando, mais uma vez, a complexacdo dos metais pelos

nitrogénios da diamina.

Tabela 4 - Atribuicdes dos espectros de RMN 3C para o ligante a e complexos 1a e 2a.

Carbonos Ligantea(8) Complexo 1a(8) Complexo 2a (5)

1 130,66 130,84 131,05
2 129,82 130,03 130,34
3 128,56 128,42 128,63
4 127,49 126,79 127,03
5 163,56 163,49 163,70
6 179,48 174,62 174,89
7 50,90 56,25 54,47
8 44,07 46,29 45,70
9 40,80 46,29 44,74

A Figura 24 mostra uma comparacdo entre os espectros de RMN 3C para o ligante a e os

complexos 1a e 2a.
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Figura 24 - Espectro de RMN de C para o ligante a os complexos 1a e 2a, 100 MHz e 25 °C, em
DMSO-ds.

Os deslocamentos, multiplicidade e constantes de acoplamento para o ligante b e os
complexos 1b e 2b estdo mostrados na Tabela 5.

Para o ligante b, os dtomos de hidrogénio da parte aromatica da molécula (Ha, H, e H¢)
apresentaram sinais em 7,88, 7,80 e 7,26 ppm, para o complexo 1b, os sinais apareceram em 7,92-
7,87,7,81, 7,27 ppm e para o complexo 2b, em 7,91-7,87, 7,81 e 7,27 ppm. O desdobramento desses
sinais, pode estar relacionado a complexagdao dos metais, tornando os atomos de hidrogénio
magneticamente diferentes e aumentando a complexidade dos acoplamentos spin-spin. Esse
fendbmeno é observado também nos dtomos de hidrogénio da piperazina. Os dois dtomos de
hidrogénio do carbono ligado diretamente a diamina (Hq.«) também se dividiram em dois sinais apds a
complexacdo, da mesma forma que ocorreu para o ligante a. Os quatro atomos de hidrogénio da
piperazina (Hee € Hir), aparecem como dois sinais de 4H cada para o ligante e para o complexo 1b.
Porém, para o complexo 2b, a complexidade dos sinais dos atomos de hidrogénio da piperazina ndo
permite sua identificacdo de forma discriminada. Essa mudanga também é um indicio da complexagdo
pelo anel da piperazina. O hidrogénio ligado diretamente ao nitrogénio (Hg), é visivel apenas para o

ligante e o complexo 1b. O deslocamento de um sinal para um atomo de hidrogénio ligado a um



47

nitrogénio, pode variar devido a varios fatores, dentre eles, a complexidade de sua vizinhanca, solvente

utilizado, concentracdo da amostra e temperatura [62].

Tabela 5 - Atribuices dos espectros de RMN "H para o ligante b e complexos 1b e 2b.

Hidrogénios Ligante b Complexo 1b Complexo 2b

(6, m, J (Hz))

H. 7,88,d,)=3,9 Hz 7,92-7,87, m 7,91-7,87, m

Hp 7,26,t,1=4,8,3,7Hz 7,27,dd,)=8,6,4,8 Hz, 7,27,dd,)J=5,1,3,7 Hz,
H. 7,80,d,)=2,6 Hz 7,81,dd,)J=3,6,1,2Hz 7,81,dd,J=3,6,1,1 Hz
Hqg 4,08, s, 4,09, s,

[ 3,95, s
Hd 3,96,d,)=7,2 Hz 3,91, s
He,er 2,87-2,76, m 3,14,d,1=17,5
3,24 -2,56, m
Hi g 2,57-2,52, m 2,87-2,68, m
H, 2,42, s 8,65, s

Os espectros de RMN H para o ligante b, complexo 1b e complexo 2b s3o mostrados nas

Figuras 25, 26 e 27 a seguir.

HER8Y294 i 8 $RSSBRRERE
BB~ aE A ~ 5 hooBOhihRSET
L e e A e M S R [Ty} m (4 B B I Y Bt I ot B ot B oVt It |
L | | TSR hRIE
I / J J/r{
1
s N
a| /‘““‘O e f
b / NA/N NHg H20
C
d \_/
¢ f! q
ee'ff
]
£ b ” ﬂ
a CD:Cl ‘ ‘ DMS0
|
I
| ﬂ | 1L J I
L _ .
sy e
-~ Q Q [Ty
@8 8 n&
o = — oo

I e B R T L
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 4.5 4

0.20—
=7 2.00=

5.0
f1 (ppm)

Figura 25 - Espectro de RMN de H do ligante b, 400 MHz e 25 °C, em DMSO-ds.
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Os espectros de RMN de *3C para o ligante b e os complexos 1b e 2b, também apresentaram
similaridades e as identificacdes foram realizadas de maneira analoga aos espectros de *H. Os 4tomos
de carbono foram identificados em ordem crescente na estrutura do ligante, como mostrado na Figura

28. A mesma numeracdo foi usada para os complexos.

NH

11

Figura 28 - Numeracdo dos atomos de carbono do ligante b.

As principais mudangas ocorreram nos atomos de carbono da piperazina, como mostra a

Tabela 6 evidenciando, mais uma vez, a complexacdo dos metais pelos nitrogénios da diamina.

Tabela 6 - Atribuicdes dos espectros de RMN 3C para o ligante b e complexos 1b e 2b.

Carbonos Ligante b (8) Complexo 1b (8) Complexo 2 (5)

1 130,84 131,41 131,27
2 130,04 130,51 130,47
3 128,64 129,10 129,05
4 127,33 127,69 127,80
5 163,66 164,19 164,07
6 176,92 176,84 176,86
7 52,33 53,30 52,10

8 52,11 51,88 51,98

9 51,89 51,44 49,85
10 50,82 49,00 49,00
11 44,59 43,34 43,42

A Figura 29 mostra uma comparacdo entre os espectros de RMN de 3C para o ligante b e os
complexos 1b e 2b.
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Figura 29 - Espectro de RMN de 3C para o ligante b os complexos 1b e 2b, 100 MHz e 25 °C, em
DMSO-ds.

O RMN de *>Pt foi realizado para verificar a formagdo do complexo proposto. O sinal da platina
pode aparecer em uma larga faixa dependendo dos atomos ligados a ela. Para complexos do tipo
[PtL2X3], com X =Cl, Bre | e L = ligantes contendo N, P, As, Sb, S, Se e Te, a faixa em que o sinal pode
aparecer é -1500 a -5500 ppm [63]. A Figura 30 mostra o RMN de °°Pt para o complexo 1a, o sinal em
-2356 é compativel com esfera de coordenacgdo do tipo PtN,Cl; [64] e estd de acordo com a simulagdo
tedrica realizada em que foi encontrado um deslocamento de -2360,15 ppm, como mostrado na Tabela

11 do item 4.3.1 Estudos de Otimizagao in silico.
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Figura 30 - Espectro de RMN de ***Pt do complexo 1a, 125 MHz e 25 °C, em DMSO-ds.

A Figura 31 mostra o RMN de '*>Pt para o complexo 1b, com sinal em -2963,18 ppm. Paschoal
e colaboradores demonstraram que o deslocamento quimico da "*Pt no RMN de um complexo
metdlico em que a platina esta ligada diretamente a dois 4&tomos de enxofre e dois 4&tomos de cloro é
deslocada para valores proximos a -3295 ppm. Para complexos que a platina esta diretamente ligada
a um atomo de cloro, um nitrogénio e um enxofre, o deslocamento se aproxima de -3067 ppm e para
complexos com a platina ligada a um enxofre e trés atomos de cloro, o deslocamento cai para -3014
ppm [65]. Para confirmar o sitio de coordenagao deste complexo, foram realizadas simulagdes tedricas
com a inclusdo do solvente DMSO em conjunto com um ajuste para garantir a melhor relagao entre os

valores experimentais e tedricos.
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Figura 31 - Espectro de RMN de ***Pt do complexo 1b, 125 MHz e 25 °C, em DMSO-ds.

Com base nos célculos realizados, concluimos que a estrutura que melhor representa o RMN
de *°Pt do complexo 1b, é a estrutura em que a platina estd ligada pelos dtomos de nitrogénio da

piperazina e um atomo de cloro é substituido por uma molécula de DMSO.

4.1.5.1 Estudos de Estabilidade em RMN

O estudo de estabilidade dos complexos em solugdo foi realizado para definir o melhor
solvente a ser utilizado nos testes de citotoxicidade e interagdo com as biomoléculas. Os complexos
2a, 1b e 2b, se mostraram estaveis em DMSO, ja o complexo 1a, ndo foi estavel neste solvente por

longos periodos (mais que 24 horas), como pode ser visto na Figura 32.
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Figura 32 - Espectro de RMN de 'H para o complexo 1a, em diferentes tempos, 400 MHz e 25 °C, em

DMSO-ds.

Ao se analisar os espectros do complexo 1a em DMSO, podemos observar mudangas na

posicdo dos sinais referentes aos 4tomos de hidrogénio da diamina. Os dtomos de hidrogénio ligados

aos atomos de carbono se deslocam para a esquerda e os hidrogénios ligados diretamente aos

nitrogénios desaparecem. Podemos supor entao que o DMSO pode deslocar um ligante cloreto ligado

a platina e entrar na esfera de coordenag¢ao do metal, alterando todo o ambiente quimico a sua volta.

Para confirmar essa suposicdo, realizou-se a analise de espectrometria de massas para a mesma

amostra do complexo 1a dissolvida em DMSO apds alguns dias. O resultado obtido mostrou que de

fato houve a substituigdo de um ligante cloreto por uma molécula de DMSO na esfera de coordenagao

do complexo (Figura 33). O pico base em m/z 538,05786, indica a massa do complexo, menos um

ligante cloreto e um ion hidrogénio e mais uma molécula de DMSO.
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Figura 33 - Espectro de ESI-MS para o complexo 1a apds 26 dias em DMSO. Anélise feita em metanol
no modo positivo; B) Espectro simulado no Chemcalc.

Para padronizar as analises que seriam realizadas, testou-se a estabilidade dos complexos no
solvente DMF-d;. Todos os complexos mantiveram estabilidade em DMF-d; por até 72 horas. O estudo
de estabilidade do complexo 1a em DMF-d; esta representado na Figura 34 e dos demais complexos

estdo nas Figuras A1-3 do apéndice.
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Figura 34 - Espectro de RMN de 'H para o complexo 1a, em diferentes tempos, 400 MHz e 25 °C, em
DMF-d.
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4.2 ESTUDO COM BIOMOLECULAS

4.2.1 Ensaios de citotoxicidade

O estudo de viabilidade celular é muito utilizado para entender o potencial bioldgico de
diferentes compostos com possiveis atividades antiproliferativas [66—-68]. O ensaio com MTT foi
realizado a fim de se determinar a citotoxicidade dos ligantes e dos complexos sintetizados neste
trabalho. Ao tratar células cancerosas e células sauddveis com diferentes concentracdes das moléculas
estudadas, é possivel calcular o ICso destas moléculas, ou seja, a concentragdo que inibe o crescimento
de 50% das células.

O ensaio foi realizado frente as linhagens tumorais MDA-MB-231 (adenocarcinoma metastatico de
mama humana) e 4T1 (células de carcinoma mamario murino) e células ndo tumorais MCF-10 (células
normais de glandulas mamarias) a fim de se avaliar a seletividade dos compostos. A cisplatina foi

utilizada como farmaco de referéncia. Os valores encontrados de ICsp sdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores de ICso (umol L™ + SD) e indice de seletividade (IS) obtidos pelo ensaio com MTT
para os ligantes a e b e complexos 1a, 2a, 1b e 2b, nas linhagens 4T1, MDA-MB-231 e MCF-10.

Células Tumorais Célula ndo tumoral
471 MDA-MB-231 MCF-10

Compostos 1Cso IS ICso IS I1Cs
Ligante a 91,0+4,3 0,7 59,2+1,1 1,1 63,4t2,2
Complexo 1a 45,6 +0,1 1,2 25,0+0,7 2,1 53,2+2,3
Complexo 2a 82,6 +3,3 0,7 59,6 £ 0,9 0,9 549+1,6
Ligante b 97,0%2,1 0,6 753t4,1 0,8 56,6 £ 0,3
Complexo 1b 58,1+0,4 0,9 55,8+0,1 0,9 51,2+0,2
Complexo 2b 99,5+0,4 0,9 81,7+3,8 0,7 56,9+1,7
Cisplatina 3,4+0,1 4,4 9,6+0,7 1,5 14,7 +2,1

Nota: SD = desvio padrao; quadruplicatas de dois experimentos diferentes

Os ligantes a e b apresentam valores de ICso maiores que seus respectivos complexos de Platina
(1a e 1b), confirmando a suposi¢do de que a complexagdo com a platina melhora a citotoxicidade da
molécula. Esta melhora pode estar relacionada a varios fatores, dentre eles, a capacidade dos metais
de interagirem com biomoléculas. O tipo de metal, estado de oxidacdo, geometria e reatividade,
interferem diretamente na atividade antiproliferativa de moléculas, como mostra Abdolmaleki e

colaboradores [69]. Os complexos de platina, 1a e 1b apresentaram melhor atividade que os
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complexos de palddio 2a e 2b, resultado também observado por Schleser e colaboradores [70] e

Bakalova e colaboradores [71]. A tendéncia geral, pode ser melhor observada na Figura 35.

150
a
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3 100 ]
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> b
=
o _ B 1b
dn 50
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_ B cis-Pt
0_

4T1 MDA-MB-231 MCF-10

Figura 35 - Grafico de barras dos valores de ICso dos ligantes a, b e dos complexos 1a, 2a, 1b e 2b, nas
linhagens 4T1, MDA-MB-231 e MCF-10.

O complexo 1a se mostrou o mais ativo entre todas moléculas analisadas. Inclusive frente a
linhagem MDA-MB-231, um tipo de cancer de mama triplo negativo, com um perfil altamente
agressivo, elevado potencial metastatico e poucas op¢Ges terapéuticas disponiveis[72]. Vale ressaltar
também que o indice de seletividade para essa linhagem foi bastante alto (2,1), maior até mesmo que
a cisplatina nesta mesma linhagem (1,5). Além do efeito do metal, o ligante também interfere na
atividade citotdxica visto que ele pode interferir na reatividade e lipofilicidade do complexo. Esse
resultado esta de acordo com os dados obtidos no RMN, ja que o complexo 1a foi o Unico que sofreu
interferéncia na presenca de DMSO. Para que a molécula seja eficiente, é importante que seja
suficientemente estdvel para percorrer todo o caminho até o alvo biolégico, ao mesmo tempo em que

mantem a capacidade de interagir com o0 mesmo adequadamente.

4.2.2 Estudos de interacao ct-DNA por titulagdes espectrofotométricas

Espectros de absorcdo eletronica na regido ultravioleta-visivel sdo muito utilizados para
verificar interagdes entre compostos e DNA. As intera¢Ses podem ocorrer por interagdo eletrostatica
com o grupo fosfato ou por ligagdes em seus sulcos. As interacdes sdo estudadas por meio da alteragdo
do maximo de absor¢do do DNA em 260 nm, que representa a transicdo eletrénica dos grupos

cromdforos da purina e pirimidina [73].
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A Figura 36 mostra todos os espectros de absorcdao dos complexos na auséncia e presenca do
ct-DNA. Nos espectros de UV-VIS observa-se o efeito hipocromico (diminuicdo do maximo de
absorcdo) para todos os complexos, além disso, para o complexo 1a, é visivel também o deslocamento

da banda mais intensa para maiores valores de comprimento de onda (efeito batocromico).
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Figura 36 - Espectros de absor¢do de ct-DNA na auséncia e presenca de concentracdes crescentes
dos complexos a 25 °C. A) Complexo 1a, B) Complexo 2a, C) Complexo 1b, D) Complexo 2b. (Graficos
de regressao linear inseridos a direita).

E possivel observar por meio dos graficos que o decaimento da absorbancia para os complexos

com o ligante b, ocorreu em menor intensidade a cada adigdo de ct-DNA, ou seja, a diferenca (g, —

—[DNA]) diminui a medida que a concentragdo de DNA

€f) se torna cada vez menor. Assim, a razao -
a~ <f
aumenta.
Os valores das constantes de ligagdo DNA-composto (Ky), listados na Tabela 8 foram obtidos
pelo monitoramento das mudancas ocorridas na absorbancia em, aproximadamente, 275 nm para os
compostos em pH 7,4 apds sucessivas adigdes dos complexos e utilizando-se a equacdo Scatchard

(Equacdo 1).
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Tabela 8 - Constantes de ligac3o intrinseca (Ks), e coeficientes de determinac3o (R?) para os sistemas
DNA-complexos.

Complexo Ko (10% L mol?) R?
1a 2,4 0,98359
2a 1,1 0,98625
1b 9,4 0,97613
2b 3,3 0,97774

Valores de K, na ordem 10%foram encontrados por outros grupos de pesquisa [49,74,75] e
indicam interacdo moderada entre os complexos e o DNA, sendo compardvel com a constante de
ligacdo da cisplatina (Kp = 3,20 X 10%) [76]. O complexo 1a foi o Unico a apresentar batocromismo e
hipocromismo, efeito consistente a ligagdes por intercalacdo [73]. Os outros complexos apresentaram
apenas o efeito hipocromico, indicando interacdes eletrostaticas com o DNA que devem ocorrer sem

perturbacdo da dupla hélice do DNA [77,78].

4.2.3 Estudos de competicao com ct-DNA por medidas de fluorescéncia

O DNA é susceptivel a interagdes com outras moléculas em condig¢des fisioldgicas. Estas
interagGes podem ocorrer por diversos mecanismos, sendo um deles a intercalagao, que ocorre por
meio de ligacGes do tipo TT-TT stacking [79]. Como os complexos sintetizados apresentam uma parte
aromatica plana, é pertinente a realizacdo de tal estudo. O brometo de etidio é um corante catidonico
plano e agente intercalante muito utilizado em testes de interagdo com DNA. Quando o BE se intercala
ao DNA por meio dos pares de bases, o sistema emite uma intensa banda em 610 nm que é usada para
monitorar as mudangas que podem ocorrer [80]. Os complexos 1b, 2a e 2b, apresentaram
comportamentos semelhantes durante a titulacdo espectrofotométrica. Para estes complexos,
observa-se que a fluorescéncia decaiu em torno de 70%. O complexo 1la também apresentou o
decaimento da fluorescéncia, porém em menor intensidade (60%). Todos os espectros podem ser
vistos na Figura 37. A supressdo da fluorescéncia indica que os complexos interagem com o DNA,

provocando o deslocamento do brometo de etidio [29,74].
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Figura 37 - Espectros de emissdo de fluorescéncia do sistema BE-ct-DNA na auséncia e presenca de
concentragoes crescentes dos complexos a 25 °C. A) Complexo 1a, B) Complexo 2a, C) Complexo 1b,
D) Complexo 2b. (Gréficos de regressao linear inseridos a direita).

As constantes de supressdo Ksy apresentaram mesma ordem de magnitude para todos os
complexos, 10* L mol?. Quanto mais alto o valor de Ksy, maior é a eficiéncia na supressdo da
fluorescéncia. Também foi calculado a constante de velocidade bimolecular de supressao, Kq, sendo Kq
= Ksv/To. Valores como os encontrados para K, e K4 sdo mencionados na literatura e mostram que os
complexos intercalam com o DNA de maneira moderada, por mecanismo que pode ser estatico ou
dindmico [49,81,82]. Como os complexos 1b, 2a e 2b suprimiram mais de 50% da fluorescéncia, é
possivel calcular a constante de intercalagdo aparente, Kapp (Equagdo 3) [83,84]. A Tabela 9 apresenta

os valores de Ksy, Kq, Kapp € 0s coeficientes de determinagdo (R?).

Kgg[BE] = Kjpp [complexo] Equagdo 3
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em que, Kge = 1,0 x 10’ M?, [BE] = 5 uM e [complexo] é a concentracdo do complexo que reduziu a

fluorescéncia em 50%.

Tabela 9 - Constantes de supressao (Ksy), velocidade bimolecular de supressao Kq, constante de
intercalagio aparente, Kapp € coeficientes de determinacdo (R?) para os sistemas DNA-complexos.

Complexo Ksy (10°Lmol?) Kq(10 Lmol?s?) Kap(10°L mol?) R?

la 0,5 2,3 - 0,98688
2a 1,1 4,8 1,5 0,96682
1b 1,7 7,4 0,9 0,99123
2b 1,4 6,1 3,3 0,99457

A Kapp, indica a forga da ligagdo entre o complexo estudado e o DNA. Todos os complexos
apresentaram Kapp < Kge € como o BE é considerado um bom intercalador do DNA, os complexos 2a-2b

podem interagir com o DNA, mas a intercalagao nao deve ser o principal mecanismo de ligagao.

4.2.4 Eletroforese de DNA em gel de agarose

A eletroforese em gel é uma técnica simples, eficiente e muito utilizada para separar
fragmentos de DNA [85]. A corrida no gel depende do tamanho e formato da molécula, podendo
distinguir as diferentes conformacdes dos fragmentos. Para testes biolégicos, utiliza-se normalmente
o DNA plasmidial dupla fita circular, frequentemente obtido de bactérias devido sua facil extracdo e
manipulacdo genética, além de sua estabilidade e diversas aplicacdes. O DNA plasmidial pode assumir
trés conformacgdes principais, a forma supercoiled (SC), circulo relaxado ou open circle (OC) e linear
(Figura 38). A migracdo do plasmideo depende do seu peso e da forma em que ele se encontra. A forma
supercoiled, por ser a mais compacta, migra com maior velocidade pelo gel, seguida da forma linear e

open circle [86].
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Linear Supercoiled

Figura 38 - Representacao das principais conformacgées assumidas pelo DNA plasmidial. Fonte:
Elaborado com BioRender.com.

A relagdo entre velocidade de migracdo/forma do DNA, sé é constante em condicOes
especificas afetadas por fatores como corrente, pH e tamanho do poro do gel. Por isso, o experimento
foi primeiramente otimizado para encontrar as melhores condi¢des de visualizacdo da interacdo entre
as moléculas investigadas e o plasmideo utilizado.

A corrida eletroforética ocorreu apds a incubagdo dos compostos com DNA por 24 horas a 37
°C. Para os ligantes e o controle, foi empregada a concentracdo de 100 UM e para os complexos,

concentragdes de 10 e 100 uM. A Figura 39 mostra o gel apds a corrida.

1a 2a 1b 2b
DNA DNA-CisPt a 10pM  100pM  10puM  100puM b 10pM  100pM  10pM  100pM

Figura 39 - Estudos de interagdo de DNA plasmidial por eletroforese em gel de agarose, com
cisplatina, ligantes a e b (100 uM) e complexos 1a - 2b (100 e 10 uM).
Nota: Linha 1: marcador de peso molecular do DNA; linha 2: controle: plasmideo livre; linha 3: plasmideo +
cisplatina a 100 uM; linhas 5-9: ligante a (100 uM) e complexos 1a e 2a (10 e 100 uM); linhas 11-15: ligante b
(100 uM) e complexos 1b e 2b (10 e 100 uM).

Para o plasmideo livre, podemos observar a presenca de duas formas do DNA, sendo a open

circle, presente em maior quantidade. Na linha 2, observa-se que a cisplatina interagiu com o DNA,
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clivando-o e convertendo-o para a forma linear (irreversivel). Os ligantes a e b, apresentam padrao de
corrida mais préoximo ao DNA livre, indicando que sua presenca ndo deve alterar a forma do DNA. O
complexo de platina 1a apresenta uma pequena mudanc¢a na conformacdao do DNA, aumentando a
concentracao da forma supercoiled, ou seja, parte do DNA open circle foi convertido a SC. O complexo
2a se assemelha ao comportamento da cisplatina, indicando que o composto deve clivar o DNA
transformando-o em sua forma L. Para o complexo 1b ocorre transformac¢do apenas quando o
complexo esta presente em maior concentragao, onde pode-se observar a conversdao do DNA para a
forma L. O complexo 2b converte o DNA OC para L, sendo o efeito mais pronunciado na concentragao
mais alta, indicando uma relag¢do direta com a ligagcdo do complexo ao DNA. Os complexos de paladio,
2a e 2b, foram os que provocaram maiores mudancas na conformacao do DNA, sendo o complexo 2b,
com o padrdo mais semelhante ao farmaco de referéncia. Pode-se concluir entdo, que os complexos
1a, 2a e 2b devem interagir com o DNA isolado formando ligacGes covalentes, ja que os trés complexos

converteram o DNA para sua forma linear.

4.2.5 Estudos de interagdao com BSA por medidas de fluorescéncia

As albuminas séricas sdo as proteinas encontradas em maior abundancia no plasma sanguineo,
correspondendo a 52-60% das proteinas plasmaticas [87]. A albumina sérica humana, HSA e a
albumina sérica bonina, BSA, sdo amplamente estudadas devido suas propriedades carreadoras e seu
papel na determina¢do da biodisponibilidade de agentes farmacoldgicos [88]. Por questdes de
acessibilidade, e devido a sua semelhanca, normalmente utiliza-se a albumina bovina para estudos de
interacdo. A variante bovina apresenta similaridade estrutural de 80% quando comparada a albumina
humana. As estruturas cristalinas das albuminas mostram que a HSA possui 585 residuos de
aminodcidos, sendo 17 residuos de tirosina e apenas um residuo de triptofano, ja a BSA, possui 582
residuos de aminodcidos, 20 residuos de tirosina e 2 residuos de triptofano [31].

O espectro UV-VIS da BSA apresenta uma banda intensa de absor¢do em 280 nm,
correspondente aos residuos de aminoacidos triptofano, tirosina e fenilalanina [31,88]. Assim, o
estudo dos espectros de fluorescéncia da BSA, é muito util para analise de mudancgas conformacionais
gue podem ocorrer na proteina devido a interacdo ou formagdo de aduto BSA-composto. Para todos

os complexos foi observado a supressdo da fluorescéncia (Figura 40).
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Figura 40 - Espectro de emissdo de fluorescéncia da BSA na auséncia e presenca de concentracées
crescentes dos complexos 1a-2b, a 25 °C. A) Complexo 1a, B) Complexo 2a, C) Complexo 1b, D)
Complexo 2b. (Graficos de regressao linear inseridos a direita).

O complexo 1a apresentou a menor redugao da fluorescéncia e também a menor constante
de ligagcdo. Como os complexos 1b, 2a e 2b suprimiram mais de 50% da fluorescéncia, foi possivel
calcular a constante de ligagdo aparente, Kspp € 0 nUmero de sitios de ligagdes, n, utilizando a Equagdo
4 [89].

log [FOF_F] = logKapp + nlog [complexo] Equacdo 4

em que, Fo e F sdo as intensidades da fluorescéncia na auséncia e presenca do complexo e [complexo]
é a concentracdo do complexo estudado. Todos os resultados obtidos para os complexos sdo
mostrados na Tabela 10.

Os valores de Fo e F foram corrigidos considerando o Efeito de Filtro Interno (EFI), utilizando a

equacdo 5 [105].
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Fcor = Fyps X 10(Aexc+Aem)/2

em que Feor € Fobs S30 as intensidades de fluorescéncia corrigidas e observadas, respectivamente; Aexc
e Aem Sdo as absorbancias nos comprimentos de onda de excitacdo (280 nm) e de emissdo (344 nm),
respectivamente. A correcdao do EFl deve ser realizada, pois a intensidade de fluorescéncia de um
composto é proporcional a energia absorvida por ele. Ao aplicar o EFl, a interferéncia causada por
outras moléculas, como os complexos em estudo, é minimizada, permitindo captar apenas o sinal

emitido pelo composto alvo, BSA, aumentando a seletividade da deteccao.

Tabela 10 - Constantes de supressdo (Ksv), constante velocidade bimolecular de supressao K,
constante de intercalagdo aparente, Kapp, NnUmero de sitios de ligagdo n e coeficientes de
determinac3o (R?) para os sistemas BSA-complexos.

Complexo Ksy (10°Lmol?) Kq(102Lmol?s?) Kapp(10°Lmol?) n R?
1a 0,5 5,0 - - 0,97277
2a 2,1 0,2 1,9 1,0 0,97313
1b 1,0 0,1 0,6 1,0 0,98225
2b 2,1 0,2 30,0 1,2 0,97568

A constante de ligacdo deve ser forte o suficiente para permitir o transporte do composto pelo
organismo, mas também deve ser fraca o suficiente para liberar o composto para entrar nas células,
sendo 10° mol L%, a ordem ideal para esta constante [90]. Os valores de Ksy encontrados, estdo de
acordo com resultados publicados na literatura para complexos metalicos e indicam uma interacdo
relativamente forte entre a proteina e os complexos estudados [74,91]. Segundo Ferreira e
colaboradores [92] e Guo e colaboradores [93], valores de K, na ordem 10* L mol™* s, indicam que a
interacdo ndo ocorre de maneira dinamica, e sim estatica, pela formacdo de aduto BSA - complexo
metalico. A concordancia entre os valores encontrados para K, € n para cada complexo, indica a

relagdo direta entre o numero de sitios de ligagdo do complexo e a constante aparente [94].

4.3  ESTUDOS TEORICOS

4.3.1 Estudos de otimizagao in silico

Foram realizados célculos de otimiza¢gdo de geometria com a finalidade de se encontrar as
estruturas de mais baixa energia, para os possiveis complexos de platina obtidos. Os cdlculos de analise
vibracional sdo feitos para verificar se as estruturas sdo minimos de energia (produtos ou reagentes

de uma reagdo quimica) ou maximos de energia (estados de transi¢gdo de uma reagao).
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Para o complexo 1a, a estrutura que apresentou a menor energia de Gibbs (estabelecido como
AG =0) e por consequéncia, maior estabilidade, foi a estrutura esperada, em que a coordenacgao ocorre
nos atomos de nitrogénio da etilenodiamina. A Tabela 11 mostra dois possiveis isomeros para o
complexo 1a, sendo a estrutura A com coordenacdo N-Pt-N e estrutura B com coordenacdo N-Pt-S e

os deslocamentos simulados para o RMN de 9°Pt.

Tabela 11 - Possiveis Estruturas para o complexo 1a, simula¢des de deslocamento para RMN %Pt e
Energia Livre de Gibbs

Estrutura A Estrutura B
S /N“"‘O /_\ /N 7
[}_< ==\_ NH_ NH e i—r{ s /
N ol ? N
t
CI/ \CI C|/ \C|
OPtiegrico = —2360,15 ppm OPtiesrico = —2485,01 ppm
AG=0 kcal/mol AG=14 kcal/mol

SptexperimentaF —2356,43

Para o complexo 1b, foram analisadas diferentes conformacbes, em que a platina se
coordenava em diferentes sitios. A Figura 41 mostra trés das diferentes conformagdes estudadas.
Todas as estruturas apresentadas sdao minimos de energia, podendo representar os potenciais

produtos da reacdo de sintese.

J
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Figura 41 - Conformacgdes analisadas para o complexo 1b com diferentes sitios de coordenagéo: A)
O,N, B) N,N, C) S,N.

As previsdes de estabilidade mostraram que o complexo coordenado pelo anel piperazinico,
possui menor energia eletrénica, sendo ajustado como AG =0, o que demostra que é a estrutura mais
estavel e, teoricamente, o melhor candidato ao complexo obtido.

Para confirmar o sitio de coordenag¢do deste complexo, foram realizadas simulagdes tedricas

com a inclusdo do solvente DMSO. As simulagGes foram realizadas por meio do formalismo do IEFPCM,
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gue representa o solvente por sua constante dielétrica. Os deslocamentos quimicos foram calculados
pelo formalismo GIAO. Apds esses calculos, um ajuste foi realizado para garantir a melhor relacao
entre os valores experimentais e tedricos. Essa abordagem computacional foi utilizada para otimizar o
tempo computacional. Para esse fim, os efeitos relativisticos e a dindmica do solvente foram
negligenciados, porém, para descrever adequadamente os valores, uma série de complexos ja
relatados na literatura medidos em DMSO, foram utilizados para descrever a solvdlise. A Tabela Al do
apéndice mostra os resultados utilizados para o ajuste.

O ajuste obtido gerou o grafico apresentado na Figura 42 com fungdo de ajuste y =
4,1817.1078e%/141,67057 _ 299 49482. A partir da funcdo de ajuste comparamos os valores
calculados para o complexo 1b, inserindo o valor experimental -2963,13 ppm em nossa curva de ajuste,

o valor tedrico calculado estimado seria de -248,8073 ppm.

-160 —

-180 | \

-200 \

-220 .*

240

Calculado

-260 —

-280

-300 —

-3200 -3000 -2800 -2600 -2400 -2200
Experimental &/ppm

Figura 42 - Curva de ajuste para simula¢des do deslocamento do RMN 9°Pt.

Na literatura, esse deslocamento é frequentemente relatado quando a Pt tem em seu
ambiente quimico, a coordenagao com o enxofre, como mostrado no item 4.1.5. Consideramos, entdo,
a possibilidade de solvélise com o DMSO, e também a possibilidade de coordenagao com o enxofre do
grupo tiofeno do ligante. Além desses fatores, o ligante piperazina também pode apresentar variagées
conformacionais importantes, por meio das ligagdes entre os grupos piperazina e o oxadiazol, assim
como entre este Ultimo e o tiofeno. Os complexos com as possibilidades de coordenagdo estdo

apresentados na Tabela 12. Com base nos célculos realizados, concluimos que a estrutura que melhor
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representa o valor experimental obtido e, considerando as referéncias para troca de ligantes cloreto
com DMSO, é a estrutura 5, em que o cloreto que permanece na esfera de coordenacdo estd trans ao
nitrogénio do grupo piperazina, mais préximo da substituicdo com o grupo oxadiazol, com o valor

calculado de -243,3495 ppm.

Tabela 12 - Estruturas dos complexos com as possibilidades de coordenacdo e valores de
deslocamento do RMN °Pt.

195pt §/ppm
Estrutura Observagoes
(valor calculado)

"f(JﬁJ -375,4524

2 9 ; -366,8361

. }(‘* >,
3 / -359,5687
9 9 /'

Complexo tridentado
inspirado na referéncia

-332,7683 [95]; estavel, mas ndo

compativel com o

resultado de RMN
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-243,3495

Complexo com carga 1+

-226,3714

-196,4384
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-187,156 Complexo com carga 1+

Com base nos célculos realizados, o complexo que melhor representa o valor experimental
obtido é a estrutura 5, nela um cloreto é substituido por uma molécula de DMSO e o cloreto que
permanece na esfera de coordenacdo esta trans ao nitrogénio do grupo piperazina, com o valor
calculado de -243,3495 ppm que segundo Figura 42, leva ao sinal de RMN de Pt préximo de -2900
ppm compativel com o valor experimental encontrado (-2963,18 ppm) mostrado na Figura 31. Isto
confirma a instabilidade do composto em DMSO justificando a realizagdo dos experimentos utilizando

DMF.

4.3.2 Estudo ADME in silico

Um dos grandes desafios no desenvolvimento de novos farmacos envolve a dificuldade de
obtencdo de drogas com parametros farmacocinéticos adequados. Nesse sentido, vem se
popularizando o uso de ferramentas in silico para avaliagdo de propriedades como absorgdo,
distribuicdo, metabolismo e excre¢do. A plataforma SwissADME, foi langada para ser usada como
aliada no desenvolvimento de novos farmacos. A ferramenta é usada para avaliar propriedades fisico-
quimicas, prever parametros ADME, propriedades farmacocinéticas, natureza medicamentosa e
compatibilidade quimica medicinal de diferentes moléculas [56]. A avaliacdo se baseia em diversos
métodos como a regra de Lipinski[96], modelo iLOGP [97]e modelo do “ovo cozido”[98].

Os quatro complexos sintetizados apresentaram resultados positivos, sendo considerados
potenciais candidatos a farmacos. Além de ndo violarem a regra de Lipinski, os outros parametros
avaliados também se mostraram positivos, como mostrado na Tabela 13. A regra de Lipinski consiste
em um conjunto de regras, sendo elas: i) massa molar deve ser menor que 500 g/mol; ii) nUmero de

doadores de ligagdo de hidrogénio deve ser igual ou menor que 5; iii) nUmero de aceptores de ligagdo
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de hidrogénio deve ser igual ou menor que 10; iv) log P deve ser menor ou igual a 5; um bom candidato

a farmaco pode descumprir apenas uma dessas regras [96].

Tabela 13 - PredicGes dos parametros ADME para os complexos sintetizados.

Parametros Complexos
1a 2a 1b 2b
Massa Molar (g mol?) 490,27 401,61 516,30 427,65
ALH 3 3 3 3
DLH 2 2 1 1
ASP (A) 105,21 105,21 82,43 82,43
Log Po/a 1,19 1,09 1,55 1,44
Solubilidade Moderada Moderada Moderada Moderada
Lipinski (violagao) Sim (0) Sim (0)  Sim (1, MM>500)  Sim (0)

Parametros farmacocinéticos

AGI Alta Alta Alta Alta

BHE Nao N3o Nao N3o
Inibidor CYP1A2 Sim Sim Nao Nao
Inibidor CYP2C19 Sim Sim Sim Sim
Inibidor CYP2C9 Ndo N3o Nao N3o
Inibidor CYP2D6 Nao Nao Sim Sim
Inibidor CYP3A4 Sim Sim Sim Sim

Nota: ALH: aceptores de ligacdo de hidrogénio; DLH: doadores de ligacdo de hidrogénio, ASP:
area superficial polar; Log Po/a: coeficiente de parti¢do octanol/agua; AGI: absor¢ado
gastrointestinal; BHE: barreira hematoencefalica.

Segundo os resultados ADME Os quatro complexos analisados podem possuir solubilidade
moderada, alta absorgdo gastrointestinal e area superficial polar inferior a 140 A. Esses fatores, aliados
aos baixos valores de log P (<6,8), sugerem que esses complexos poderiam ser administrados por via
oral [98,99]. Ramezani e colaboradores [100], obtiveram resultados similares com novos complexos
de platina(ll) e ainda avaliaram os pardmetros ADME para a cisplatina, carboplatina e oxaliplatina,
corroborando com a eficiéncia da predicdo in silico. Balakrishnan e colaboradores [101], realizaram o
mesmo estudo para complexos contendo paladio(ll) e obtiveram resultados similares. A inibicdo e
inducdo dos citocromos P450, enzimas CYP, sdo o principal modo de interagdo entre as enzimas e os

farmacos. A possivel inibicdo das enzimas pelos complexos, pode indicar que tais complexos fazem
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parte de seu metabolismo [99,102]. Apenas a enzima CYP2C9 n3o mostrou ser inibida por nenhum

complexo, ja as enzimas CYP2C19 e CYP3A4, sdo inibidas por todos os complexos estudados.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados 4 complexos inéditos, contendo os metais
platina(ll) e palddio(ll) e ligantes contendo diferentes grupos funcionais combinados. Todos os
complexos foram obtidos com bom rendimento e grau de pureza satisfatério para as sinteses descritas.

A partir da analise dos resultados de caracterizacao, concluiu-se que houve a formacado dos
complexos neutros do tipo [M"L.Cl;]. Os dados dos estudos tedricos de RMN !%°Pt, sugerem a
coordenacao pelos dois atomos de nitrogénio da diamina para os dois complexos 1a e 1b.

Os estudos de estabilidade mostraram que o complexo de platina 1a é o mais reativo dentre
os compostos sintetizados. Além disso, é o que possui a melhor atividade citotdxica, apresentando os
menores valores de ICsp € 0s maiores valores de IS para as duas linhagens cancerosas estudadas. Os
complexos 1a, 2a e 1b tiveram sua atividade citotéxica melhorada em relagdo aos seus ligantes livres.

Os ensaios de interacdo com DNA realizados por espectroscopia na regido UV-VIS indicaram
que o complexo 1b possui a maior constante de ligagdo composto-DNA, consistente com interagdes
eletrostdticas e que o complexo 1a pode apresentar alguma intercalagdo. Na eletroforese foi possivel
observar que os complexos 2a, 1b e 2b interagiram com o DNA convertendo o plasmideo para sua
forma linear, indicando interacdo por ligacdo covalente.

O estudo de competicdo com brometo de etidio apresentou resultados semelhantes para os
complexos. O complexo 1a apresentou constante de Stern-Volmer na ordem 10° e os complexos 2a,
1b e 2b, na ordem 10*. Esses valores indicam interacdo moderada e que a intercalacdo pode ocorrer,
mas nao deve ser a principal forma de interagdo entre os compostos e o DNA.

No experimento com a BSA, todos os complexos apresentaram Ksy na ordem 10°, resultados
compativeis com uma forte interacdo entre os compostos e a BSA. Os complexos de paladio
apresentaram os maiores valores de Ksy, 0 que pode corroborar com os resultados observados na
avaliacdo de citotoxicidade, ja que a interacdo dos complexos com o BSA pode atrapalhar sua entrada
na célula e comprometer sua a¢do antitumoral.

A avaliacdo ADME para os complexos mostrou que todos seguem as regras de Lipinski, podem
possuir boa lipofilicidade e inibir enzimas CYP, responsaveis pela interagdo com farmacos no corpo
humano, sendo assim, os complexos poderiam ser bons candidatos a fdrmacos e até administrados
oralmente.

Como perspectivas futuras pretende-se aprofundar os estudos das estruturas dos complexos
1b e 2b. Realizar estudos de docking molecular e outros testes de interagdo com DNA utilizando iodeto

de propidio, verde de metila e netropsina para melhor entendimento da a¢dao dos complexos.
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APENDICE A — ESTUDO DE ESTABILIDADE EM DMF-d; POR RMN
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Figura Al - Espectro de RMN de 'H para o complexo 2a, em diferentes tempos, 400 MHz e 25 °C, em
DMF-d;. Nota: *Residuo de diclorometano e metanol.
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Figura A2 — Espectro de RMN de 'H para o complexo 1b, em diferentes tempos, 400 MHz e 25 °C, em
DMF-d;. Nota: *Residuo de metanol.
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Figura A3 — Espectro de RMN de 'H para o complexo 2b, em diferentes tempos, 400 MHz e 25 °C, em
DMF-d;. Nota: *Residuo de diclorometano e metanol.

APENDICE D - CURVA DE AJUSTE

Tabela A1 — Valores utilizados para construcdo da curva de ajuste.

Complexo Valor Experimental Valor Referéncia
(ppm) Calculado (ppm)
trans-PtCl(BH(DMSO) -3037,0 -214,7371 [103]
trans-PtCl,(4TF)(DMSO) -3024 -221,0362 [103]
cisplatina -2300 -299,0367 [104]

PtCI(SC7H15N402) -3100,94 -165,3505 [95]
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