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RESUMO

SINTESE, CARACTERIZACAO E  INVESTIGACAO DAS
PROPRIEDADES ANTITUMORAIS IN VITRO EM MODELOS 2D E 3D DE
COMPOSTOS DE COORDENACAO DE PD(Il) COM TIOSSEMICARBAZIDAS
E BIS(DIFENILFOSFINA)ALCANOS. A crescente incidéncia do cancer enfatiza
a necessidade urgente de desenvolver novas moléculas com potencial
terapéutico. Nesse contexto, este estudo apresenta a sintese e caracterizacao
de seis novos complexos de Pt(ll) contendo derivados de tiossemicarbazidas e
bis(difenilfosfinas). Os compostos foram analisados utilizando diversas técnicas,
como RMN de 'H e 3!P, espectrometria de massa de alta resolucéo,
espectroscopia ha regido do infravermelho, UV-vis, condutividade molar e DRX
de monocristal, quando disponivel. Essas abordagens permitiram identificar uma
estrutura molecular com geometria quadratica plana em torno do ion metalico,
com os ligantes coordenando-se de forma bidentada. Adicionalmente,
avaliacoes de lipofilicidade e estabilidade em diferentes solu¢des foram
realizadas, assim como ensaios de interacdo com biomoléculas, incluindo DNA,
topoisomerase e HSA, visando compreender o modo de a¢do dos compostos e
sua capacidade de serem transportados pelo organismo. As propriedades
antitumorais de todos os compostos foram avaliadas em varias linhagens
celulares tumorais, abrangendo cancer de mama (MCF-7 e MDA-MB-231),
cancer de ovério (A2780 e A2780cis), cancer de pulmao (A549), cancer de
prostata (Du-145) e células ndo tumorais de pulmdo (MRC-5). Entre os
complexos estudados, o complexo PdB3 destacou-se, exibindo os melhores
resultados contra as células tumorais de ovario e mama, com um valor de 1Cso
de aproximadamente 1uM. Além disso, o composto PdB3 demonstrou
capacidade de inibir a proliferacéo celular de forma dose-dependente no ensaio
de formacdo de colbnias. Os ensaios de morfologia celular, ciclo celular e
citometria de fluxo indicaram que os compostos induzem a morte celular por
apoptose. Para validar esses resultados em um contexto mais fisiologicamente
relevante, foram realizados ensaios em culturas celulares 3D (esferoides). Os
resultados revelaram o potencial citotoxico superior do composto PdB3 em
comparacao com a cisplatina na linhagem celular A2780cis, uma linhagem

resistente a cisplatina. Esses resultados destacam a promissora capacidade
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antitumoral de compostos estruturalmente simples, sugerindo que esse
arcabouco molecular pode ser uma importante estratégia no desenvolvimento de

agentes antitumorais.
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ABSTRACT

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF IN
VITRO ANTITUMOR PROPERTIES IN 2D AND 3D MODELS OF Pd(ll)
COORDINATION COMPOUNDS WITH THIOSEMICARBAZIDES AND
BIS(DIPHENYLPHOSPHINE) ALKANES. The increasing incidence of cancer
highlights the urgent need to develop new molecules with therapeutic potential.
In this context, this study presents the synthesis and characterisation of six new
Pt(Il) complexes containing derivatives of thiosemicarbazides and
bis(diphenylphosphines). The compounds were analysed using techniques such
as 1H and 31P NMR spectroscopy, high resolution mass spectrometry, infrared
spectroscopy, UV-vis spectroscopy, molar conductivity and single crystal X-ray
diffraction where available. These approaches allowed the identification of a
molecular structure with a flat square geometry around the metal ion, with the
ligands coordinating in a bidentate manner. In addition, lipophilicity and stability
in different solutions were evaluated, as well as interaction assays with
biomolecules, including DNA, topoisomerase and HSA, to understand the mode
of action of the compounds and their ability to be transported by the organism.
The antitumour properties of all the compounds were evaluated in various tumour
cell lines, including breast (MCF-7 and MDA-MB-231), ovarian (A2780 and
A2780cis), lung (A549) and prostate (Du-145) cancers and non-tumour lung cells
(MRC-5). Among the complexes tested, the PdB3 complex showed the best
results against ovarian and breast tumour cells, with an IC50 value of
approximately 1uM. In addition, PdB3 showed the ability to inhibit cell proliferation
in a dose-dependent manner in colony formation assays. Cell morphology, cell
cycle and flow cytometry assays indicated that the compounds induced cell death
by apoptosis. These promising results were further validated in a more
physiologically relevant context with assays performed in 3D cell cultures
(spheroids). The results demonstrated the superior cytotoxic potential of PdB3
compared to cisplatin in the cisplatin-resistant A2780cis cell line. This highlights
the potential of the structurally simple compounds synthesised in this study and
suggests that this molecular scaffold could be an important strategy in the

development of effective anti-tumour agents.
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1. REVISAO DA LITERATURA

1.1 Cancer

O cancer € um nome genérico para um grupo de doencas caracterizado
pela proliferacdo celular descontrolada e pela desregulacdo do processo de
morte celular. Em outras palavras, trata-se de células alteradas que se
multiplicam sem controle e que se recusam a morrer, mesmo que isso leve a
morte de seu hospedeiro. O acumulo desorganizado dessas células € chamado
de tumor e pode originar-se em qualquer parte do corpo. Durante a instalacéo
do tumor, novos vasos sanguineos sdo criados pelo processo de angiogénese,
a fim de irrigar o tumor formado com nutrientes?=3. Além do tumor crescer e
comprimir orgdos proximos, as células cancerosas podem desprender-se do
tumor original e migrar para outras partes do corpo por meio dos vasos
sanguineos e dos vasos linfaticos, gerando tumores secundarios. Este processo

é denominado metastase, sendo a forma mais agressiva e mortal da doenga*®.

O processo de formacédo do cancer € denominado carcinogénese ou
oncogénese. Esse processo ocorre de forma lenta e gradual, podendo levar anos
até que seja possivel realizar o diagnéstico da doenca. Neste processo, as
células normais sofrem acdo dos agentes cancerigenos que promovem
alteracdes em alguns de seus genes, gerando células mutadas. As células
transformadas, ainda em contato com os agentes cancerigenos, dao origem as
células malignas que se multiplicam de forma descontrolada e irreversivel,
evoluindo até o surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca®. Os
agentes causadores da doenca podem ser tanto fatores enddégenos quanto
exogenos. Além dos fatores genéticos hereditarios, fatores externos ambientais
podem contribuir para o surgimento de canceres, como a obesidade, 0 consumo
de tabaco, o consumo de bebidas alcodlicas, sedentarismo, a exposi¢do
excessiva ou sem protecao aos raios solares, entre outros. Sendo assim, grande
parte dos casos de cancer poderia ser evitada com melhorias na qualidade de

vida’.

Segundo a Global Cancer Statistic 2020, estima-se que no ano de 2020
surgiram 19,3 milhées de novos casos de canceres e 10 milhdes de pessoas

perderam a vida em decorréncia da doenca no mundo todo. O cancer de mama



€ o tipo de cancer mais incidente no mundo (11.7%), seguido pelo cancer de
pulmdo (11,4%), cancer de colo retal (10,0%), prostata (7,3%) e estdmago
(5,6%)°. No Brasil, segundo o INCA (Instituto Nacional de Cancer), segue-se as
mesmas tendéncias mundiais, estimando-se que para o triénio 2023 a 2025
ocorram 704 mil casos novos da doenga, com 483 mil novos casos, excluindo os
canceres de pele ndo melanoma. Os mais incidentes sdo de mama, com 74 mil
(10,5%), prostata, com 72 mil (10,2%), célon e reto, com 46 mil (6,5%), pulmé&o,

com 32 mil (4,6%), e estbmago, com 21 mil (3,1%) casos novos™,

Para o tratamento do cancer, ha uma grande variedade de métodos
disponiveis, tais como a cirurgia, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia,
transplante de medula 6ssea, hormonioterapia e terapia alvo. No entanto, as trés
primeiras sdo as mais utilizadas. A cirurgia consiste na remocao total do tumor
ou de forma parcial, no modo paliativo, quando o objetivo € reduzir as
guantidades de células tumorais que comprometam a qualidade de
sobrevivéncia do paciente. A radioterapia é realizada utilizando radiagédo
ionizante, destruindo as células tumorais ou impedindo que elas se multipliquem.
E a quimioterapia consiste na utilizacdo de medicamentos que podem ser
ministrados tanto de forma oral quanto intravenosa, que se mistura a corrente
sanguinea e € levado a todas as partes do corpo, destruindo e inibindo o
crescimento e migracdo das células tumorais. O tratamento pode ser feito
utilizando um Unico método ou a combinacao de varias técnicas, dependendo de

cada casoll-16,

1.2 Desenvolvimento da quimioterapia e dos complexos de

platina para o tratamento do cancer
O termo “quimioterapia” foi sugerido pelo ilustre quimico alemé&o Paul
Ehrlich, no inicio dos anos de 1900. Ele definiu a quimioterapia como o uso de
produtos quimicos para o tratamento de doencas. Paul comecou a desenvolver
medicamentos para o tratamento de doencas infecciosas e foi o primeiro a
documentar a eficacia do uso de modelos animais na investigacdo de compostos

quimicos para o tratamento de doencas?'’.

O estudo de compostos quimicos para o tratamento do cancer surgiu em

1942 com a investigacdo de compostos de mostardas nitrogenadas (O géas



mostarda foi utilizado na Primeira Guerra Mundial como arma quimica) por Louis
Goodman e Alfred Gilman, ambos farmacologistas. Eles realizaram testes em
camundongos com tumor linfoide transplantado que foram tratados com
mostardas nitrogenadas e, ao observar uma regressédo acentuada do tumor,
Goodman e Gilman convenceram o cirurgido toracico Gustav Lindskog a tratar
um paciente com linfoma ndo Hodgkin. Ao administrar o tratamento no paciente,
o tumor entrou em remissao; no entanto, durou poucas semanas e o tumor voltou
a progredir novamente. Embora o tratamento com mostarda nitrogenada n&o
tenha sido bem-sucedido, ficou estabelecido que o uso sistematico de

medicamentos poderia ser utilizado para a regresséo de tumores!’18,

A publicacdo dos resultados da mostarda nitrogenada no tratamento de
linfomas ocasionou um amplo interesse em investigar moléculas para o
tratamento de canceres. Até o fim da década de 70, a investigacdo de novas
moléculas para o tratamento do cancer era exclusivamente de moléculas
organicas e de produtos naturais, tais como o metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-
tioguanina, doxorrubicina, extratos de planta pervinca e alcaloides da vinca. No
entanto, com a descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina em 1968
e sua aprovacdo em 1978 para o tratamento do cancer de testiculo pela FDA
(Food and Drug Administration, EUA), similar a Anvisa no Brasil, introduziu-se
uma nova abordagem no desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos,
jogando luz no desenvolvimento de metalofarmacos liderados pelos complexos

de platinal’-1°.

As propriedades antitumorais da cisplatina foram descobertas por
Rosenberg e colaboradores, quando observaram o efeito do campo elétrico no
crescimento de bactérias com eletrodos de platina. Observou-se que a
proliferacéo celular havia sido interrompida por sais de platina formados no meio,
0s quais foram posteriormente identificados como cis-diaminodicloroplatina(ll)
(cisplatina). A estrutura molecular da cisplatina é constituida por um atomo
central de platina com o estado de oxidacdo +2 (Pt?*), ligado a duas moléculas
de amonia (NHs) e a dois cloros na esfera de coordenacéo (Cl) com a isomeria
cis, formando um complexo aduto (TABELA 1.1) 29-22,

A cisplatina apresenta um amplo espectro de ag&do contra neoplasias

sélidas, como o cancer de ovario, mama, testiculo, bexiga, colorretal, pulmé&o,



cabeca e pescoco. Embora tenha apresentado boa eficicia na remissdo desses
tumores, também foram observados efeitos colaterais graves devido a baixa
especificidade da droga, atacando células normais de alta proliferacao,
causando toxicidade limitante da dose, nefrotoxicidade, neurotoxicidade,
ototoxicidade e mielossupressdo. Devido a esses efeitos colaterais, surgiu o
desenvolvimento de novos complexos de platina de segunda geragcéo, como a
carboplatina, e de terceira geracdo, como a oxiplatina, que, devido a presenca
de ligantes quelantes no lugar dos cloros, apresentam uma taxa de troca com as
moléculas de 4gua mais lenta do que a cisplatina, o que permite que os efeitos
colaterais sejam minimizados e possibilita aumentar a dosagem em canceres

mais agressivos?®-22,

O mecanismo de acao da carboplatina e da oxiplatina séo similares ao
da cisplatina. A cisplatina, ao entrar na corrente sanguinea e ao atingir a célula
tumoral, é transportada para dentro da célula provavelmente por difusdo passiva
através da membrana plasmatica ou por transporte ativo através de proteinas da
membrana (proteinas transportadoras de cobre 1 (CTR1) ou proteinas
transportadoras de cations organicos (OCTs). ApGs adentrar na célula, a
cisplatina inicia o processo de ativacdo, onde ocorre a troca dos ligantes cloros
por moléculas de 4gua ou outras moléculas pequenas contendo grupos sulfidrila.
A substituicdo ocorre devido a diminui¢do na concentracdo de ions cloretos (CI-
), que no meio extracelular é de aproximadamente 100 mM e, intracelularmente,
a concentracdo é de 4-20 mM, transformando-a em agquocomplexo catiénico,
como cis-[Pt(NH3)2CI(H20)]* e cis-[Pt(NHs)2(H20)2]>*. Devido aos ligantes
quelantes, a carboplatina e a oxaliplatina sdo mais estaveis em agua. Apos a
ativacao, a platina se liga ao DNA pela base nitrogenada, preferencialmente pela
posicdo N7 da guanina, formando ligacfes intra e intercadeias. Este dano ao
DNA impede o ciclo celular, levando as células a morte controlada por apoptose
(FIGURA 1.1)%324,
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FIGURA 1.1 - Mecanismo de acao da cisplatina. Adaptado de
JOHNSTONE et al. (2016)

Atualmente, apenas a cisplatina, carboplatina e oxiplatina séo utilizadas
no mundo todo, e outros trés analogos de platina séo utilizados de forma restrita
em alguns paises asiaticos, como o caso da nedaplatina, utilizada no Japéo para
o tratamento de cancer de cabeca, pescoco e esdfago. A Lobaplatina, aprovada
na China para o tratamento de cancer de mama metastético, leucemia crbnica e
cancer de pulmao de pequenas células. E, a heptaplatina, utilizada na Coreia do
Sul para o tratamento de cancer gastrico (TABELA 1.1)?225,



TABELA 1.1 — Medicamentos anticancerigenos a base de platina aprovados.

Nome Estrutura molecular Aprovagao Escopo da
geneérico concedida aprovacao
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- - Pt
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Embora os complexos de platina tenham alcancado éxito no tratamento
de inUmeros canceres e que aproximadamente metade dos tratamentos seja
realizada com analogos de platina, os efeitos colaterais ainda séo graves, e €
necessaria a constante investigacdo de novas moléculas, sejam elas organicas,

de produtos naturais ou inorganicas, na busca por novos agentes



guimioterapicos mais eficazes e que possam proporcionar melhor qualidade de

vida ao paciente?®.

1.3 Planejamento estrutural — A busca por novas moléculas
antitumorais

1.3.1. Complexos de paladio: uma alternativa aos complexos de platina no
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos

Devido aos danos colaterais provocados pelos complexos de platina no
tratamento do céncer, outros centros metdlicos tém se apresentado como
promissores no desenvolvimento de medicamentos antitumorais. Entre eles,
podemos destacar os ions de Au(l), Au(lll), Ag(l), Ru(ll), Ru(lll), Rh(lll), Cu(ll), e
Pd(I)?"-2°, Em especial, os complexos de paladio tém ganhado bastante
relevancia por possuirem propriedades fisico-quimicas similares as da platina,
como raio atbmico proximo, comprimento de ligacdo, estado de oxidacdo mais
comum (1) e (IV), complexos com geometria quadrado planar e complexos

diamagnéticos3031,

No entanto, os compostos de Pd(ll) sdo mais labeis que seus analogos
de Pt(ll), sendo 10* a 10° vezes mais rapidos, fazendo com que sua estrutura
seja alterada em fluidos bioldgicos e causando a inativacdo do composto antes
de atingir seu alvo farmacolégico. Com isso, a escolha dos ligantes na
preparacao dos compostos de Pd(ll) é de grande relevancia, interferindo em sua
reatividade e lipofilicidade. Estudos demonstram que ligantes quelantes com
atomos de N,N, bisfosfinas e N,S, além de fornecerem estabilidade aos
complexos, apresentam atividades antitumorais promissoras para o0

desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos32-34.

JAHROMI et al. (2016) e CZARNOMYSY et al. (2021) trazem uma
revisao da literatura rica sobre uma gama de complexos de paladio promissores
no tratamento do cancer. No ano de 2017, a Agéncia Europeia de Medicamentos
(European Medicines Agency) aprovou o primeiro medicamento a base de Pd(ll)
a ser usado na Europa para o tratamento de tumor. O medicamento, nomeado
comercialmente de Tookad® (padeliporfin), estd sendo usado no tratamento de
cancer de prostata na terapia fotodinamica direcionada vascularizada (FIGURA



1.8). Este complexo marca um marco no desenvolvimento de complexo de

paladio na medicina3>36,

FIGURA 1.2 - Estrutura molecular do Tookad®. HANDOKO et al (2015).

A busca por novos agentes quimioterapicos com maior eficacia no
tratamento do cancer deve ser constante, e os complexos de paladio, juntamente
com os demais metais de transicdo, demonstram-se como uma opcao

promissora para este desafio®’.

1.3.2. Tiossemicarbazidas

As tiossemicarbazidas (NH2-NH-CS-NH2) sdo moléculas derivadas da
hidrazina mais simples do &cido tiocarbamida (FIGURA 1.2). Suas propriedades
quimicas sdo similares as das semicarbazidas. Porém, apresentam uma
versatilidade quimica maior em funcéo do grupo tiona em comparacdo com o
grupo ceto. Os derivados de tiossemicarbazida se destacam nas aplicacdes

sintéticas, analiticas e pela acdo biol6gica3®—°.

H
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FIGURA 1.3 - Estrutura base das tiossemicarbazidas

Dentre as propriedades biolégicas dos derivados das
tiossemicarbazidas, podemos destacar suas atividades bactericidas, fungicidas,

anti-inflamatéria, antituberculosa, antioxidante, antiviral, anticonvulsiva e



antitumoral3840-42. Além disso, as tiossemicarbazidas atuam como agente
guelante, ligando-se a diferentes centros metalicos, principalmente pelo N e S
de modo bidentado. A coordenacdo com ions metalicos, além de fornecer uma

rica variacdo estrutural, pode aumentar suas propriedades medicinais384.

GENGET et al. (2018) sintetizaram derivados de [1,2,3]triazolo[4,5-
d]pirimidina e investigaram o potencial citotéxico nas células tumorais MGC-803
(células de cancer géastrico humano), NCI-H1650 (cancer de pulméo de células
ndo pequenas humano) e PC-3 (células de cancer de préstata humano). Dentre
0S compostos  sintetizados, 0 N-benzil-2-(3-benzil-5-(benziltio)-3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-d]pirimidin-7-il)hidrazina-1-carbotioamida apresentou uma boa
atividade citotéxica na célula tumoral MGC-803 com ICsp = 2,37 uM, além de
apresentar menor toxicidade para a célula ndo tumoral GES-1 (linha celular
epitelial gastrica humana normal) com I1Cso = 27,34 uM (FIGURA 1.3 (A)).

Derivados de tiossemicarbazidas hibrido com benzofurano foram
relatados por ABDELHAFEZ et al. (2019), e sua capacidade antiproliferativa foi
avaliada nas células tumorais de mama MCF-7 e MDA-MB-231, o composto B
presente na FIGURA-1.3, apresentou um dos melhores resultados frente a célula
tumoral MCF-7 com valor de ICso = 2,43 pM superior ao farmaco comercial
lapatinibe com ICso = 4,69 uM. ELSEGINY et al (2015), também relataram
hibridos de tiossemicarbazidas que apresentaram excelentes resultados contra
células tumorais de mama, segundo os pesquisadores o composto C (Figura-
1.3) apresentou valores de ICso = 0,01 uM contra a linhagem celular SKBR3 e
valor de ICso = 0,055 uM frente a células BT-474

NH /]
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FIGURA 1.4 - Derivados de tiossemicarbazidas com propriedades antitumorais.
A) IC50 = 2,37 uM para a linhagem celular MGC-803. B) IC50 = 2,43 uM para a
linhagem celular MCF-7. C) IC50 = 0,01 pM para a linhagem celular SKBR3 e
IC50 = 0,055 uM para a linhagem celular.
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ROCHA et al. (2016) relataram a atividade antitumoral dos complexos
de Pd(ll) com 4-metil-3-tiossemicarbazida, trifenilfosfina e grupos
abandonadores X (X= CI, Br, I, SCN") nas linhagens tumorais LM3 (tumoral da
glandula maméaria de camundongos), LP07 (tumoral de pulmé&o de camundongo)
e MCF-7 (tumoral de mama humana) (FIGURA 1.4). Todos 0os compostos
sintetizados apresentaram propriedades antitumorais com valores de ICso
variando entre 3,22 + 0,84 e 10,63 £+ 0,40 uM nas linhagens celulares testadas.
Todos os compostos foram mais ativos que a cisplatina nas células tumorais LM3
e MCF-7. Ja para a célula LP0O7, os compostos apresentaram valores de ICso

préximos aos da cisplatina.

Estes estudos demonstram a importancia dos derivados de
tiossemicarbazidas na investigacao de novos agentes quimioterapicos contra o
cancer, seja na forma de moléculas organicas ou como compostos de

coordenacao.

@ 1: X=Cl
(Ph)sP ,X_l 2: X =Br

Pd 3:X=1

\ " o W

S/ NH, o 4: X=SCN

\ X

NH

HsC—NH

FIGURA 1.5 - Complexo de Paladio (lI) com 4-metil-3-tiossemicarbazida,
trifenilfosfina mais grupos abandonadores. Adaptado de ROCHA et al. (2016).

1.3.3. Complexos com bisfosfinas

O uso das bisfosfinas em investigacdes biologicas esta diretamente
relacionado com sua capacidade de quelar ions metalicos, principalmente por
estabilizar complexos de ouro, originando a classe das aurofinas que no inicio
da década de 80 demonstrou sua eficdcia contra diversos tumores
transplantados em camundongos, apresentando um potencial citotoxico 5 a 10

vezes maior em comparagéo com as bisfosfinas livres*’.
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Apébs o relato da atividade antitumoral do complexo [(AuCl2)2(DPPE)]
frente a célula tumoral de leucemia P388, inUumeros complexos de ouro e demais
centros metalicos foram sintetizados com derivados bisfosfinicos e investigadas

suas propriedades antitumorais*&4°.

LIU et al. (2008) sintetizaram uma série de complexos de ouro e prata
com derivados bisfosfinicos baseados na estrutura do complexo [Au(DPPE)]Cl-.
Neste estudo, os autores demonstraram que os complexos sintetizados tiveram
valores de ICso excelentes frente a células tumorais resistentes a cisplatina, com
valores de ICso inferiores a 1 yuM, além de demonstrar o efeito da lipofilicidade e

citotoxicidade em funcéo da estrutura-atividade (FIGURA 1.5).

\ /PR2 Cl 2Cl
N\

FIGURA 1.6 - Estruturas-base dos complexos de Au e bisfosfinas relatados por
LIU et al. (2008).

ICSEL et al. (2019) sintetizaram e investigaram a ac¢éo citotoxica dos
complexos de Pd(ll) e Pt(ll) com sacarina (sac) e as bisfosfinas DPPM
(bis(difenilfosfina)metano) e DPPE (bis(difenilfosfina)etanol) nas células A549
(tumoral de pulméo), MCF-7 (tumoral de mama), HCT116 (tumoral do colo) e
BEAS-2B (ndo tumoral epitelial do brénquio). Entre os complexos, os compostos
[M(DPPM)z]sac apresentaram os melhores resultados citotoxicos frente as
células tumorais com valores de ICso entre 2,1 e 8,1uM, demonstrando
citotoxicidade superior em comparagdo com a cisplatina, além de demonstrar

uma preferéncia pela célula tumoral de mama MCF-7 (FIGURA 1.6).
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M1 =Pd (3), Pt (4)

FIGURA 1.7 - Estrutura molecular do complexo [M(DPPM)2]sac
elucidada por ICSEL et al. (2019).

Os complexos com derivados bisfosfinicos tém se demonstrado cada
vez mais relevantes na investigacdo e desenvolvimento de novos agentes
quimioterapicos, principalmente frente as linhagens tumorais resistentes a

cisplatina.

1.4 Proposta estrutural

Para esta pesquisa, a sintese dos complexos foi planejada para obter
complexos com geometria quadratica plana, utilizando os ligantes bisfosfinicos
(DPPP e DPPE) e tiossemicarbazidas (TSC, MetTSC e EtTSC), coordenados de
forma bidentada com o paladio no estado de oxidacdo 2+. Os ligantes
bisfosfinicos contribuem para a estabilidade do complexo ao coordenar de forma
quelante, doando densidade eletrdnica o e recebendo densidade eletrdnica 1T do
metal, além de fornecer propriedades lipofilicas que podem facilitar o transporte
para o interior das células. As tiossemicarbazidas também contribuem para a
estabilidade dos complexos ao se coordenarem de modo bidentado pelo
nitrogénio e enxofre, e suas propriedades biolégicas podem ser potencializadas
na formacao dos complexos. O paladio favorece a geometria quadratica plana e,
no estado de oxidacdo 2+, pode melhorar a solubilidade em meio aquoso e
auxiliar no transporte celular. A FIGURA 1.8 demonstra a proposta estrutural dos
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complexos e suas contribuicbes esperadas para cada parte da molécula

Lipofilicidade;
Estabilidade do centro metalico;
e atividade biologica.

Atividade biologica;

HN
! \
I:;\t,rig::jr: \\ R, .’ e estabilizacido do centro metalico.

FIGURA 1.8 - Proposta estrutural dos complexos.

1.5 Ensaios biolégicos em cultura celular 2D versus 3D

O desenvolvimento e aprimoramento de novas técnicas de ensaios
biolégicos sao téo cruciais quanto a criacdo de compostos biologicamente ativos.
Por meio de ensaios mais refinados, podemos obter insights mais profundos
sobre como essas substancias interagem com sistemas bioldgicos, identificando

alvos especificos e possiveis efeitos colaterais.

A cultura celular tradicional em monocamada, também chamada de 2D,
foi desenvolvida inicialmente por Harrison em 1907, a partir do estudo da origem
de fibras nervosas. Neste estudo, Harrison observou o desenvolvimento e
diferenciacéo de células nervosas da medula espinhal de girinos cultivadas em
coagulo linfatico em uma laminula estéril, selada e mantida em uma estufa

GUmida®2.

Melhorias substanciais foram feitas ao método de cultivo celular em
monocamada. As células no modelo 2D séo cultivadas em placas ou em garrafas
com superficies planas nas quais as células aderem a superficie e se
multiplicam, formando uma monocamada sobre a superficie plastica. As células
sao cultivadas em meio de cultura especifico, geralmente suplementado com

FBS (soro bovino fetal) e L-glutamina, que auxilia no crescimento celular®?53,

O método de cultura celular 2D nos forneceu inimeras contribuicbes a

respeito do funcionamento celular e na descoberta de medicamentos. No
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entanto, este modelo apresenta sérias limitacbes, como alteragbes de
metabolismo, morfologia, interacdo célula-célula e célula-matriz, em comparacéo

com as condicdes presentes nos 6rgaos originais®—>4,

Uma alternativa tem sido desenvolvida nas ultimas décadas, o cultivo de
células em modelos 3D, o qual possui arquitetura e processos fisioldégicos
similares ao tecido real. Este modelo vem para preencher o espaco entre a
cultura celular bidimensional e o modelo in vivo, sendo o modelo in vivo o melhor
método de estudo, embora também haja limitacdes ao comparar com a fisiologia

humana e por motivos éticos®%%4,

A cultura celular 3D oferece vantagens que nédo sdo observadas no
modelo 2D, aproximando-se do modelo in vivo, sendo de grande relevancia na
investigacdo das funcdes fisiologicas do tumor e na descoberta de
medicamentos antitumorais. A estrutura tridimensional das células tumorais
regula uma série de propriedades relevantes da doenca, tais como pH alterado,
hipoxia, taxa de proliferacdo diferenciada com as células externas altamente
proliferativas devido ao acesso facil a nutrientes e as células internas no estado
de quiescéncia ou morte celular (células apoptéticas e necroéticas) devido a
escassez de nutrientes, além de resisténcia a medicamentos e regulacdo da
expresséo de genes e proteinas®?-°6, A TABELA 1.2 traz as principais vantagens

e desvantagens da cultura celular 2D e 3D.
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TABELA 1.2 - Vantagens e desvantagens dos modelos de cultivo celular 2D e

3D.
Modelo Vantagens Desvantagens
Manutencéo simples e de Polarizacéo parcial
baixo custo. Poucas interacdes célula-célula e
célula-matriz.
2D Util para triagem de drogas e As células aderem apenas a uma
padrdes de expressao superficie e migram em uma
genética. direcéo.
N&o reproduzem a complexidade
celular e a rede microambiente
do tumor.
Reproducao da arquitetura Mais caro que a cultura celular
tridimensional. 2D.
Maior interagéo célula-célula  Modelo de cultura mais
e célula-matriz. complexo.
3D Diferentes migracdes

celulares no espaco.
Relevante para estudo de
mecanismo de resisténcia a

medicamentos.

SOUZA et al. (2018) realizaram uma avaliagdo comparativa do modelo

2D versus 3D nas células tumorais de préstata (PC-3, LNCaP e DU-145). Neste

estudo, foram avaliadas a resisténcia ao medicamento usando paclitaxel e

docetaxel, taxa de proliferagdo celular e o perfil de expressdo genética. Os

autores constataram que as ceélulas tumorais de prOstata apresentaram uma

maior taxa de proliferacdo no modelo 2D e uma maior resisténcia aos

medicamentos no modelo 3D. Enquanto nos ensaios de expressao génica,

apresentaram diferencas entre os modelos. Na cultura 3D, as linhagens

celulares PC-3 e LNCaP apresentaram os genes ANXA1l e CD44 regulados
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positivamente e os genes ABCG2, OCT4 e SOX2 regulados negativamente,
enquanto para a linhagem tumoral DU-145 foi 0 oposto para esses genes, 0S
quais podem estar diretamente relacionados com a resisténcia ao tratamento

quimioterapico e a agressividade do tumor, assemelhando-se ao tumor real.

Outros estudos comparativos entre os dois modelos tém corroborado as
observacdes feitas por Souza e colaboradores, destacando a relevancia da
utilizacdo de esferoides na pesquisa e desenvolvimento de medicamentos

antitumorais.>8-52
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2. OBJETIVOS

Nosso objetivo neste projeto foi criar moléculas estruturalmente simples,
utilizando como base complexos de Pd(ll) derivados de tiossemicarbazidas e
bis(difenilfosfina)alcano e avaliar a relagdo estrutura atividade em linhagens
tumorais de mama, prostata, ovario e pulméo. Além disso, explorar a diferenca
de resposta em modelos celulares tumorais, comparando o ambiente
bidimensional (2D) com o tridimensional (3D). Esta abordagem pode revelar
informacdes valiosas sobre a eficacia dessas novas moléculas em células

tumorais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Solventes e reagentes

Todos os solventes e reagentes foram utilizados conforme fornecidos
pelo fabricante, TABELA Al no ANEXO.

3.2 Sintese

3.2.1. Sintese do percurso de paladio cis-[PdCl2(CH3CN)z]

A sintese do percurso de paladio foi realizada conforme descrito na
literatura®®. Em um Erlenmeyer de 125 mL com 50,0 mL de acetonitrila
previamente aquecida até 80°C, adicionou-se, lentamente, 500 mg de cloreto de
paléadio (Il). Apds a adicdo do sal, foi observada a formacédo de uma solugéo de
coloracdo amarela. Apés 4 h de reacdo, a solucdo foi concentrada por
evaporacao do solvente, e o solido amarelo foi filtrado. Foram obtidos 0,585 mg
de [PACI2(CH3CN)2] e 80% de rendimento.

3.2.2. Sinteses dos complexos

Em um baldo de fundo redondo de 25 ml, o precursor de paladio cis-
[PACI2(CHsCN)2] (0,20 mmol) foi solubilizado em 22 ml de CHCls/MetOH (10:1).
Em seguida, adicionou-se tiossemicarbazida (0,20 mmol) a mistura e manteve-
se sob agitacdo magnética por 2 horas. Apds isso, adicionou-se bis-
(difenilfosfina)alcano (0,20 mmol) e agitou-se por mais 2 horas, obtendo-se uma
solucéo amarela. Posteriormente, a solucéo reacional foi filtrada por gravidade e
rotaevaporada até aproximadamente 2 mL. Adicionou-se éter dietilico ou n-
hexano (15 mL) para precipitar o produto, filtrado sob suc¢éo a vacuo e secado
no dessecador. Os compostos puderam ser purificados em metanol a frio para

remover os precursores. O rendimento foi de 70-90%.
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FIGURA 3.1 - Esquema de sintese dos complexos.

3.3 Técnicas de caracterizagdes

3.3.1. Espectroscopia de absorcédo naregiédo do infravermelho

Os espectros de absorcéo na regiao do infravermelho foram obtidos por
meio do espectrometro SHIMADZU IRTracer-100, na regido de 4000-220 cm™*
com 64 varreduras, utilizando-se pastilhas de Csl na propor¢cédo de 100:1 (m/m).
O sal de Csl foi mantido previamente na estufa a 120 °C. Os espectros foram

analisados utilizando o software Origin 8.5.

3.3.2. Ressonancia magnética nuclear

Os espectros de RMN de 'H (400 MHz), 3C{1H} (100 MHz) e 3P{1H}
(162 MHz), COSY, HSQC e DEPT 135 foram registrados a partir do equipamento
BRUKER 9.4 T, modelo AVANCE llI, situado no Laborat6rio de Ressonancia
Magnética Nuclear do Departamento de Quimica da Universidade Federal de
Séo Carlos. Para obtencao dos espectros, utilizou-se o solvente MeDO (metanol
deuterado) e CDCIs (cloroférmio deuterado), enquanto para 0s ensaios de
estabilidade 3!P{1H} usou-se DMSO, 10% de DMEM e capilar DO como

referéncia externa.

3.3.3. Condutividade Molar

As medidas de condutividade molar foram realizadas em um
condutivimetro Meter Lab., modelo CDM230 situado no Laboratério de Estrutura
e Reatividade de Compostos Inorganicos (LERCI). As mesmas foram feitas a
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partir de solucdes dos compostos em DMSO na concentracédo de 1x10-3 mol-L*

e registradas no intervalo de tempo de 0, 24 e 48 horas.

3.3.4. Espectroscopia de absorcédo naregido do Ultravioleta-visivel

Os espectros de absorcdo na regido do UV-Vis foram obtidos em
espectrofotometro SHIMADZU UV-1650PC, utilizando solu¢gdes dos compostos
em metanol, cloroférmio ou DMSO na concentracdo de 1x10° mol-L1. No ensaio
de estabilidade em DMSO, foram registrados no intervalo de tempo de 0, 24 e
48 horas. Foram utilizadas cubetas de quartzo com caminho 6pticode 1 cm e a
regido de varredura correspondia a faixa entre 700 a 200 nm. Os softwares
utilizados para a obtencéo e interpretacdo dos espectros foram o UVProbe 2.21
e Origin 8.5.

3.3.5. Espectrometria de massas de altaresolugcdo por UHPLC-QTof-MS/MS

A andlise de massa de alta resolucdo foi realizada pelo doutorando
Carlos André F. Moraes do laboratorio de Produtos Naturais da UFSCar. A
amostra foi solubilizada em MeOH (grau LC-MS), posteriormente diluida para a
concentracdo de 5 ppm. Para esta andlise, foi realizada uma infusdo direta,
utilizando como fase mével Agua (solvente A, 0,1 % de acido formico) e Metanol
(solvente C com 0,1 % de acido férmico), no modo isocratico e na propor¢cao de
05:95 v/v respectivamente. A vazdo da fase mével foi de 0.300 mL-mint e o

volume de injecao foi de 3 pL.

As andlises qualitativas das amostras foram realizadas usando um
sistema Agilent 6545 qTOF MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA)
equipado com uma interface eletrospray (ESI) de Jet no modo positivo, sendo
empregados 0s seguintes parametros para a ionizagdo descritos na TABELA
3.1.

TABELA 3.1 - Parametros para ioniza¢cado dos compostos

Tipo de ionizagao ESI+
Gas Temp. (°C) 300
Gas Flow (L.min-1) 12
Nebulizer (Psi) 35
Sheath Gas Temp. 280

Sheath Gas Flow 10
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VCap 2000

Nozee Voltage (V) 700

Fragmentor 100

Skimmer 50

Energia de colisdo (eV) 10 e 35
para o MS/MS

OctopoleRFPeak 750

O erro (em ppm) foi calculado a partir da massa tedrica e do respectivo
espectro de MS adquirido, monitorando uma faixa entre 100 a 1000 Da, com uma
taxa de varredura de 3 espectros s e processado pelo software Mass Hunter

Workstation Software versao B.08.00.

3.3.6. Difracédo de raios X

Os cristais adequados para analise por Difracdo de Raios X de
monocristal foram medidos pelo Dr. Pedro Henrique de Oliveira Santiago do
Laboratério de Cristalografia do Instituto de Fisica de Sdo Carlos, Universidade
de Sdo Paulo. Os dados foram coletados usando um difratdbmetro XtaLAB
Synergy, Dualflex, HyPix. Os cristais foram mantidos a uma T constante =
100,00(13) K durante a coleta de dados. A estrutura foi resolvida com o programa
de solucao de estrutura ShelXT (Sheldrick, 2015) usando o método de solucéo
Intrinsic Phasing e usando Olex2 (Dolomanov et al., 2009) como interface
grafica. O modelo foi refinado com a versao 2019/2 do ShelXL 2019/2 (Sheldrick,
2015) usando minimizacdo de minimos quadrados.

3.4 Ensaios com culturas de celulares

3.4.1. Linhagens celulares

Para os ensaios biologicos foram utilizadas as linhagens tumorais
humanas de mama triplo-negativo MDA-MB-231 (ATCC. HTB-26), tumoral de
mama MCF-7 (ATCC N. HTB-22), tumoral de pulméao A549 (ATCC N. CCL-185),
tumoral de prostata DU-145 (ATCC N. HTB-81), tumoral de ovario A2780
(ECACC No. 93112519), tumoral de ovario resistente a cisplatina A2780cis
(ECACC No. 93112517) e a linhagem nao tumoral de pulmédo MRC-5 (ATCC N.
CCL-171). As linhagens MDA-MB-231, A549, DU-145 e MRC-5 foram cultivadas
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em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Vitrocell),
suplementado com 10% de FBS, e as células MCF-7, A2780 e A2780cis foram
cultivadas em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute; Vitrocell), também
contendo 10% de soro fetal bovino. As células foram cultivadas em estufa
umidificada contendo 5% de CO:2 a temperatura de 37 °C.

3.4.2. Ensaio de viabilidade celular (ICso)

Os ensaios de ICso foram realizados por meio do método colorimétrico
MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio). Este método
consiste na reducéo do sal de MTT de coloracdo amarela em cristais roxos de
Formazan, através da acao de enzimas presentes em células viaveis. O nimero
de células viaveis é proporcional ao numero de cristais formados, permitindo sua

quantificacao.

Para a realizacdo dos ensaios de viabilidade celular, as células foram
semeadas em placas de 96 pocos, com uma densidade celular de 1,5x104
células/poco, em 150 pL de meio suplementado. Apds 24 horas de incubacédo
(5% de CO2 a 37 °C), as células foram tratadas com 0,75 pL das solucdes
estoque dos compostos em DMSO e em diferentes concentracdes (0,8 M, 1,6
MM, 6,3 uM, 12,5 yM, 25 uM, 50 uM e 100 uM). As placas foram novamente
mantidas na incubadora (5% de CO2 a 37 °C) por 48 horas. Posteriormente,
adicionaram-se 50 pL de uma solucdo de MTT (1 mg/mL) em cada poco, a qual
foi mantida em incubacao por 4 horas. ApoOs este periodo, a solucédo de cada
poco foi cuidadosamente removida e adicionaram-se 100 pL de isopropanol por
poco, a fim de solubilizar os cristais de formazan formados. A absorbancia foi
determinada no comprimento de onda de 540 nm com o auxilio do leitor de
microplacas Epoch e os valores de ICso foram determinados utilizando-se o

software GraphPad Prism 8.0.2.

3.4.3. Lipofilicidade (Coeficiente de particéo log P)

Inicialmente, preparou-se uma solucdo estoque de 1,0x10° M dos
complexos em DMSO e adicionou-se em 5 mL de n-octanol, ficando com a
concentragdo de 1,0x10“ M. Posteriormente, pegaram-se 750 pL das solucdes
dos complexos em n-octanol e misturaram-se com 750 pL de agua Milli-Q®.
Todas as solugbes de mistura foram feitas em triplicata, elas foram incubadas

por 24 horas a 37 °C sob agitagcdo a 1000 rpm, utilizando o Termo-Shaker
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Agmaxx modelo AG100. ApGs a incubacdo, analisaram-se as absorbancias
meédias utilizando um espectrofotbmetro UV-Vis Shimadzu UV-1650PC. Os
valores das concentracbes dos complexos em n-octanol e agua foram
determinados a partir da curva padréo previamente obtida das solu¢des estoque
no referido solvente organico. A medida de lipofilicidade adotada € o log P, que
€ a razao entre a concentracdo do composto em n-octanol pela concentragdo em

agua, dada pela equacéao 1.

logP = log% onde n=n° de mol

Equacéo (1)

3.4.4. Ensaio de formacéo de colbnias

O ensaio de formacdo de coldnias foi realizado para 3 linhagens
celulares: A2780cis, MDA-MB-231 e MRC-5. As células foram semeadas em
placas de 6 po¢os com uma densidade celular de 1000 células/poco em 2 mL de
meio de cultura suplementado com 10% FBS e mantidas em estufa a 37 °C a
5% de CO:z por 24 horas. Posteriormente, as células foram tratadas com
diferentes concentragdes dos complexos (PdP3 = 0,43 uM, 0,85 uM, 1,7 uM, 3,4
UM, 6,8 uM; PdB3 = 0,25 uM, 0,51 uM, 1,01 uM, 2,02 uM, 4,04 uM) e incubadas
por 48 horas. No controle, foi adicionado apenas DMSO (0,5%) nas mesmas
condicBes. Apos esse periodo, o meio foi substituido por um meio fresco, sem
qualquer complexo, e as placas foram incubadas por 10 dias. As células foram
lavadas com PBS, fixadas com metanol e &cido acético (3:1) por 5 min, e coradas
com 5% de cristal violeta por 30 min. O nimero de colénias formadas foi

analisado usando o software ImageJ.

3.4.5. Ensaio de Morfologia celular campo claro e PI

A avaliacdo das alteragcbes morfoldgicas foi realizada para os dois
compostos mais ativos, PdP3 e PdB3, nas células MRC-5, A2780cis e MDA-MB-
231. As células foram semeadas em placas de 24 po¢cos com uma densidade
celular de 6 x 10 célula/poco em 1 mL de meio de cultura suplementado com
10% FBS e incubadas a 37 °C a 5% de CO:2 por 24 horas. Apo0s este periodo, as
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células foram tratadas com diferentes concentra¢gées dos compostos (PdP3 =
0,85 uM, 1,7 uM, 3,4 uM, 6,8 uM; PdB3 = 0,51 uM, 1,01 pM, 2,02 uM, 4,04 uM)
e micrografias foram registradas em diferentes periodos (0, 24 e 48 horas) com
0 microscopio inverso (CELENA® S Logos Biosystems). Apés 48 horas de
tratamento, as células foram marcadas com Pl (iodeto de propideo) para
observar morte celular. Foram adicionados 200 uL de PI (300nM) em cada pogo
e incubou-se por 10 minutos; em seguida, as micrografias de fluorescéncia foram

registradas no microscépio de fluorescéncia (CELENA® S Logos Biosystems).

3.4.6. Ensaio de morfologia celular por fluorescéncia (Green plasma/DAPI)

A analise morfologica por fluorescéncia com Green plasma e DAPI foi
realizada apenas para o composto mais ativo, PdB3, nas células A2780cis e
MDA-MB-231. As células foram semeadas em placas de 96 pocos com uma
densidade celular de 10* células/pogco em 150 puL de meio de cultura
suplementado com 10% de FBS, e incubadas por 24 horas a 37 °C e 5% de CO:..
Apos isso, as células foram tratadas com diferentes concentracées do composto
(2,02 uM e 4,04 uM) e o controle com 0,5% de DMSO, e incubadas por 48 horas.
Em seguida, o meio foi cuidadosamente removido e as células foram fixadas com
metanol (50 pL) por 5 minutos, o metanol foi removido e foram adicionados 50
uL da solucédo CellMask Green plasma membrane (solucdo de trabalho 1x) e
incubada por 5 minutos a temperatura ambiente (20 a 25 °C). A seguir, 0
marcador foi removido e as células foram lavadas 2x com PBS (50 pL)
cuidadosamente. Apos lavar com PBS, foram adicionados 50 pL de DAPI (300
nM) e incubadas a temperatura ambiente por mais 10 minutos. As células foram
lavadas novamente com PBS 2x e as imagens foram obtidas no microscopio de

fluorescéncia (CELENA® S Logos Biosystems) com os filtros adequados.

3.4.7. Ensaio de Migracao celular (“Wound healing)

O ensaio de fechamento de ferida “wound healing” foi realizado para as
linhagens celulares A2780cis e MDA-MB-231 e tratadas com o composto PdB3.
Em placas de 6 pocos, foram semeadas 2x10° células/poco, em seguida, foram
incubadas em estufa por 24 horas ou até atingir uma confluéncia celular proxima
de 100%. Com o auxilio de uma ponteira de 10 uL, foi realizada uma risca na
monocamada de células aderidas aos po¢os. O meio de cultura foi removido, os

pocos foram lavados cuidadosamente com PBS e um novo meio contendo o
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complexo em diferentes concentracbes (0,51 pM, 1,01 pM, 2,02 pM) foi
adicionado. As imagens foram registradas nos tempos de 0, 24 e 48 horas
utilizando microscépio invertido (CELENA® S Logos Biosystems). A area de
inibicdo da migracao celular foi analisada no software ImageJ, e a porcentagem
de fechamento da risca foi calculada utilizando a equacao abaixo:

% Fechamento da risca= [(At=onh - At=ah) / (At=on)] X 100
Equacéo (2)

onde, At=on: medida da area riscada no tempo de 0 h e At=an: medida da

area riscada no tempo de 24 e 48 h.

3.4.8. Ensaio de viabilidade celular (LIVE/DEAD®)

As células A2780cis, MDA-MB-231 e MRC-5 foram semeadas em placas
de 96 pocos com uma densidade celular de 10# células/pogo em 150 pL de meio
de cultura suplementado com 10% de FBS, e incubadas por 24 horas a 37 °C e
5% de CO2. ApoOs isso, as células foram tratadas com diferentes concentracdes
do composto PdB3 (1,01 pM, 2,02 uM, 4,04 uM e 8,08 uM) e o controle com
0,5% de DMSO, e foram incubadas novamente por 48 horas. Em seguida, foram
adicionados 100uL da solucédo LIVE/DEAD® preparada conforme descrito pelo
fabricante, e incubada por 30 minutos. Posteriormente, todo o meio foi
cuidadosamente removido e substituido por um meio fresco (100 pL). As
imagens foram adquiridas no microscépio de fluorescéncia (CELENA® S Logos
Biosystems) com a objetiva de 4x, realizadas em triplicata. A contagem das
células vivas e mortas foi realizada no software ImageJ e o valor de ICso foi

calculado no GraphPad Prism 8.0.2.

3.4.9. Ciclo celular

As células da linhagem A2780cis foram semeadas (2,0x10°
células/pogco) em microplaca de doze pocos e incubadas por 24 h. Apés a
incubacéo, foram adicionados os compostos nas concentracdes de %2ICso, ICso
e 4xICso em triplicata. As células foram incubadas por 48 h. ApOs a exposicéo, o
meio foi descartado, e os pocos foram lavados com PBS. As células foram
suspensas e centrifugadas a 1000 rpm, por cinco minutos, a 4 °C. A solucao

sobrenadante foi descartada, e o “pellet” de células foi fixado com 500 pL de
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alcool etilico gelado (70%), por 24 h, a -20°C. Apds a incubagao, as células
foram lavadas com PBS e centrifugadas, e o sobrenadante foi descartado; o
pellet de células foi ressuspendido em ribonuclease (RNase A) 0,2 mg/mL e PI
(iodeto de propideo) e incubado por trinta minutos. O citbmetro de fluxo BD
Accuri C6 (BD Biosciences) foi utilizado para obter as porcentagens de células
em cada fase do ciclo celular. As analises dos resultados foram realizadas nos
softwares BD Accuri C6 e GraphPad Prism 8.0.2.

3.4.10. Ensaio de morte celular (apoptose/necrose)

A inducédo de morte celular pelo composto PdB3 foi avaliada na linhagem
celular A2780cis por citometria de fluxo utilizando o kit de deteccéo de apoptose
com os marcadores Anexina V conjugada com o fluorocromo ficoeritrina (PE) e

7-amino-actinomicina (7-AAD).

Aliquotas de 1,5 mL de uma suspensédo das células A2780cis foram
semeadas em placas de 12 pocos (1x10° células/poco) e incubadas (5% de CO2
a 37 °C). Apos 24 horas de incubagao, as células foram tratadas com diferentes
concentracbes (0,25 puM, 1,01 uM e 4,04 uM) e incubadas por 48 horas.
Posteriormente, o meio de cultura foi retirado de cada poc¢o, os quais foram
lavados com PBS, e, em seguida, foi adicionada uma aliquota de 200 uL de
tampédo de ligagdo (10 mM Hepes/NaOH; 140 mM NaCl; 2,5 mM CaCl),

proveniente do kit de ensaio.

O meio de cultura e o PBS utilizados foram misturados e centrifugados,
e imediatamente, o pellet celular proveniente desta solucdo foi lavado com PBS
e novamente centrifugado. As células do 'pellet celular' resultante foram
ressuspendidas em 70 pL de tampao de ligacao, e as células foram devolvidas

aos respectivos pogos.

Logo apos, foram adicionados os corantes AnexinaV-PE (2,5 yL/pogo) e
7-AAD (2,5 uL/pogo) em cada pogo. As células foram mantidas em temperatura
ambiente por 20 min na auséncia de luz, e desaderidas por via mecanica usando
o scraper. Finalmente, a suspensao celular de cada poco foi centrifugada, e as
células foram novamente ressuspendidas em 200 pL de tampéao de ligacdo do
kit de ensaio. As células foram analisadas no citdbmetro de fluxo BD Accuri C6. A
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fluorescéncia foi quantificada com o software CellQuest e os dados foram

tratados no software GraphPad Prism 8.0.2.

O ensaio também foi realizado para as células tratadas apenas com
0,5% de DMSO, utilizadas como controles. Para o controle positivo de morte
celular por apoptose, as células foram tratadas com camptotecina. Para o
controle positivo de morte celular por necrose, as células foram aquecidas a 80
°C por 2 horas e marcadas apenas com 7-AAD, assim como as células que
passaram pelo mesmo tratamento foram marcadas apenas com Anexina V-PE.
A fim de utilizar como controles, também foram analisadas no citdbmetro: células
sem tratamento e ndo marcadas com Anexina V-PE e 7-AAD; células sem

tratamento e duplamente marcadas com Anexina V-PE e 7-AAD.

3.4.11. Ensaio de cultura celular 3D

O ensaio em cultura 3D foi realizado com a linhagem celular A2780cis
utilizando o Kit de Bioimpressédo de 96 pocos magnéticos da Greiner Bio-One.
As células foram cultivadas em garrafa aderente de 25 cm2 em estufa Umida a
37 °C com 5% de CO: até atingir 80% da confluéncia celular. Em seguida, as
células foram lavadas com PBS (3 mL) e removidas com tripsina (1 mL); a
tripsina foi neutralizada com meio de cultura (2 mL) e transferida para um tubo
falcon de 15 ml, sendo centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos. As células foram
ressuspendidas em meio novo (5 ml), adicionaram-se 150 uL de nanoparticulas
magneéticas e retornaram para a garrafa de cultivo celular, incubando por 24
horas. Em seguida, as células foram novamente tratadas com tripsina e feita a
contagem pelo método de exclusdo de trypan blue. A densidade celular foi
ajustada para 1500 células/poco ou 3750 células/poco. As células foram
semeadas em placas de 96 pocos repelentes e levadas ao drive magnético de
96 pocos, e incubadas por 4 dias para a formacéo dos esferoides. Recomenda-
se a troca do meio de cultura a cada 3 dias. Com a obtencéo dos esferoides, foi
realizado o tratamento com o composto PdB3 e cisplatina em diferentes
concentracgbes (1,6 uM, 6,3 pM, 12,5 yM, 50 pM e 100 pM) e 0,5% de DMSO
como controle. Entdo, micrografias dos esferoides foram registradas em
diferentes periodos (0, 48, 96 e 144 h) e o diametro foi analisado usando o

software ImageJ e tratado estatisticamente no GraphPad Prism 8.0.2.
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3.5 Biomoléculas

3.5.1. Estudo de Interacdo com ct-DNA por titulacdo espectrofotométrica
Para realizar o teste de interacdo com DNA, primeiramente, foi
preparada uma solucdo aquosa tamponada com 0,084 mol-L-1 de Trizma-HCl e
0,016 mol-L-1 de Trizma-base, (pH=7,4) a temperatura ambiente. Neste
trabalho, foi utilizada uma solucdo estoque de DNA do timo de bezerro (calf
thymus/ct-DNA) 1 mg-mL-1 preparada na solucao tampao Trizma a temperatura
ambiente. Antes do procedimento, a solucdo foi armazenada em geladeira a
aproximadamente 4 °C para evitar degradacao da biomolécula e foi verificada a
razao da absorbancia nos comprimentos de onda 260 e 280 nm (A260 / A280)
acima de 1,8, indicando que o ct-DNA estava com a quantidade aceitavel de
proteinas contaminantes que podem prejudicar a interagdo com 0S compostos
estudados. Para determinar a concentracdo molar de DNA na solugdo, foi
utilizada a absortividade molar (¢ = 6600 L-mol-1-cm-1; A = 260 nm). Apés obter
a concentracao através da Lei de Lambert-Beer, Equacao 3, a solucéao foi diluida

para 4,0 mmol-L-1.

Equacgéo 3: Equacgéo de Lambert-Beer, onde “A” € a absorbancia, “I’ € o

caminho Optico, “€” € a absortividade molar e “c” é a concentracdo da espécie

quimica.
A= ¢ecl (3)

A constante de ligacao (Kb) foi calculada utilizando a técnica de titulacdo
espectrofotométrica, equacao 4. Solucbes dos compostos estudados de 1,5
mmol-L-1 foram preparadas em DMSO. Em seguida, foram adicionados a cubeta
de quartzo (3,0 mL) 30 pL do composto e adicionado tampéao Trizma-HCI para
completar 2,0 mL, obtendo-se a concentracédo final do composto de 22,5 umol-L-
1. Os espectros foram obtidos adicionando a cubeta de trabalho ct-DNA, de
modo que a razdo [DNA]/[composto] estivesse entre 0,1 — 1,7. Durante a
obtencdo dos espectros, o branco apresentava a mesma concentracdo de ct-

DNA para evitar possiveis erros.

[DNA] [DNA] 1

- vl @

EA—Ef EB—Ef Kp(ep—ef)
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3.5.2. Estudo de interagcdo com DNA: deslocamento de Hoechst (ct-DNA)
Em um tubo falcon de 50 ml, foram adicionados 19,80 ml de ct-DNA (84
UM) preparado em tampéao Tris-HCI (5 mM Tris-HCI / 50 mM NaCl em pH 7,3),
seguido por 120 pL de Hoechst 33258 (0,48 mM). Posteriormente, 900 pL da
solucéo de ct-DNA/Hoechst 33258 foram adicionados em tubos de 2 mL, mais
concentracOes variadas dos compostos (9 uM, 18,75 uM, 27,75 uM, 37,5 pM,
46,5 pM, 56,5 pM, 65,25 uM, 75 pM), preparados em DMSO a partir de uma
solucdo estoque de 0,75 mM, sendo realizado em triplicata para cada

concentracdo; a concentracdo de DMSO foi mantida em 10% (v/v) (Tabela 3.2).

As solucbes preparadas (ct-DNA/Hoechst 33258 + complexo + DMSO)
foram mantidas sob agitacédo a 20 °C por 30 min. Apds esse periodo, as solugdes
foram alocadas em uma microplaca preta com fundo transparente (200 uL/po¢o)
e realizada a leitura em um fluorimetro de microplaca Synergy/H1-Biotek, onde
a excitacao foi feita em 340 nm. Em seguida, foi realizada uma varredura no
espectro de emissao de 370 até 700 nm. Adicionalmente, as absorbancias em
340 nm e 480 nm foram mensuradas para aplicacdo na equacéo de efeito filtro,

caso necessario. As leituras foram realizadas a 25 e 37 °C.

TABELA 3.2 - - Relacdo de volume CT-DNA/ Hoechst 33258 +
complexos + DMSO (uL)
Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8
CT-
DNA/Hoechst 900
33258
complexos 12 25 37 50 62 75 88 100
DMSO 88 75 63 50 38 25 12 0

3.5.3. Estudo de Interacdo com DNA: Eletroforese em Gel

Os complexos PdP3 e PdB3 foram solubilizados em DMSO e incubados
em diferentes concentragées (1, 10 e 100 uM) com o DNA plasmidial (pUC-19)
por 24h a 37 °C. O controle positivo (C+) consistia na cisplatina (15 uM) e DNA
(1 uM), enquanto o controle negativo (C-) consistia somente no DNA (1 uM), e
para alcancar o volume final de 20 uL, a solugao foi completada com agua Milli-
Q. Apds o término da incubagéo, foram adicionados 15 pyL de STEB (40% de
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sacarose, 100 mM de Tris.HCI, pH = 7,4, 1 mM de EDTA, 0,5 mgmL-1 de azul
de bromofenol) as amostras. Em seguida, foram transferidos 20 pL das amostras
para os poc¢os no gel de agarose (1%) em tampéao TBE (1X), o qual foi submetido
a uma corrente de 50 mA por 3h. Apés o término da corrida eletroforética, o gel
foi corado com brometo de etidio por 5 min e a revelagdo foi realizada no
fotodocumentador Gel Doc™ EZ; a imagem obtida foi tratada utilizando o

software ImageLab™ 6.0.0 fornecido pela BioRad.

3.5.4. Ensaio de inibicdo enzimatica: DNA-Topoisomerase If e lla

O ensaio de inibicdo da enzima DNA-Topoisomerase lla foi realizado com
o kit de relaxamento do DNA fornecido pela Inspiralis Limited (Human
Topoisomerase |l Relaxation Assay Kit). No ensaio efetuado, utilizaram-se 0,5
pL (500 ng) de DNA pBR322 superenovelado, 3 pL de tampdo de ensaio
(Tris.HCI (20 mM), NaCl (50 mM), KCI (50 mM), MgClz (5,0 mM), NazH2EDTA
(0,1 mM), BSA (15 mg-mLt) com pH 7,9), 1uL (1,0 mM) de ATP e 3uL do
composto de interesse em diferentes concentra¢des (1, 10 e 20 puM). Por fim,
foram adicionados 1L (4,0 nM) de TOPOIlla e agua deionizada para atingir um
volume final de 30 pL. Os ensaios dos controles negativo e positivo foram
realizados a partir das mesmas quantidades de todos 0s componentes, porém
com a auséncia dos compostos e da TOPO, respectivamente. Adicionalmente,
a preparacao das amostras no ensaio de inibicdo enzimatica da TOPOIB foi

realizada de forma semelhante a de TOPOIla, na auséncia de ATP.

A mistura reacional foi mantida em incubacdo a 37 °C por 40 min. Apos
esse periodo, foram adicionados 15 puL de STEB — 40% (m/v) de sacarose, 100
mM de Tris.HCI, pH = 7,5, 1 mM de EDTA, 0,5 mg-mL"* de azul de bromofenol —
e 60uL de uma mistura de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v). As amostras
foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 min. A fase aquosa foi adicionada em gel
de agarose 1% (m/v), em solucdo tampéo de TBE 1x (Tris/Borato/EDTA) pH =
8,2.

Apés a centrifugacdo, 20 pL das solugcdes das amostras foram
adicionados ao gel de agarose 1% (m/v). A corrida eletroforética foi realizada em
solugcdo TBE 1x a 60 V durante 2 h. Apds esse periodo, o gel foi imerso em

solucéo corante de brometo de etidio e revelado no fotodocumentador Gel Doc™
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EZ Image (BioRad). A imagem obtida foi analisada utilizando-se o software

ImageLab™ 6.0.0, fornecido pela BioRad.

3.5.5. Estudo de interagcdo com HSA: supressao de fluorescéncia

Foram preparadas diferentes solu¢cdes de 1 mL com tampéao Tris-HCI (0,1
mol-L-1, pH 7.4), contendo HSA (2,5 pmol-L-1), os compostos em diferentes
concentragoes (2,5, 5, 10, 20, 40, 80 e 150 pmol-L-1) e uma proporcéo fixa de
DMSO de 5% (v/v). Realizada em triplicata para cada concentracdo. As solugdes
preparadas foram mantidas sob agitagdo a 20 °C por 15 min. Apos esse periodo,
as solucdes foram distribuidas em 200 pL por poco em microplaca de 96 pocos
preta com fundo transparente e levadas ao fluorimetro Synergy/H1-Biotek. Os
dados de leitura incluiram: excitacdo em 270 nm, espectro de emissao de 300 —
500 nm e espectro de absorbancia na regido de 250 — 500 nm.

A obtencdo do espectro de absorbancia foi realizada caso fosse
necessaria a aplicacdo da corre¢éo do efeito filtro. As medidas foram realizadas

em diferentes temperaturas: 25, 30 e 37 °C.

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se a equacgao de supressao
de fluorescéncia de Stern-Volmer (EQUACAO 5), assim como foi calculada a
constante de ligacdo entre a biomolécula e os compostos testados (EQUACAO
6). Com a variacdo de temperatura dos dados obtidos, foi possivel calcular os
parametros fisico-quimicos para o entendimento mais completo do sistema
(EQUACAO 7 e EQUACAO 8).

%: 1+ Ksv[Q] = 1 + kqto[0Q]

Equacéo 5
log [ ®==] = logK» + n log[Q]

Equacéo 6
N[22 1=g - 1AH

Equacgao 7
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AG =-RT In Kp = AH — TAS

Equacéo 8
Em que: [Q] = concentrag&o do agente supressor de fluorescéncia,
Fo = intensidade de fluorescéncia na auséncia do agente supressor;
F = intensidade de fluorescéncia na presenca do agente supressor;
Ksv = constante de supressao da fluorescéncia de Stern-Volmer;
kg = constante de supresséo biomolecular;
7o = tempo de vida médio da fluorescéncia (6,2 ns);
Kb = constante de ligacdo em determinada temperatura;
T = temperatura (K);
R = constante dos gases ideais;
AH = variacéo da entalpia;
AS = variagao da entropia;
AG = variagao da energia livre de Gibbs.

3.6 Andlise estatistica

O tratamento estatistico dos dados foi realizado utilizando o software
GraphPad Prism 8.0.2. Empregando-se a média + Desvio Padréo e analise de
variancia (ANOVA) com o teste de Dunnet para avaliar o nivel de significancia

em relacdo ao controle.
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4. CARACTERIZACOES

4.1 Infravermelho

Para os compostos de coordenacdo, a espectroscopia na regidao do
infravermelho fornece informacdes sobre a possivel coordenacédo dos ligantes
livres com o centro metalico, por meio das mudancas espectroscopicas.
Normalmente, quando o ligante livre coordena com o centro metélico, ocorrem
alteracdes no espectro do infravermelho, podendo aumentar ou diminuir a
intensidade da banda e deslocar para regides de maior ou menor energia,

dependendo da forma como ocorre a interagdo metal-ligante®4.

Analisando as bandas caracteristicas das tiossemicarbazidas,
observaram-se os estiramentos V(NH:z ass e s) na regido de 3369 — 3182 cm™, que
nos complexos deslocaram para a regido de maior energia, 3658 — 3200 cm,
indicando novas interagdes de hidrogénio. A deformagdo angular &(NH2) das
tiossemicarbazidas livres ocorria entre 1645 e 1634 cm*, nos complexos, essas
bandas deslocaram para a regido de menor energia, deslocamento de 15a 7 cm-
1. O estiramento atribuido ao grupo v(N-C=S) de 1568 — 1531 cm no ligante
livre, ndo foi observado nos espectros dos complexos ou sofreu reducéo
significativa na sua intensidade, enquanto o estiramento v(C=S) deslocou para a
regido de menor energia, de 1286 - 1273 cm™ para 1236 — 1228 cm. Estas
mudancas espectroscépicas sugerem que a ligacédo coordenada do paladio com
as tiossemicarbazidas esteja ocorrendo pelo grupo -NH2 e -C=S de modo
bidentado®5-¢8,

A presenca dos ligantes bis(difenilfosfina)alcano DPPP e DPPB na
estrutura dos complexos é confirmada pela presenca das bandas caracteristicas
v(PPh) em 1433,1095 e 696 cm® ¢! No entanto, ndo ha alteracGes

significativas entre os espectros do ligante livre e do complexo.

A TABELA 4.1 traz as principais bandas caracteristicas de diagndésticos
no espectro do infravermelho, e a FIGURA 4.1 mostra as comparacdes dos
espectros da 4-etil-3-tiossemicarbazida, das bisfosfinas DPPB e do complexo
PdB3, no qual sdo observadas todas as alteracbes mencionadas. Os espectros
dos demais complexos encontram-se em anexo (FIGURA Al).
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TABELA 4.1 - atribuicdo dos modos vibracionais no espectro do infravermelho.

Compostos V(NHz e NH2)  &(NH2) V(N-C=S) v(C=S) PPh2
DPPP - - - - 1433, 1095 e
696
DPPB - - - - 1431, 1097 e
694
TSC 3369, 3267 e 1645 1531 1286 -
3182
MetTSC 3337,3289e 1642 1568 1273 -
3241
EtTSC 3348,3289e 1634 1546 1276 -
3197
PdP1 3600-3205 1631 - 1230, 1436, 1099 e
694
PdP2 3658, 3452e 1627 1571 1232 1436, 1103 e
331 698
PdP3 3600-3300 1627 - - 1435, 1101 e
692
PdB1 3630-3200 1633 - 1236 1435, 1099 e
696
PdB2 3597-3300 1631 - 1226 1436, 1099
€696
PdB3 3600-3309 1627 - 1228 1436, 1099 e
696

v (estiramento) e & (deformagao angular)
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FIGURA 4.1 - Espectro de infravermelho do 4-etil-3-tiossemicarbazida (EtTSC),
bis-(difenilfosfina)butano (DPPB) e o complexo [Pd(DPPB)(4ET)]Cl2 (PdB3).

4.1.1. Espectroscopia por RMN

Todos os complexos foram caracterizados por RMN de 'H e 3!P, e devido
a similaridade dos complexos, apenas o complexo PdB3 foi caracterizado por
RMN de 13C, DEPT-135, COSY e HSQC. A seguir, foram selecionados dois
complexos para a atribuicéo e discusséo dos sinais, sendo eles o PdP2 e PdB3
(FIGURA 4.2 e 4.3). Os espectros de RMN dos demais complexos podem ser
consultados no ANEXO (FIGURA A2 — A1l).
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FIGURA 4.3 - Espectro de RMN de *H do composto PdB3 em MeOD.

No espectro de RMN de *H nas FIGURAS 4.2 e 4.3, observaram-se dois
grupos de sinais, o primeiro na regiao mais blindada do espectro entre 1,0 e 3,5
ppm, atribuido aos hidrogénios alifaticos das Dbisfosfinas e das
tiossemicarbazidas, e o segundo na regidao entre 7,0 e 8,0 ppm, onde se
encontram o0s hidrogénios aromaticos pertencentes ao grupo fenil das

bisfosfinas. Para o composto PdP2, os deslocamentos quimicos em 2,30 — 2,18
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(m), 2,98 — 2,93 (m) e 3,10 — 3,06 (m) ppm sao atribuidos aos -CH2- do DPP e
os deslocamentos quimicos entre 7,67 — 7,43 (m) ppm aos grupos fenil também
do ligante DPPP. J4 o 4-metil-3-tiossemicarbazida €& observado pelo
deslocamento quimico em 2,79 (s) ppm, atribuido ao grupo -CHs; os hidrogénios
dos grupos NH e NH2 ndo séo evidenciados, pois podem sofrer desprotonacéo
com o solvente do meio.

O composto PdB3 apresenta mais sinais na regiao blindada do espectro,
devido ao aumento dos grupos alifaticos, com os deslocamentos quimicos 1,76
—1,70 (m) e 2,45 — 2,39 (m) ppm atribuidos ao grupo -CH2- e os sinais em 7,61
— 7,40 relacionados aos anéis fenil do ligante DPPB. O deslocamento quimico
em 1,04 (t) ppm € atribuido ao -CHs da 4-etil-3-tiossemicarbazida, e o
deslocamento quimico em 3,11 — 2,99(m) ppm apresenta um total de 4H
atribuido ao -CHz- do DPPB e ao -CH2- do 4-etil-3-tiossemicarbazida. A
diferenciacdo dos hidrogénios da 4-etil-3-tiossemicarbazida e do DPPB foi
realizada com auxilio do RMN de H-'H COSY (FIGURA 4.5).
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FIGURA 4.4 - Mapa de contorno COSY 'H-'H do composto PdB3.

A FIGURA 4.5 apresenta o RMN de 3P dos complexos PdP2 e PdB3 e
dos ligantes DPPP e DPPB. Na TABELA 4.2, estdo resumidos os valores dos
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deslocamentos quimicos e as constantes de acoplamento 2Jpp de todos os
complexos. Os compostos bisfosfinicos DPPP e DPPB sédo observados na
regido negativa do espectro (-17,72 e -13,5, respectivamente) em sua forma livre,
apresentando um unico sinal (singleto). Ao coordenarem com o centro metalico,
evidenciam a desblindagem das bisfosfinas, deslocando-se para a regido
positiva do espectro e surgindo dois dubletos. Isso indica que ha dois atomos de
P (fosforo) magneticamente diferentes devido a assimetria do complexo, com um
P trans ao S (enxofre) gerando o dubleto Pa mais desblindado e o P trans ao N
(nitrogénio) gerando o dubleto P». Esse fenbmeno ocorre devido a capacidade
do enxofre em fazer retrodoagdo com o paladio por meio de seus orbitais 1*
livres, enquanto o nitrogénio € um doador o simples, corroborando a proposta
estrutural na qual a ligacdo metal-ligante ocorre de forma bidentada por ambos
os ligantes. Este mesmo efeito é observado na literatura para complexos

assimétricos com fosfinas e bisfosfinas.”2-74,

DPPP

DPPB

PdP2 Pa Py

PdB3 Pa Py

90 80 70 60 50 40 30 20 10 O -10 20 -30 -40 -50 -60 -70 -80 -90
ppm
FIGURA 4.5 - RMN de 3P dos compostos, DPPP, DPPB, PdP2 e PdB1 em
MeQOD.
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TABELA 4.2 - Dados de RMN de 3'P dos complexos

Compostos Deslocamento quimico Constante de acoplamento
Pa Pb 2JpPa 2JpPb

PdP1 9,0 3,0 43,1 42,1

PdP2 8,9 3,2 42,8 43,3

PdP3 9,0 3,2 42,6 43,7

PdB1 30,8 19,2 34,6 34,4

PdB2 31,3 18,8 34,9 34,6

PdB3 31,3 18,5 35,8 35,3

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos do composto PdB3 no
espectro de RMN de 3C (FIGURA 4.6) foi auxiliada pelo RMN de DEPT-135,
que distingue os carbonos com numeros pares de hidrogénio com sinais
negativos no espectro e carbonos com numeros impares de hidrogénio com
sinais positivos (FIGURA 4.7). Também foi utilizada a técnica de RMN
bidimensional HSQC (*3C-tH), que correlaciona carbono e hidrogénio que estéo
diretamente ligados (FIGURA 4.8).
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FIGURA 4.6 - Espectro de RMN de '*C do composto PdB3.

O deslocamento quimico no RMN de *3C em & 12,35 ppm é atribuido ao
-CHs da 4-etil-3-tiossemicarbazida, apresentando-se no modo positivo no DEPT-
135 e diretamente ligado ao tripleto em 1,04 ppm no RMN de 'H. Ja o
deslocamento quimico do -CH2- da 4-etil-3-tiossemicarbazida no RMN de 3C é
observado em 40,73 ppm, presente na forma negativa no DEPT-135 e
diretamente ligado ao 'H com deslocamento quimico em 3,11 ppm. Os
deslocamentos quimicos em 21,62; 25,49; 25,81; 26,26 e 26,53 ppm sao
atribuidos aos carbonos do grupo butano entre os atomos de fésforo. Os
carbonos quaternarios foram identificados pela auséncia de sinal no DEPT-135
na regido de 127 e 128 ppm. Os demais sinais acima de 128 ppm séo atribuidos
aos carbonos dos anéis aromaticos nos quais também séo evidenciado o efeito

trans com a duplicacéo dos sinais dos carbonos orto e meta.
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FIGURA 4.7 - Espectro de RMN DEPT-135 do composto PdB3
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4.2 Espectrometria de massas

A analise de espectrometria de massa foi realizada para todos os
complexos a fim de confirmar a obtencdo dos compostos através do sinal do ion
molecular. A analise foi realizada pelo método ESI (ionizagéo por eletrospray) no
modo positivo. Na analise, todos os complexos apresentaram o sinal do ion
molecular da espécie ionizada na forma [M — H]* com razdo m/z (massa/carga)
1:1, identificado pelo padrédo isotdpico do paladio. Também foi identificado o
padréo isotopico do paladio para o ion molecular na forma [M]?* com razdo m/z
1:2 para os complexos PdP2, PdP3, PdB2 e PdB3. Os valores experimentais e
tedricos da massa dos compostos encontram-se resumidos na TABELA 4.2, e a
FIGURA 4.9 mostra os sinais dos ions moleculares do composto PdB3 com o

padrao isotdpico do paladio.

TABELA 4.2 - Comparacédo dos valores de massa teoérico e experimental obtidos
por espectrometria de massa.

Compostos m/z [M - H]* Erro m/z [M]?* Erro
(ppm) (ppm)
Tedrico  Experimental Tedrico  Experimental
PdP1 608,0670 608,0686 2,96 - - -
PdP2 622.0822 622,0838 2,65 311.5447 311,5458 3,50
PdP3 636.0978 636,0992 2,20 318.5525 318,5539 4,27
PdB1 622.0822 622,0843 345 - - -
PdB2 636.0978 636.1000 3,46  318.5525 318,5538 3,95
PdB3 650.1135 650,1136 0,69 325.5604 325,5616 3,81
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FIGURA 4.9 - Analise de massas do composto PdB3.
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4.3 Analise de difracdo de raios X

Por meio da andlise de difragdo de raios X, foi possivel confirmar a
estrutura cristalina/molecular dos compostos PdB1 e PdB3. O complexo PdB1
foi classificado como pertencente ao sistema monoclinico do grupo espacial
P2i/c, e o PdB3 ao sistema monoclinico do grupo espacial P2:1/n. O centro
metélico encontra-se ligado de forma bidentada pelos dois atomos de fésforo do
ligante DPPB, formando um anel de sete membros, e pelos atomos N1 e S1 dos
ligantes tiossemicarbazidas, também de modo bidentado, formando um anel de
cinco membros (FIGURA 4.10). De acordo com os angulos dos ligantes em
posicdo trans observados, nota-se que 0s complexos apresentam geometria
quadrado planar distorcida, com angulos P1-Pd1-S1 de 172.57 A e N1-Pd1-P2
de 170.35 A para o complexo PdB1, enquanto para o PdB3 observam-se angulos
trans P1-Pd1-S1 de 176.02 A e N1-Pd1-P2 de 174.64 A, diferindo da geometria
quadrética plana perfeita ideal de 180 A. As distancias de ligagdo nos complexos
encontram-se proximas ao descrito na literatura para estruturas similares”>-",

Os comprimentos de ligacdo e angulos de ligacdo em torno do centro metalico

encontram-se nas TABELAS 4.3 e 4.4, e os parametros cristalogréaficos estdo no
ANEXO (TABELA A2).

FIGURA 4.10 - Elucidagcao da estrutura molecular dos compostos PdB1 e PdB3 por
Difracdo de raios — X de monocristal. Elipsoides representadas com 50% de
probabilidade.
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TABELA 4.3 - Comprimentos de ligacdo dos compostos PdB1 e PdB3.

Comprimento de ligaco (A)

PdB1 PdB3
Pd1-P2 2.2690(5) 2.2716(7)
Pd1-P1 2.2812(5) 2.3023(6)
Pd1-S1 2.3251(5) 2.3198(7)
Pd1-N1 2.1090(15) 2.119(2)
N1-N2 1.419(2) 1.406(4)
C1-S1 1.7225(19) 1.723(3)
C1-N2 1.324(2) 1.327(4)
C1-N3 1.322(2) 1.321(4)

TABELA 4.4 - Angulos de ligacdo dos compostos PdB1 e PdB3.

Angulo de ligacéo (A)

PdB1 PdB3
P2-Pd1-P1 92.052(17) 92.36(2)
P2-Pd1-S1 91.435(17) 91.60(2)
P1-Pd1-S1 172.579(1 176.02(3)
N1-Pd1-P2 170.35(4) 174.64(7)
N1-Pd1-P1 93.01(4) 92.19(6)
N1-Pd1-S1 84.51(4) 83.87(7)

4.4 Testes de estabilidade:

Antes de realizar a investigacdo das atividades biologicas dos
compostos, investigou-se a estabilidade dos compostos em DMSO por meio da
técnica espectroscopica UV-vis e por condutividade molar nos intervalos de 0,
24 e 48 horas. Uma vez que 0s compostos sao insolaveis em agua, utilizou-se

DMSO para o preparo das solucdes a serem utilizadas nos ensaios. A FIGURA
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4.11 traz a sobreposicao dos espectros do composto PdP2 e PdB2, nos quais

podemos observar que ndo ocorrem mudancas significativas nos espectros com

o decorrer do tempo, indicando assim que 0s compostos séo estaveis em DMSO.

Este mesmo padrdo permanece para 0s demais cOmpostos, Cujos espectros

encontram-se no ANEXO (FIGURA A30). Os valores de condutividade molar

presentes na TABELA 4.5 corroboram com as observacgfes feitas por UV-vis,

demonstrando que ndo ocorrem alteracdes na condutividade molar com o passar

do tempo, indicando que o complexo n&o sofre qualquer desprotonacao,

mantendo a propor¢ao de eletrdlito de 1:2.

TABELA 4.5 - Teste de estabilidade por condutividade molar em DMSO.

Compostos Am(S cm?mol?)

Oh 24 h 48 h
PdP1 68.5 69.5 68.6
PdP2 69.9 68.8 68.9
PdP3 545 54.6 54.4
PdB1 71.4 70.9 69.6
PdB2 63.8 62.1 61.4
PdB3 64.6 64.8 64.3
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FIGURA 4.11 - Teste de estabilidade por UV-vis em DMSO dos compostos PdP2 e

PdB2.
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Identificando que os compostos sao estaveis em DMSO, os complexos
PdP2 e PdB2 foram selecionados de forma aleatéria para o teste de estabilidade
por RMN de 3P em meio de cultura celular com DMSO-D2O/DMEM no intervalo
de tempo de O e 48 horas. A FIGURA 4.12 e 4.13 trazem os espectros de RMN
de 3P dos compostos PdP2 e PdB2, sendo observado que o espectro
permanece inalterado, indicando a estabilidade dos compostos em meio de
cultura. Portanto, conclui-se que os resultados a serem observados nos ensaios

biolégicos resultam das intera¢cdes composto-célula na sua forma original.

0Oh PdP2
48h
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O -10 -20 -30 -40 -50 -60 -70 -80 -90 -100

ppm

FIGURA 4.12 - Estabilidade do composto PdP2 em DMSO-D20O/DMEM
no intervalo de O e 48 horas.
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FIGURA 4.13 - Estabilidade do composto PdB2 em DMSO-D20O/DMEM
no intervalo de O e 48 horas.
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5. ENSAIOS COM BIOMOLECULAS

No estudo da interacdo com biomoléculas, os compostos PdP3 e PdB3
foram selecionados devido aos melhores resultados obtidos no ensaio de
viabilidade celular frente as células tumorais. Esses resultados serao discutidos

posteriormente na se¢édo de ensaios celulares.

5.1 Ensaio de interacdo com DNA

O DNA é um dos principais alvos farmacologicos de drogas usadas no
tratamento de diversas neoplasias. A interacdo Medicamento-DNA pode ocorrer
de duas formas, covalente e ndo covalente. A interagdo covalente consiste na
ligacdo direta da molécula com as bases nitrogenadas. As interagbes nao
covalentes podem ocorrer por intercalacdo, onde moléculas planares se
empilham entre os pares de base do DNA, via suco através de interacfes de Van
der Walls, ligacbes de hidrogénio e por meio de interagBes eletrostaticas
(FIGURA 5.1)80-83,

Via sulcos

D
InteracoOes eletrostaticas

Ligacdo covalente . | |

LigacOes nédo-covalentes

Intercalacéo

FIGURA 5.1 - Modos de interacdo Medicamento-DNA. Fonte: adaptado
RAMOTOWSKA et al. (2021).

Tendo isso em mente, investigou-se a capacidade dos compostos PdP3
e PdB3 de interagir com o DNA por meio das técnicas espectroscépicas UV-vis,
deslocamento de Hoechst-33258 por fluorescéncia e mobilidade eletroforética
em gel de agarose.
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Iniciou-se o0 estudo de interagdo composto-DNA com a técnica de
titulacdo espectroscopica na regidao do ultravioleta visivel. Este método permite
a analise por meio das alteracdes espectroscopicas nas bandas de transi¢cao do
composto ou do DNA. As interacdes composto-DNA por intercalagcéo geralmente
resultam em hipocromismo e batocromismo, devido as interagdes 1* do ligante
que interagem com os orbitais 1T das bases de DNA, diminuindo as transi¢gdes
eletrénicas 1-1m* do DNA. Interagdes mais fracas, como via suco e eletrostatica,
podem causar alteragées hipercromicas8%818485 Analisando o espectro UV-vis
para os compostos PdP3 e PdB3 titulados com diferentes concentragdes de CT-
DNA, apresentado na FIGURA 5.2, ndo se observaram quaisquer alteracfes
significativas, indicando auséncia de interacdo composto-DNA ou interacdes
muito fracas, ndo sendo possivel calcular a constante fisico-quimica Kb

(constante intrinseca de ligacdo composto-DNA).

Titulagao por UV-vis (CT-DNA)

—— Complexo 225 uM

PdP3 — [DNA 4 PdB3 S
04 — [DNAJ Byl — DNAJBM
— [DNAT 12,M — [DNAJ12uM
- [DNA] 16,0 - DNA] 16,00
S 02 ; [DMA] 20,0 S [DNA] 204
£ — [DNA] 24,4 = [DNA] 244
2 5] \-\ — [DNAL28uM 2 — [DNA] 28uM
< \ —[DNAI32M < — [DNA] 32uM
\ [DNA] 36, —— [DNA] 36l
01 1 [DNA] 40, . . [DNA] 40M
““‘*«,,,,,Q S
0.0 ] o0 . ]
250 Z'JI'.E 3’:‘:’:‘ .'_’.21.5 .'_’..EI--I) 3'JI'.E- A6 250 ‘Z:'f. :_:,;;.:. 3’:,:5 3%,:) 33:5. 400
Corprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

FIGURA 5.2 - Titulacdo espectroscépica dos compostos PdP3 e PdB3 com o
CT-DNA.

Em seguida, realizou-se o estudo de competitividade com Hoechst-
33258. O Hoechst-33258 é uma molécula orgéanica fluorescente cuja
fluorescéncia € aumentada ao interagir com o DNA por meio de um suco menor,
a interacdo de outros compostos com o DNA pode provocar a supressao da
fluorescéncia®®®. Deste modo, a FIGURA 5.3 traz os resultados de
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deslocamento Hoechst-DNA + composto, sendo observado que 0s compostos
tém a capacidade de diminuir a fluorescéncia do Hoechst-DNA de modo néo
sistematico, ndo sendo observada relacdo de supressao da fluorescéncia com o
aumento da concentracdo, sugerindo interacéo nao especifica e fraca composto-
DNA, indo de encontro com o resultado de titulacdo espectroscépica por UV-vis.

Deslocamento de Hoechst-33258

13000 - PdP3 —— M Po83
12000 - 18.75 uM
~ 27.75 M
\ ——37.5uM
10000 -4 46.5 M
56.5 yM
8525 pM
75 uM
— DNA
DNA-Hoeschst

Intensidade da flucrescingia (a.v)
Intensidade da flucrescéncia (a.u)

FIGURA 5.3 - Ensaio de competitividade por fluorescéncia dos compostos
PdP3 e PdB3 com Hoechst-33258-DNA em diferentes concentracoes.

O ensaio de interacdo composto-DNA por mobilidade eletroforética esta
relacionado com a capacidade do DNA plasmidial em se deslocar sob uma matriz
de gel poroso ao aplicar uma diferenca de potencial. O DNA plasmidial € formado
por trés tipos, sendo eles o superenovelado, que possui uma estrutura mais
compacta apresentando uma maior mobilidade; a forma linear, que tem um
deslocamento intermediario; e o circular aberto, que tem uma estrutura mais
volumosa e, consequentemente, menor deslocamento. Quando o composto
interage com o DNA superenovelado, pode causar relaxamento da estrutura e
reduzir seu deslocamento no gel de agarose, ou pode fragmentar o DNA em

pedacos menores, aumentando sua mobilidade®.

Ao realizar o ensaio de interacdio com DNA por eletroforese,
demonstrou-se que os compostos PdP3 e PdB3 ndo tém a capacidade de alterar
as bandas do DNA superenovelado, encontrando-se igual ao controle negativo
(DNA + DMSO). Apenas na banda do composto PdB3 com a concentragéo de
100 uM néo foi observada (FIGURA 5.4). Com base nas informagdes obtidas das
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interagcdes composto-DNA por UV-vis, Hoechst-33258 e eletroforese, podemos
propor que o DNA néo é o alvo farmacolégico dos compostos PdP3 e PdB3,

apresentando pouca ou nenhuma interacdo nos ensaios realizados.
C- C+ PdB3 PdP3
100 10 1 100 10 1
FIGURA 5.4 - Ensaio de eletroforese dos compostos PdP3 e PdB3 com DNA-
pUC19 em diferentes concentracdes [ JuM. C- (DMSO) e C+ (cisPt 15uM).

5.2 Ensaio de Interagao com Topoisomerase If3 e lla

As topoisomerases Sao enzimas que atuam em processos cruciais para
a vida celular, tais como a replicagéo, transcricdo, segregacao cromossomica, e
recombinacdo de DNA, realizando reagdes cataliticas no DNA e relaxando-o
tanto positiva quanto negativamente. As topoisomerases podem ser
classificadas em TOPO | e TOPO Il, com a TOPO | realizando a clivagem de
uma Unica fita de DNA, enquanto a TOPO Il realiza a clivagem em duas fitas de
DNA. Além disso, podem ser subdivididas em a (alfa) e B (beta). Devido ao seu
envolvimento em processos fundamentais para a manutencéo e divisao celular,
as topoisomerases tornaram-se alvos farmacologicos importantes para o0
desenvolvimento de medicamentos para o tratamento do cancer, como a
Doxorubicina e o Etoposideo, usados no tratamento de diversos canceres e tém
como alvo as topoisomerases®-%4,

Neste estudo, investigou-se a capacidade dos compostos PdP3 e PdB3

de inibir a agdo da topoisomerase I3 e lla, por meio do método de mobilidade
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eletroforética em gel de agarose com o plasmideo pBR322. AFIGURA-55A¢e€
B apresenta as imagens do gel de eletroforese do DNA plasmideo incubado com
as TOPO IB e TOPO lla tratados com diferentes concentragdes de PdP3 e PdB3.

Nos ensaios de TOPO I e TOPO lla, os resultados foram semelhantes.
Inicialmente, temos o controle negativo (C-) quando o plasmideo pBR322 foi
incubado somente com DMSO, resultando nas bandas apenas das isoformas do
plasmideo pBR322. No controle positivo (C+), o plasmideo foi incubado com a
TOPO IB ou TOPO lla e, em ambos, ndo se observou a banda do plasmideo
superenovelado, indicando a fragmentacédo ou relaxamento do DNA pela acéo
enzimatica das topoisomerases I3 e lla. Ao analisar as bandas resultantes, ap6s
a adicao dos compostos, ndo se observou diferenca em comparagdo com 0
controle positivo. Sendo assim, sugere-se que essas enzimas também ndo sao

os alvos dos compostos PdP3 e PdB3.

A Topo I B Topo lla
c| et PdB3 PdP3 c- C+ PdB3 PdP3
20 10 1 20 10 1 20 10 1 20 10 1

FIGURA 5.5 - A) ensaio de eletroforese com a TOP IB tratado com diferentes
concentracbes de PdB3 e PdP3. B) ensaio de eletroforese para a top lla
tratado com diferentes concentracdes de PdB3 e PdP3. C - = pBR322 +
DMSO; C+ = pBR322 + TOPO la ou IIB.
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5.3 Interagdo dos compostos com a Albumina de Soro Humano
(HSA)

A Albumina Sérica Humana (HSA) é a proteina mais abundante no
sistema circulatorio, desempenhando a funcéo de transporte de acidos graxos,
inimeros metabdlitos e medicamentos. A ligacdo de medicamentos a HSA € de
grande relevancia, uma vez que afeta a atividade e a disponibilidade do
medicamento, além de se acumular nos tecidos tumorais, tornando-se um

importante carreador de agentes quimioterapicos®-97.

O estudo de interacdo dos compostos PdP3 e PdB3 com a HSA foi
realizado por meio da supressao da fluorescéncia (FIGURA 5.6 e FIGURA A33).
A HSA possui fragmentos de triptofano em sua estrutura, conferindo-lhe
propriedades fluorescentes; assim, compostos que interagem com a biomolécula
acabam reduzindo sua fluorescéncia. Com base na supressao da fluorescéncia
decorrente da interacdo composto-HSA, foram calculados os valores das
constantes de Stern-Volmer (Ksv), a constante de supressdo biomolecular (Kg),
a constante de ligacado (Kb), 0 nimero de sitios de interacao (n), e as constantes
fisico-quimicas AH°, AS° e AG®, que se encontram listados na TABELA 5.1.

1200
900 ] 25 oC
600 -
300

0 ! I - ' - — — — 1

300 350 400 450
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900
600
300

450
1200
900
600
300

0

Intencidade de flurescéncia

1 ! I ' - 1
300 350 400 450
nm
——O0uM ——5uM —— 10 uM —— 15 M 20 yM —— 25 uM 30 uM

FIGURA 5.6 - Espectros da supresséo de fluorescéncia da HSA pelo aumento
da concentracdo do composto PdB3 em diferentes temperaturas (25, 30 e 35
°C).



TABELA 5.1 - Dados obtidos a partir da supressao de fluorescéncia da HSA pelos complexos PdP3 e PdB3.

Temperatura Ksv Kq Kb AH° AS° AG°
(K) 104(M1) 10%?(M1st)  103(MY) (kJ molt) (I moliK?)  (kJ mol?)
PdP3
298 1,41 + 0,06 2,40 3,60 + 0,001 0.86 -20.302 £5.170
303 1,47 + 0,15 2,50 2,40 + 0,001 0.82 93.40 378.29 -19.651 +5.217
310 1,45+ 0,15 2,40 14,1 + 0,002 0.99 -24.633 + 4.844
PdB3
298 1,39 + 0,07 2,30 1,8 £ 0.002 0.80 -18.535 + 4.516
303 1,33+0,13 2,20 0,80 + 0.001 0.72 -27.91 -33.33  -16.810 £ 5.293
310 1,34 + 0,06 2,20 1,10 + 0.001 0.75 -18.008 + 5.243

55
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A supressdo da fluorescéncia pode decorrer de interagdo estatica e
dindmica do composto com a HSA. Essas interacdes podem ser observadas por
meio da analise da constante de supresséo (Ksv) e pela constante de supressao
biomolecular (Kq). Quando ocorre aumento de Ksy em decorréncia do aumento
da temperatura, o0 mecanismo de interagdo é dinamico, e a diminuicdo de Ksv
com o aumento da temperatura indica um mecanismo estatico®’:%8. Analisando
os valores de Ksv obtidos para os compostos PdP3 e PdB3, observa-se que néo
ocorrem alteracdes significativas nos valores com as mudancas de temperatura;
no entanto, a constante Kq encontra-se na ordem de grandeza de 10'? (M-1s?),
enquanto a constante de supressdo da biomolécula maxima para a interacdo
dinamica é de 2x10'° (Ms?) e superior a esse valor é considerado interacdo
estatica®®. Dessa forma, a interacdo composto-HSA provavelmente esteja

ocorrendo pelo mecanismo estatico.

Outra informacé&o importante é a constante de forca de ligacédo (Kb) que
nos fornece uma compreensdo acerca da distribuicAo do medicamento no
plasma, uma vez que ligacdes fracas resultam em baixa distribuicdo do farmaco.
Os valores de Kp calculados para os compostos resultam em valores de
magnitude de ~103, indicando interagdes moderadas a fracas®®. O nimero de
sitios de interacédo calculado (n) encontra-se proximo de 1, indicando que a razéo

estequiométrica da interacdo HSA-complexo é de 1:1.

Os parametros termodinamicos auxiliam no entendimento dos tipos de
interacdo que estdo ocorrendo entre composto-HSA. Os valores negativos para
a energia livre de Gibbs (AG°) mostram que a ligagdo composto-HSA ocorre de
forma espontédnea. Valores positivos de AH®° e AS° indicam interagbes
hidrofébicas, o que é observado para o composto PdP3, enquanto valores
negativos indicam interagfes eletrostaticas, o que se observa para o0 composto
PdB3'%, Segundo as informacdes obtidas neste ensaio, podemos indicar que os
compostos possam ter uma interacdo adequada para ser carreado pela HSA.
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6. ENSAIOS CELULARES

6.1 Ensaio de viabilidade celular por MTT

A acéo citotoxica dos compostos foi avaliada pelo método colorimétrico
MTT em diferentes linhagens celulares. Utilizaram-se as células A549 (tumoral
de pulmé&o), Du-145 (tumoral de préstata), A2780 (tumoral de ovério), A2780cis
(tumoral de ovario resistente a cisplatina), MCF-7 (tumoral de mama) e MDA-
MB-231 (tumoral de mama triplo-negativa). Como controle, utilizou-se a MRC-5
nao tumoral de pulméo. Estas linhagens celulares foram selecionadas, pois se
encontram entre os tipos de canceres mais incidentes no mundo®.

O método colorimétrico por MTT foi descrito por MOSMAN, T,(1983).
Neste ensaio, a solucdo de coloracdo amarelada de MTT (1mg/mL) reage com
as células vivas por meio de sua atividade mitocondrial, reduzindo a cristais
roxos de formazan, solubilizados em alcool isopropanol e quantificados por
espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel e expressos na
forma de ICso (concentracéo de inibicdo de 50% da viabilidade celular).

Os valores de ICso dos compostos sintetizados e dos precursores
encontram-se na TABELA 6.1. Os compostos foram divididos em dois grupos: o
grupo PdP e o grupo PdB, em referéncia as bisfosfinas (P = propano e B =
butano). Inicialmente, pode-se observar que todos os compostos sintetizados
nao apresentaram atividade citotoxica nas células A549 e Du-145. No entanto,
apresentaram atividades interessantes nas células tumorais de ovario (A2780 e
A2780cis) e nas células tumorais de mama (MCF-7 e MDA-MB-231). Com
excecdo do composto PdP1, que ndo teve atividade em nenhuma das células

testadas.
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Compostos MRC-5 A549 DU-145 A2780 A2780cis MCF-7 MDA-MB- *S **|S logP
231
PdP1 >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50 - - 0,38
PdP2 >50 >50 >50 16,40 + 0,3 16,04 + 0,64 32,17+160 31,25+0,67 >3,12 >1,6 0,25
PdP3 14,45 + 0,22 >50 >50 3,76 £ 0,06 1,70 £ 0,11 19,28 + 0,37 3,28 +0,28 8,50 441 0,22
PdB1 >50 >50 >50 7,34 +£ 0,36 21,5+ 0,37 29,05+0,55 37,04+0,27 >2,32 >1,35 0,23
PdB2 14,43 + 0,17 >50 >50 445 +0,5 9,44 + 0,16 21,22 +0,71 8,67 £0,27 1,53 1,67 0,33
PdB3 15,54 +1,21 >50 >50 1,09 £ 0,07 0,99 +£0,15 12,26 + 0,98 1,01 +0,08 15,69 15,38 0,64
Cisplatina 12,47 + 0,15 1440+1,40 2,3+04 11,17+0,30 25,61+0,29 13,9+2,0 >50 0,50 0,25< -
DPPP e DPPB >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50 - - -
Tiossemicarbazidas >50 >50 >50 >50 >50 >50 >50 - - -
R2=(H, -CHs e -
CH,CH3)

*IS: (MRC5/A2780 Cis) **IS: (MRC5/MDA-MB-231)
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Ao se fazer a andlise dentro de cada grupo, nota-se que ha um aumento
relevante da atividade citotéxica conforme descemos no grupo, com a seguinte
tendéncia PdP1<PdP2<PdP3 e PdB1<PdB2<PdB3, e ao comparar entre o0s
grupos, o grupo PdB é mais ativo que o grupo PdP.

O aumento da atividade dentro do grupo esta relacionado com os
substituintes nas tiossemicarbazidas, sendo o substituinte -CH2CHs (etil) o mais
ativo, -CHs (metil) de atividade intermediaria e o substituinte -H (hidrogénio) o
menos ativo. Ja o aumento da atividade citotoxica entre os grupos € atribuido ao
aumento do -CH2- entre as fosfinas. Dessa forma, pode-se atribuir o efeito
estrutura-atividade ao aumento do grupo -CHz- nos complexos, sendo mais
pronunciado nas tiossemicarbazidas.

Para tentar entender a relagéo estrutura-atividade, foi realizado o ensaio
de lipofilicidade por titulagdo UV-vis, uma vez que compostos mais lipofilicos
possuem uma capacidade melhor de atravessar a membrana celular, podendo
acarretar uma maior agao citotéxica. No entanto, os resultados demonstraram
valores de logP semelhantes para quase todos os compostos, com excecao do
complexo PdB3, que apresentou um maior valor de logP, o que pode estar
relacionado com sua maior atividade, mas nédo justifica a relacdo estrutura-
atividade dentro do grupo (TABELA 6.1).

Ao comparar a agao citotoxica dos compostos com os da literatura, nota-
se que ndo ha estudos sistematicos com alteracdes das tiossemicarbazidas em
complexos metalicos. Porém, ROCHA et al. (2013) e (2016), ao fazerem
alteracdes sistematicas em grupos labeis da esfera de coordenacdo e contra
ions (CI,, Br, I e SCN°) em complexos de paladio com tiossemicarbazidas (R=
4-metil e 4-fenil) e fosfinas, observaram valores baixos de ICso (2,79 £ 0,58 a
8,84 £+ 1,21) em linhagens tumorais de camundongos (LM3 e LPO0),
demonstrando variag6es bem préximas e indicando que a acdo dos complexos
€ proveniente da coordenacado das tiossemicarbazidas.

Complexos metélicos com variagdes sistematicas das bisfosfinas e sua
influéncia na estrutura-atividade antitumoral séo relatados desde a década de
80. Segundo SNYDER et al. (1986), a variacao do grupo alcano de 1-6 resulta

em alteracdes das propriedades antitumorais, com a atividade maxima para o
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etano ou cis-etileno. E a substituicdo do grupo fenil por etil ou benzil resulta na
inativacdo dos complexos.

Entre todos os compostos, o composto PdB3 apresenta os melhores
valores de ICso, destacando as células A2780, A2780cis e MDA-MB-231, com
valores de 1,09 = 0,07, 0,99 £ 0,15 e 1,01 £ 0,08, respectivamente. O segundo
composto mais ativo € o PdP3, com valores de ICso de 3,76 + 0,06, 1,70 £ 0,11
e 3,28 + 0,28 para as mesmas células, na ordem em que se encontram. Ao
comparar com a cisplatina, o farmaco comercial em uso no tratamento de
diversos canceres'3, o composto PdB3 apresenta indice de Seletividade de
15,69 (MRC-5/A2780cis) e de 15,38 (MRC-5/MDA-MB-231), enquanto a
cisplatina apresenta indice de Seletividade de 0,5 (MRC-5/A2780cis) e menor
quer 0,25 (MRC-5/MDA-MB-231), sendo 0 composto mais seletivo que a
cisplatina, demonstrando uma maior preferéncia pelas células tumorais de ovario
e mama. O composto PdP3 também demonstra uma seletividade melhor que a
cisplatina para a célula A2780cis, com valor de 8,50 (MRC-5/A2780cis).

Devido a esses resultados, os compostos PdP3 e PdB3 foram
selecionados para ensaios complementares, a fim de compreender melhor os
danos causados nas células e seu modo de acgéao.

Para as células tumorais de ovario, 0s compostos nao apresentaram
diferencas significativas nos valores de ICso. Como a célula A2780cis apresenta
problemas de resisténcia com a cisplatina, dificultando o tratamento do paciente,
esta linhagem celular foi selecionada para estudos adicionais com 0s compostos
mais ativos!%4, Ja as células tumorais de mama, os compostos foram mais ativos
na célula MDA-MB-231, sendo esta também selecionada para estudo. A
investigacdo dos compostos com as células MDA-MB-231 é de grande
relevancia, uma vez que esta é classificada como cancer triplo negativo (TNBC),
Ou seja, que ndo expressa o0s receptores de estrogénio ou progesterona e nao
produz a proteina HER2. Fazendo com que esse tipo de cancer cresca e se

espalhe de forma muito agressiva®%1%,
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6.2 Ensaio de formacéo de colbnias

O ensaio de sobrevivéncia clonogénica ou de formacao de colbnias
avalia a capacidade de uma unica célula em formar colonias de 50 ou mais
células. Este ensaio fornece informacao sobre os efeitos citotdéxicos/citostaticos
de longo prazo de um medicamento ou composto de interesse, medindo a
capacidade proliferativa das células em formar uma colénia apdés o
tratamento!%6197, Segundo MIRZAYANS et al. (2007), o ensaio clonogénico é
considerado 'padréo ouro’, pois leva em consideracédo todos os tipos de morte

celular e os efeitos sobre a paralisacao e retardo do crescimento celular.

O ensaio clonogénico foi realizado para os compostos PdP3 e PdB3 nas
células MRC-5 (controle), A2780cis e MDA-MB-231, sendo avaliado o numero
de colbnias e a area das coldnias apos 10 dias de tratamento com 0s compostos
em diferentes concentragbes. A FIGURA 6.1 traz os resultados do composto
PdB3, demonstrando que o0 composto tem um maior potencial
citotoxico/citostético frente as células tumorais de mama e ovario, reduzindo o
namero de colbnias para 35% e a area da colonia para 19% na concentracdo de
1,01uM (ICs0), € para as concentra¢des iguais ou maiores que 2,02 uM (2xICso),
0 numero e a area das coldnias sédo reduzidos praticamente a zero (0) para a

linhagem celular A2780cis.

A acdo do composto na linhagem celular MDA-MB-231 mostra a redugao
do numero e area da coldnia para 30% a 40% com a concentragdo de 1,01uM
(ICs0) e inibigado total para a concentracdo de 4,04uM (4xICs0). Na célula nédo
tumoral de pulmao (MRC-5), o composto PdB3 reduz o numero e a area das
col6nias para 40 a 48% na concentracido de 1,01 yM e na concentracéo de 4,04
MM, o numero e a area das colonias permanecem em torno de 31 a 43%,
demonstrando uma maior agao citotoxica/citostatica nas células tumorais,
corroborando com os valores de ICso por MTT, além do composto apresentar
efeito dose-resposta dependente, que conforme aumenta a concentragcao, ocorre
a reducao no numero e area das colbnias. Os resultados para o composto PdP3
séo similares e encontram-se no ANEXO (FIGURA A31).
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FIGURA 6.1 - A) imagens das col6nias MRC-5, A2780cis e MDA-MB-231 tratadas com
diferentes concentragbes do composto PdB3. B) distribuicdo do niamero de coldnias (%)
para cada concentracdo (verde - MRC-5), (amarelo — A2780cis) e (vermelho - MDA-MB-
231). Valores de significancia: *p = 0,01 **p = 0,004 ***p = 0,0003 e ****p < 0,0001.
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6.2.1. Ensaio morfoldgico (campo claro, Pl e Green plasma/DAPI)

A analise da morfologia celular tem por finalidade avaliar os danos
causados nas células ap6s o tratamento com diferentes agentes, sejam eles
guimicos ou biologicos. As alteracdes no ambiente celular podem causar
diferentes efeitos na saude das células, como parada do ciclo celular, diminui¢cao
na taxa de proliferacéo e morte celular®,

Na FIGURA 6.2, 6.3 e 6.4, trazemos as micrografias em campo claro das
células MRC-5, A2780cis e MDA-MB-231 tratadas com o composto PdB3 nas
concentracfes de 0,51, 1,01, 2,02 e 4,04 uM (1/2xICso, ICso, 2XICs0 € 4XICs0), NO
intervalo de 0, 24 e 48 horas. A FIGURA 6.5 mostra a ampliacdo das imagens

com as concentracdes Ctrl, 2,02 e 4,04 uM, para as trés linhagens celulares.

Ctrl 0,51uM 1,01uM 2,02uM 4,04 uM

FIGURA 6.2 - Ensaio morfologico para o composto PdB3 na linhagem celular
MRC-5. Obtido com microscépio CELENA® S com zoom de 10x.
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A2780cis
Ctrl 0,51uM 1,01uM 2,02uM 4,04 uM

Oh

48 h¥

FIGURA 6.3 Ensaio morfolégico para o composto PdB3 na linhagem celular
A2780cis. Obtido com microscopio CELENA® S com zoom de 10x

MDA-MB-231
ctrl 0,51uM 1,01uM 2,02uM 4,04 uM

FIGURA 6.4 Ensaio morfologico para o composto PdB3 na linhagem celular
MDA-MB-231. Obtido com microscépio CELENA® S com zoom de 10x

Ao analisarmos as imagens para as células A2780cis e MDA-MB-231,
ambas apresentam as mesmas caracteristicas. Ao adicionarmos o composto até
a concentracao de 2,02 pyM, nédo é observada nenhuma alteracéo significativa na
estrutura celular. No entanto, observa-se a redu¢cédo da densidade celular com o

aumento da concentracdo, indicando uma acdo citostatica. Ja com a
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concentragcdo de 4,04 uM, a maior concentracao testada, verifica-se alteragbes
significativas ap6s 24 horas de tratamento, com as células diminuindo de
tamanho, apresentando aspecto enrugado e esférico, com células em
suspensao e formacgéo de detritos, intensificado apos 48 horas de tratamento.
Essas alteracdes estdo de acordo com o perfil de morte celular por apoptose.
Uma vez que a morte por necrose é caracterizada pelo aumento no tamanho da
célula, formacao de bolha (envaginac6es superficiais) e ruptura da membrana

celular com exposicdo do meio intracelulart0-113,
MRC-5

Ctrl 2,02uM 4,04

FIGURA 6.5 Ensaio morfolégico para o composto PdB3 nas linhagens celulares
MRC-5, A2780cis e MDA-MB-231 ap0s 48 horas de tratamento com as
concentracbes de Ctrl, 2,02 e 4,04 uM. Obtido com microscépio CELENA® S
com zoom de 10x.
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Ao comparar as células tumorais com a ndo tumoral, nota-se que as
células MRC-5 mantém sua estrutura celular em grande parte semelhante ao
controle apds o tratamento com a maior concentracdo, enquanto as células
tumorais estédo totalmente alteradas. Reafirmando a preferéncia do composto
pelas células A2780cis e MDA-MB-231, como visto no ensaio de viabilidade

celular por MTT e de formacao de colbnias.

Apés a analise em campo claro, foi realizada a marcacao das células
com iodeto de propideo (Pl) (FIGURA-6.6). O Pl € uma molécula organica
fluorescente que intercala com as bases do DNA, marcando as células mortas
em vermelho, uma vez que é necessario danos na membrana plasméatica para
ocorrer a entrada do PI, sendo impermeavel a membranas de células intactas''?
114 Dessa forma, podemos indicar que a maioria das células tumorais tratadas
com a concentracdo de 4,04 UM encontra-se mortas ou em processo de morte
celular, enquanto as células tratadas com a concentracdo de até 2,02 uM

apresentam o mesmo perfil do controle, com poucas mortes.

Comparando as células tumorais com a ndo tumoral, as células MRC-5
apresentam pouca morte celular ao serem tratadas com a concentracao de 4,04
MM, estando de acordo com as observacdes feitas em campo claro e indicando
uma maior resisténcia ao tratamento com o composto, 0 que é positivo como
agente quimioterapico, causando menos danos as células normais e mais danos
as células tumorais. O composto PdP3 apresenta as mesmas caracteristicas em
campo claro e quando marcado com PI, e suas micrografias podem ser
consultadas no anexo (FIGURA A33).
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PdB3

MRC-5

1,01uM 2,02uM 4,04 uyM

Sobreposicao

A2780cis

1,01pM 2,02uM

48 h I

Sobreposicédo

MDA-MB-231
Ctrl 0,51uM 1,01pM 2,02uM 4,04 uM

Sobreposicao

FIGURA 6.6 Ensaio morfologico para o composto PdB3 nas linhagens celulares MRC-5,
A2780cis e MDA-MB-231 marcado com PI. Imagens obtidas com microscépio CELENA® S
com zoom de 10x.
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Para auxiliar na analise morfolégica, foi analisada a morfologia da célula
por fluorescéncia com Green plasma (CellMask™) e DAPI apds 48 horas de
tratamento. O Green plasma marca a membrana plasmatica e o citoplasma em
verde, e o DAPI marca o nucleo celular em azul, fornecendo mais informagdes

acerca das alteracdes morfologicas.

Ao se analisar a membrana plasmatica primeiro, nota-se que ndo ha
danos na membrana celular até a concentragdo de 2,02 pM (2xICso),
permanecendo semelhante ao controle. J& com a concentracdo de 4,04 uM, a
membrana celular encontra-se totalmente deformada, com encolhimento e
empacotamento na forma esférica para ambas as linhagens celulares (A2780cis
e MDA-MB-231) tratadas com o composto PdB3 (FIGURA 6.7).

A marcacédo do nucleo celular com DAPI em azul mostra a condensacéao
e a fragmentacdo da cromatina para as células tratadas com a maior
concentracdo de PdB3, enquanto nas concentracdes menores ndao ha
alteracdes. Essas observacfes concordam com as informacdes de campo claro
e a marcacgao com PI, indicando que as alteracdes morfolégicas na concentracao
de 4,04 pM induzem a morte celular pelo mecanismo apoptético e que as
concentracdes iguais ou menores que 2,02 uM afetam a proliferacédo celular,
indicando uma acao citostatica do composto nas células A2780cis e MDA-MB-
231.

As alteracdes morfologicas aqui descritas sdo similares com as da
literatura para as células A2780 (tumoral de ovéario), A2780/C30 (tumoral de
ovario resistente a cisplatina), HELA (adenocarcinoma — colo do utero), CEM
(leucemia) tratadas com oxiplatina, cisplatina, carboplatina e etoposideo (VP-
16), correlacionando as alteragcdes morfolégicas com a morte celular por

apoptose112,115,116.
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A A2780cis
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B MDA-MB-231
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FIGURA 6.7 - Ensaio morfoldgico por fluorescéncia. A) células A2780cis tratadas
com PdB3 e marcadas com Green Plasma (verde) e DAPI (azul). B) células
MDA-MB-231 tratadas com PdB3 e marcadas com Green Plasma (verde) e DAPI
(azul). Imagens obtidas com microscopio CELENA® S com zoom de 20x.
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6.3 Migracéo celular

Um dos grandes problemas do cancer é a sua capacidade de invadir e
migrar para outras regiées do corpo; este processo, conhecido como metéstase,
é a principal causa de morte decorrente da doenca!!’!18, Para avaliar se o
composto PdB3 possui propriedades antimetastaticas, foi realizado o ensaio de
fechamento de ferida (Wound Healing) nas células A2780cis e MDA-MB-231.
Neste ensaio, uma fenda € aberta em uma monocamada de células confluentes
em torno de 80-90%, entdo é feito o tratamento com o composto de interesse e
imagens sao adquiridas com auxilio de um microscopio de campo invertido em
diferentes intervalos de tempo, sendo posteriormente quantificada a taxa de

fechamento da fendal19-121,

No ensaio de migracao celular, o composto PdB3 apresentou atividade
inibitéria superior na linhagem tumoral A2780cis em comparacdo com a MDA-
MB-231, com ac¢do inibitéria em todas as concentracdes testadas (0,51, 1,01 e
2,02 pM) (ICs0 = 1,01 pM). Para as células A2780cis, no intervalo de 24h, as
concentracfes de 0,51 e 1,01 uM fecharam a fenda em torno de 19% e a
concentracéo de 2,02 uM fechou em aproximadamente 10%, comparando com
o controle que fechou 44% da fenda. No periodo de 48 horas, o controle fechou
68% e as concentracdes de 0,51 e 1,01 uM fecharam 50 e 40% da fenda,
respectivamente, com a concentracdo de 2,02 uM fechando 25% da area
(FIGURA 6.8).

Na linhagem MDA-MB-231, o composto também apresenta acao
inibitéria ao processo de migracao celular nas concentragfes de 1,01 e 2,02 uM
para o periodo de 24 horas de tratamento, fechando a fenda em torno de 23 e
18% respectivamente, enquanto o controle fechou 40%. Em 48 horas de
tratamento, apenas a concentracdo de 2,02 uM apresenta diferenca significativa
na inibicdo da migracdo celular, com o fechamento da fenda em 26% em

contraste com o controle que fechou 48% da area.

Estes resultados indicam que o composto PdB3 pode ter uma acao
inibitéria na migracdo das células MDA-MB-231 e A2780cis, sendo
especialmente eficaz na linhagem tumoral de ovario resistente a cisplatina,

provavelmente devido sua propriedade citostatica. Conforme observado por
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HATZIDAKI, Eleana et al. (2020), a cisplatina em uma concentracdo de 1uM nao
afeta a migracao celular nas linhagens MDA-MB-231 e MCF-7. Em relacdo a
linhagem tumoral de ovario, SHENG, W. J. et al. (2013) constataram que, na
linhagem SKOV-3, tanto a oxiplatina quanto a neldaplatina inibiram a migracao
celular em 10%, enquanto a cisplatina nao teve efeito significativo. Esses
resultados destacam a posicdo favoravel do composto PdB3 em comparacao

com os analogos de platina.

A2780cis MDA-MB-231

Ctrl 0,51uM 1,01uM 2,02uM Ctrl 0,51uM 1,01uM 2,02uM
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FIGURA 6.8 - Ensaio de fechamento de ferida do composto PdB3 nas linhagens
celulares A2780cis e MDA-MB-231. Valores de significancia: *p = 0,02, **p = 0,06 e
*p = 0,0001. Imagens obtidas com microscépio CELENA® S com zoom de 10x

6.4 Viabilidade celular (Kit: LIVE/DEAD®)
O ensaio de viabilidade celular utilizando o Kit: LIVE/DEAD® foi realizado

para o composto PdB3 com as linhagens celulares MRC-5, A2780cis e MDA-
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MB-231. As células foram tratadas em diferentes concentragdes e incubadas por
48 horas, apds, as células foram coradas por 45 minutos e tiradas as
micrografias no microscépio de fluorescéncia. As células viaveis foram
determinadas pela fluorescéncia verde, devido a presenca da atividade de
esterase intracelular onipresente nas células viaveis que converte a calceina AM
nao fluorescente em fluorescente, e as células mortas sdo marcadas em
vermelho pelo EThD-1 (homodimero de etidio) que entra nas células com a
membrana celular danificada e aumenta sua fluorescéncia em 40 vezes apds

interagir com o DNA'%4,

A FIGURA 6.9 A e B, traz as micrografias nas concentragdes testadas e
o efeito dose-resposta com valores de ICso. Neste ensaio, as informacdes
obtidas corroboram com os resultados de viabilidade celular por MTT, formacao
de colbnias e morfoldgico, demonstrando valores proximos de ICso € uma maior
preferéncia pelas células tumorais em relagdo a nao tumoral. A presenca de
morte celular € observada para as concentragdes iguais ou superiores a 4,04 yM
nas células A2780cis e MDA-MB-231, enquanto a morte celular para a célula

MRC-5 ocorre com a concentragao de 8,08 uM.
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FIGURA 6.9 - A) Micrografias das células MRC-5, A2780cis e MDA-MB-231
tratadas com o composto PdB3 e marcadas com o Kit: LIVE/DEAD apés 48 horas
de tratamento (células verdes = células viaveis e células vermelhas = células
mortas). B) Curva dose-resposta das células MRC-5, A2780cis e MDA-MB-231
tratadas com o composto PdB3 por 48 horas. Imagens obtidas com microscépio
CELENA® S com zoom de 4x.
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6.5 Ensaio de ciclo celular

O ciclo celular, de forma simplista, € o processo pelo qual as células
crescem e se multiplicam. Esse processo pode ser dividido em duas etapas: a
interfase e a fase M (fase mitética). A interfase € composta pelas fases G1, S e
G2. A fase G1 é o momento em que a célula se prepara para sintetizar o DNA;
nessa fase, a célula também pode optar por sair do ciclo celular, entrando na
fase GO. A fase GO ou estado de quiescéncia, € a fase em que as células se
encontram em um estagio nao proliferativo, mas com potencial para a divisdo
celular. Durante a fase S, ocorre a sintese e duplicacdo do DNA. Na fase G2, as
células se preparam para entrar na fase M, verificando se todo o material
genético foi duplicado corretamente. E, na fase M, a célula se divide em duas
células filhas (FIGURA 6.10)125128,

Durante as fases do ciclo celular, existem os pontos de verificagdo, 0s
“checkpoints”. Esses pontos de verificagdo sao importantes para evitar o
acumulo e a propagacdo de erros na divisdo celular de células normais,
realizando o reparo dos danos ou levando a célula a morte controlada (apoptose)
caso os danos nao sejam corrigidos. No entanto, nas células tumorais, 0s
checkpoints encontram-se alterados, fazendo com que as células se

multipliguem de forma descontrolada, propagando os erros'?6-129,

FIGURA 6.10 - Representacéo das fases do ciclo celular de células eucarioticas.
Fonte: adaptado de MATTHEWS et al. (2022).

O composto PdB3 foi investigado quanto a capacidade de interferir nas
fases dos ciclos celulares da célula A2780cis por citometria de fluxo nas
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concentragcbes de 0,51 puM (1/2x1Cs0), 1,01 pM (ICs0) e 4,04 uM (4xICsp). A
FIGURA 6.11 mostra que as células do controle tratadas com DMSO encontram-
se em sua maior parte concentrada nas fases G1 e G2, com 51,7 e 26,9%
respectivamente da populagdo celular. As células tratadas com o composto
mostram o acumulo das células na fase sub-G1 conforme ocorre o aumento da
concentragéo, com 26,1% na concentracdo de ICso e 89,8% na concentracao de
4x1Cso.

A fase sub-G1 é identificada pela fragmentagcdo do DNA intranuclear,
indicando o processo de morte celular por apoptose!®!3l, Dessa forma, o
composto PdB3 nas concentragfes de ICso e 4xICso indica indugdo de morte
celular por apoptose nas células A2780cis, estando de acordo com os resultados

de ensaios morfolégicos aqui relatados.
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FIGURA 6.11 - A) Grafico de distribuicdo da contagem de células para as fases
do ciclo celular (sub-G1, G1, S e G2) tratadas com o composto PdB3. B)
Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular em diferentes
concentracdes do composto PdB3. Nivel de significancia ***p = 0,0002 e ****p <
0,0001.
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6.6 Ensaio de morte celular (Apoptose/Necrose)

O processo de morte celular em organismos multicelulares pode ser
diferenciado de acordo com suas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas.

Entre elas, a morte celular apoptética e necrética sdo as mais comuns32-134,

A morte celular apoptética ocorre de forma controlada, desencadeada por
processos fisiologicos normais, como o envelhecimento celular, ou anormais,
causados por agentes farmacologicos. As células apoptéticas apresentam
alteracdes morfolégicas marcantes, como diminuicdo no tamanho, enrugamento,
formato esférico, formacdo de bolhas (corpos apoptéticos), perda de adeséo
celular, condensacéo e fragmentacédo do DNA nuclear, e ndo causam processo

inflamatdriol33.133,135

A morte celular por necrose é ocasionada por processos acidentais,
caracterizada pelo aumento celular, ruptura da membrana plasmatica e,
consequentemente, exposicdo do meio intracelular, provocando processo

inflamat6rig?32.133.135.136,

A fim de avaliar o tipo de morte que o composto PdB3 causa nas células,
foi realizado o ensaio de apoptose por citometria de fluxo usando o Kit Anexina-
PE na célula A2780cis. Os dados obtidos (FIGURA 6,12) indicam que o
composto tem capacidade de induzir a morte celular por apoptose. Ao tratar as
células com a concentracdo de 1,01 uM (ICso0) e 4,04 uM (4xICso), as células
apresentam 50% e 77% da populacao celular em morte apoptética, enquanto as

mortes por necrose detectadas ndo séo significativas.

Esta informacdo vai de encontro as observacfes feitas nos ensaios
morfolégicos de campo claro, Pl, e Green Plasma/DAPI e o ensaio de ciclo
celular, corroborando que o composto PdB3, na concentracao de 4,04 uM, causa
danos celulares irreversiveis levando a morte celular por apoptose. A inducéo de
morte celular por apoptose causada por agentes quimioterapicos € desejada,
uma vez que esse tipo de morte ndo desencadeia o processo inflamatorio, e
essas propriedades sdo observadas para os complexos a base de platina

utilizados no tratamento do cancer de ovariol1116.137,
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FIGURA 6.12 - A) Histograma da distribuicio de morte celular tratada com
diferentes concentra¢des do composto PdB3, Q1 - necrose, Q2 - células viaveis,
Q3 - apoptose inicial e Q4 - apoptose tardia. B) Porcentagem de morte celular
total (apoptose inicial + apoptose tardia). Nivel de significancia *p = 0,03 e **p =
0,002.
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6.7 Andlise morfolégica em cultura celular 3D

A cultura celular 3D se apresenta como uma 6tima ferramenta para a
compreensdo do sistema fisiologico tumoral e na triagem para o
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos e selecdo de medicamentos
para o tratamento de pacientes®*%213 O modelo de cultura celular 3D oferece
vantagens em relagcdo ao modelo tradicional 2D, aproximando-se do modelo in
vivo. Destaca-se 0s seguintes aspectos: i) as células sao organizadas de forma
a favorecer as interacdes célula-célula e célula-matriz;ii) a taxa de proliferacéo é
diferenciada, aproximando-se do sistema in vivo; iii) os gradientes de oxigénios
e nutrientes séo distintos dentro da estrutura; iv) o pH € mais acido; v)nota-se a
presenca de morte celular apoptética e necrética; vi) ocorre a regulacdo na
expressdo de genes e resisténcia a medicamentos. Enquanto no modelo
bidimensional, as células sdo forcadas a se adaptar a uma superficie rigida, a
distribuicdo de nutrientes e oxigénio ocorrem de forma uniforme, h4 menor

interacdo célula-célula e remocéo de células mortas®+°56:60.62,138

Neste trabalho, o composto PdB3 e a cisplatina foram avaliados quanto
a sua capacidade de alterar a estrutura celular 3D cultivada na forma de
esferoides para a linhagem celular A2780cis. Os esferoides foram cultivados
pelo método de levitacdo magnética, com a concentracao celular de 1500 células
por poco, em placas de 96 pocos. Os esferoides foram cultivados por 4 dias até
o0 inicio do tratamento, o qual foi realizado com diferentes concentracdes (1,6,
6,3, 12,5, 50, e 100 puM) do composto. Os esferoides foram acompanhados por
um periodo de 6 dias, ap0s a adicdo dos compostos, totalizando 10 dias desde

o plaqueamento das células.

A FIGURA 6.13 traz as mudancas morfolégicas nos esferoides das
células A2780cis tratadas com o composto PdB3 e cisplatina. Nota-se um
aumento no tamanho dos esferoides nao tratados ou tratados nas concentracdes
de 1,6 e 6,3 uM. O tratamento na concentracdo de 12,5 uM evidenciou a
diminuicdo do tamanho dos esferoides apos 48h (dia 6). A partir da concentracéo
de 50 uM ap6s 48h (dia 6) de tratamento, os esferoides perdem sua estrutura
sofrendo fragmentacdo. Nota-se um aumento na fragmentagédo com o decorrer
dos dias, indicando o enfraquecimento das interacdes célula-célula em

decorréncia da morte celular.
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FIGURA 6.13 - A) Morfologia dos esferoides da célula A2780cis tratada com
PdB3. B) Morfologia dos esferoides da célula A2780cis tratada com cisplatina.
C) Diametro dos esferoides tratados com PdB3 e D) Didmetro dos esferoides
tratados com cisplatina. Imagens obtidas com microscépio CELENA® S com
zoom de 4x.
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Alteragdes similares sdo observadas ao comparar com os resultados
obtidos para a acdo da cisplatina. No entanto, essas mudancas estruturais
ocorrem em concentracdes mais elevadas, sendo a diminuicdo do tamanho do
esferoide observada na concentracdo de 50 pM, iniciando 48h apds o
tratamento. Ja a fragmentacao dos esferoides s6 é observada na concentracao
de 100 uM no dia 10. Estas evidéncias reforcam os dados obtidos no ensaio em
modelo 2D (viabilidade celular por MTT), indicando que o composto PdB3 é mais

ativo na linhagem celular A2780cis do que a cisplatina.

Uma informacao relevante que podemos extrair deste ensaio € a maior
resisténcia ao tratamento quando se analisa um sistema mais complexo como
um arranjo celular tridimensional. Ao comparar o ensaio morfolégico em 2D com
o 3D para o complexo PdB3, percebe-se que as células sé sofrem alteractes
morfolégicas com a concentracdo de 4,04 uM no modelo 2D, e no 3D, as
alteracbes morfolégicas sdo observadas a partir de 12,5 pM, sendo
aproximadamente 3 vezes mais resistente. No entanto, embora ocorra
resisténcia ao tratamento no modelo 3D, as altera¢cdes morfolégicas causadas
pelo composto PdB3 ocorrem em concentracdo inferior ao valor de ICso da
cisplatina no modelo 2D (ICsp = 25,61 + 0,98).

As observagOes feitas nas mudancas dos esferoides, em relacdo ao
tamanho e a resisténcia ao tratamento, sdo similares ao relatado na literatura.
MANI et al. (2023) relataram a diminuicdo no tamanho dos esferoides para a
linhagem tumoral CT-26 (adenocarcinoma do colo de camundongos) tratado
com complexo de ésmio com derivados de fenantrolina apés irradiacdo em 740
nm por 1 hora, observando-se o efeito da resisténcia ao tratamento no modelo
3D em comparacdo com o 2D. O efeito de resisténcia ao tratamento em modelos
3D também é observado para varios farmacos utilizados no tratamento do cancer
em diferentes linhagens celulares, entre eles podemos destacar a cisplatina,
doxorubicina, docetaxel, paclitaxel®.5%67.138  Este aspecto demonstra a
importancia da utilizacdo do modelo 3D na investigagdo de novos agentes

antitumorais.

Para auxiliar na compreensao acerca da morte celular nos esferoides,
realizou-se a marcagao com Pl e DAPI (FIGURA 6.14). Assim como no modelo

2D, a marcacao com PI indica morte celular, enquanto a marcacdo com DAPI
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auxilia no contraste para este ensaio. Para o composto PdB3, desde o controle
até a concentracao de 6,3 UM, a marcacao com DAPI € mais intensa e encontra-
se em maior area do que o PI, indicando pouca morte celular, enquanto em
concentragcdes iguais ou superiores a 12,5 pM, a marcacdo com Pl é mais
intensa e estd em maior area que o DAPI. A sobreposicao PI/DAPI fornece uma
coloracdo avermelhada na borda e roxa mais ao centro, indicando

predominéancia de células mortas.

Para a cisplatina, a marcacao com DAPI é predominante do controle até
12,5 pM, com pouca morte celular. E em 50 yM, a tonalidade vermelha é
predominante, com quase 100% de morte celular, corroborando com as

observagbes microscépicas no campo claro.



PdB3
DAPI PIIDAPI

Cirl

6,3 uM

12,5 uM
50 uM
cisplatina
Pl DAPI PI/DAP

Ctrl
6,3 uM
12,5 uM
50 uM

83

FIGURA 6.14 - Marcagéao dos esferoides com Pl e DAPI tratados com PdB3 e

cisplatina apés 10 dias.



84

O aumento da densidade celular pode nos fornecer informagdes
adicionais na compreensao da efetividade do composto ao esferoide da célula
A2780cis, pois o aumento da densidade celular pode dificultar a acdo do
composto, limitando-a apenas a extremidade do esferoide. Os esferoides foram
obtidos a partir de 3750 células por poco, formados apds um periodo de 4 dias.
Em seguida foram tratados com PdB3 por 48 horas. Apds o tratamento, 0s

esferoides também foram marcados com Pl e DAPI.

As alteracdes morfolégicas sdo semelhantes as relatadas anteriormente
para a concentracao de 1500 células por poco. No entanto, ao fazer a marcacao
com Pl e DAPI, observa-se que o centro dos esferoides se encontra marcado
intensamente em vermelho com as bordas predominantemente em azul ou roxa
para as concentracfes de 12,5 uM e 50 pM, enquanto o controle permanece

majoritariamente em azul (FIGURA 6.15).

Este fato demonstra que o composto PdB3 teve a capacidade de
permear a estrutura tridimensional celular mais densa, ocasionando a morte
celular de dentro para fora. ZHAO et al. (2019) observaram o0 oposto para a
cisplatina e o paclitaxel nos esferoides da célula MCF-7 (tumoral de mama), em
que, nos esferoides mais densos, os farmacos causaram mais morte celular na
borda (FIGURA 6.16). A capacidade de permeabilidade do farmaco é vista como
positiva, tornando o composto mais ativo, uma vez que foi capaz de atuar sobre

maior area tumoral.
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FIGURA 6.15 - Marcacdo com Pl e DAPI dos esferoides (A2780cis) com 3750
células por poco tratados com PdB3 por 48 horas.
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FIGURA 6.16 (A) Imagens confocal representativas (coloracéo dupla viva/morta,
Kit Live/Dead) para triagem de efeito dose dependentes de esferoides MCF-7 e
monocamada 2D tratada com cisplatina por 48h. (B) ) Imagens confocal
representativas (coloracdo dupla viva/morta, Kit Live/Dead) para triagem de
efeito dose dependentes de esferoides MCF-7 e monocamada 2D tratada com
paclitaxel por 48h. Scala de barra 200um. Fonte: ZHAO et al. (2019).
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7. CONCLUSOES

Neste trabalho, seis novos complexos de Pd(Il) com derivados de
tiossemicarbazidas e bisfosfinas (DPPP e DPPB) foram sintetizados e
caracterizados por RMN de 'H e 3P, espectroscopia na regido do infravermelho,
e do ultravioleta-visivel, espectrometria de massas e condutividade molar. Para
os compostos PdB1 e PdB3 foi possivel, a obtencdo da estrutura através da
técnica de Raios X de monocristal. Os complexos demonstraram estabilidade em
solucdo de DMSO e meio de cultura (DMEM), sugerindo que a estrutura
molecular ndo € afetada, e a acdo antitumoral € proveniente da interacdo

composto-célula na sua forma original.

Nos ensaios de viabilidade celular 2D, os compostos demonstraram o0s
melhores resultados antitumorais frente as linhagens celulares de mama (MDA-
MB-231) e ovério (A2780 e A2780cis). O composto mais ativo, PdB3, apresentou
um valor de IC50 préximo a ~1uM. Além disso, observou-se o efeito estrutura-
atividade, onde a adi¢éo do grupo -CH2- na estrutura molecular resultou em um
aumento da atividade antitumoral. As alteracdes nas tiossemicarbazidas foram

identificadas como a principal causa da melhoria na atividade antitumoral.

Os ensaios de inibicdo da formacdo de colénia e morfolégicos
corroboraram com os de viabilidade celular, evidenciando a preferéncia dos
compostos pelas linhagens tumorais de mama e ovario em comparacdo com a
nao tumoral de pulmé&o. Além disso, tanto o ensaio de inibi¢cdo de colénia quanto
o ensaio morfologico revelaram acdo citostatica/citotoxica em relacdo a dose-
resposta. Com o0 aumento da concentracdo no ensaio clonogénico, 0 nimero de
colénias foi reduzido, enquanto no ensaio morfolégico, a densidade celular
diminuiu a medida que a concentragcdo aumentava até 2xICso. Acima dessa
concentracdo, foram observadas alteracbes morfoldgicas caracteristicas de

apoptose.

As observac0es feitas no ensaio morfologico para a linhagem A2780cis
corroboram com os resultados de ciclo celular e ensaio de morte celular.
Indicando que o composto PdB3 induz morte celular por apoptose, sendo de
grande relevancia para compostos candidatos a agentes quimioterapicos. Uma

vez que a morte celular por apoptose nao leva a processos inflamatorios.
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A investigacdo de interacdo dos compostos com o DNA e as
topoisomerases revelou que estes ndo séo os alvos farmacolégicos. No entanto,
0S compostos podem ser carreados por meio de interagcdo com a da HSA pelo

mecanismo estéatico na propor¢do 1:1, auxiliando na distribuicdo do composto.

O ensaio em cultura celular 3D demonstrou a capacidade da massa
celular ser mais resistente a acdo dos compostos. Evidenciando, que com o
aumento da complexidade do ensaio os resultados sao alterados. Demonstrando
a importancia no desenvolvimento de ferramentas e ensaios que melhorem
nossa compreensdo do sistema para que a transposi¢cdo dos ensaios in vitro

para o in vivo seja mais efetiva.

Portanto, esse trabalho demonstrou a obtencdo de complexos metélicos
de Pd(ll) com estruturas simples, com alta capacidade de interacdo com células
tumorais, preferencialmente de ovario e mama, sendo mais ativo e seletivo do
que o farmaco padréo cisplatina. Os ensaios celulares, indicaram uma acéo
dupla, citostatica/citotoxica, dependendo da concentracdo trabalhada.
Destacando que em concentracdo de ICsp, 0 composto atuou
predominantemente de maneira citostatica. Tendo isso em vista, pode se
apontar que a estrutura proposta foi eficaz e promissora para a continuidade de

estudos que a avaliem como um promissor agente quimioterapico.
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Reagentes Procedéncia
Metanol (ds4) (99.8%) Sigma-Aldrich
Cloroférmio P.A. Labsynth
DMSO P.A. Labsynth
Metanol P.A. Labsynth

Eter dietilico Sigma-Aldrich
N-Hexano Exodo
Acetonitrila Sigma-Aldrich
lodeto de césio (99,99 %) Sigma-Aldrich
Cloreto de Paladio (ll) (99 %) Sigma-Aldrich
Tiossemicarbazida Sigma-Aldrich
4-metil-3-tiossemicarbazida Sigma-Aldrich
4-etil-3-tiossemicarbazida Sigma-Aldrich

1,3 -bis(difenilfosfina)propano
(DPPP)

Strem Chemicals

1,4"-bis(difenilfosfina)butano (DPPB)

Strem Chemicals

MTT Sigma-Aldrich
Agarose Padrao Kasvy
CT-DNA Sigma-Aldrich
pUC19-DNA Thermo Fisher
HSA Sigma-Aldrich
meio de cultura DMEM e RPMI Vitrocell
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[Pd(DPPP)(TSC)]Cl2: 'H RMN (400 MHz, MeOD): & 7.92 — 7.47 (m,
20H), 3.08 — 3.00 (M, 4H), 2.34 — 2.23 (m, 2H). 3'P NMR (162 MHz, MeOD): &
9.29 — 8.70 (d, J = 43.1 Hz), 3.28 — 2.70 (d, J = 41.8 Hz). IV(Acm}): 3600-3205
V(NH2)ass e sim, 3194-3039 v(C-H)sp2, 2927 v(CH)sp?, 1631 5(NH), 1232 v(C=S),
1436, 1099, 748, 694 e 509 (PPh2). UV-vis (MeOH): Amax 287nm (€ = 13979.464
Lmoltcm1); ESI-MS: (m/z) [M-H*]: 608,0686. Rendimento 88,6%.

[Pd(DPPP)(4-MeTSC)]Cl2: 'H RMN (400 MHz, MeOD) & 7.72 — 7.48 (m,
20H), 3.12 — 3.01 (m, 4H), 2.81 (s, 3H), 2.35 — 2.23 (m, 2H).3!P RMN (162 MHz,
MeOD) & 9.40 — 8.46 (d, J = 42.8 Hz), 3.70 — 2.75 (d, J = 43.3 Hz). IV(cm™) em
ICs: 3658 v(N-H), 3452 e 3331 v(NH2 e NH)asse sim, 3153, 3053 € 3012 v(C-H)sp?,
2931,2899 e 2800 v(CH)sp?, 1627 d(NH), (1571) v(C=C e C=N), 1232 v(C=S),
1436, 1103, 750, 698 e 511 (PPhz). UV-vis (MeOH): Amax 287nm (€ = 13632.692
Lmoltcm1); ESI-MS: (m/z) [M-H*]: 622,0838, (m/z) [M?*]: 311,5458. Rendimento
74,25%.

[Pd(DPPP)(4-EtTSC)]Cl2: *H RMN (400 MHz, MeOD) & 7.74 — 7.44 (m,
20H), 3.29 — 3.05 (s, 4H), 3.05 — 2.93 (m, 2H), 2.83 — 2.72 (s, 1H), 2.39 — 2.18
(m, 2H), 1.22 — 1.08 (m, 3H). 3P RMN (162 MHz, MeOD) 5 9.43 -8.70 (d, J =
42.6 Hz), 3.74 — 2.70 (t, J = 47.3 Hz). IV(cm™) em ICs: 3600-3300 v(N-H), 3051
v(C-H)sp?, 2985, 2931 v(CH)sp3, 1627 d(NH), 1571 v(C=C e C=N), 1435, 1101,
748, 692 e 513 (PPhz). UV-vis (MeOH): Amax 283nm (€ = 13681.731 Lmol-tcm™).
ESI-MS: (m/z) [M-H*]: 636,0992, (m/z) [M?*]: 318,5539. Rendimento 84.97%.

[Pd(DPPB)(TSC)]Cl2: *H RMN (400 MHz, MeOD) & 7.85 — 7.45 (m, 20H),
3.15—3.04 (t, J = 9.0 Hz, 2H), 2.60 — 2.44 (m, 4H), 1.93 — 1.79 (d, J = 23.6 Hz,
2H).3'P RMN (162 MHz, MeOD) & 31.18 — 30.50 (d, J = 34.6 Hz), 19.48 — 18.80
(d, J=34.4 Hz). IV(cm™) em ICs: 3630-3200 vV(NH2)ass e sim, 3194-3039 v(C-H)sp?,
2983-2920 v(CH)sp3, 1633 d(NH), 1236 v(C=S), 1435, 1099, 744, 696 e 501
(PPh2). UV-vis (MeOH): Amax 291nm (€ = 12021.429 Lmollcm?); 255nm (€ =
15208.929 Lmol*cm?). ESI-MS: (m/z) [M-H*]: 622,0843. Rendimento 90,01%.

[Pd(DPPB)(4-MeTSC)]Cl2: 'H RMN (400 MHz, MeOD) & 7.75 — 7.61
(ddt, J =13.9, 12.5, 4.4 Hz, 12H), 7.61 — 7.51 (qd, J = 7.9, 2.7 Hz, 8H), 3.25 —
3.08 (M, 2H), 2.93 — 2.78 (s, 3H), 2.63 — 2.55 (t, J = 5.4 Hz, 1H), 2.55 — 2.46 (q,
J=5.8 Hz, 3H), 1.95 — 1.76 (d, J = 22.9 Hz, 2H). 3P RMN (162 MHz, MeOD) &
31.60 — 30.97 (d, J = 34.9 Hz), 19.15 — 18.52 (d, J = 34.6 Hz). IV(cm'}) em ICs:
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3597-3300 v(N-H), 3180, 3051 (C-H) sp?, 2935 v(CH)sp?3, 1631 d(NH), (1570)
v(C=C e C=N), 1436, 1099, 746, 696 e 526 (PPh2). UV-vis (MeOH): Amax 291nm
(€ = 13142.308 Lmolicm); 255nm (€ = 18242.308 Lmolicm™). ESI-MS: (m/z)
[M-H*]: 636.1000, (m/z) [M?*]: 318,5538. Rendimento 89%.

[Pd(DPPB)(4-EtTSC)]Cl2: *H RMN (400 MHz, MeOD) & 7.74 — 7.51 (m,
20H), 3.22 — 3.08 (M, 3H), 2.64 — 2.45 (d, J = 31.6 Hz, 4H), 1.92 — 1.78 (m, 2H),
1.22 = 1.11 (t, J = 7.4 Hz, 3H). 3P RMN (162 MHz, MeOD) & 31.69 — 30.93 (d, J
= 35.8 Hz), 19.03 — 18.26 (d, J = 35.3 Hz).13C RMN (101 MHz, MeOD) & 133.51,
133.40, 133.00, 132.89, 132.39, 132.36, 129.58, 129.47, 128.95, 128.84, 128.42,
128.13, 127.86, 127.65, 40.73, 26.53, 26.26, 25.81, 25.49, 21.62, 12.34.: IV(cm"
1) em ICs: 3600-3309 v(N-H), 3174, 3051 (C-H)sp?, 2978 e 2935 v(CH)sp3, 1627
O(NH), 1570 v(C=C e C=N), 1436 1192, 1099, 746, 696, 528 (PPhz). UV-vis
(MeOH): Amax 290nm (€ = 12342 Lmol-*cm™); 259nm (€ = 21777 Lmol‘cm™?). ESI-
MS: (m/z) [M-H*]: 650,1136, (m/z) [M?*]: 325,5616. Rendimento 70,05%.

TSC: IV em ICs (cm™): 3369 v(NH), 3267 e 3182 v(NH2)ass, sim, 1645 €
1619 5(NH2), 1531 e 1485 v(N-C=S), 1286 v (C=S). UV-vis (CHCI3): A 361 e 315

nm.

4-MeTSC: 'H RMN (400 MHz, MeOD): 3.06 (s, 3H). IV em ICs (cm™):
3337v(NH), 3289 e 3241 v(NH2)ass, sim, 1642 e 1612 &(NH2), 1568 e 1469 v(N-
C=S), 1273 v(C=S). UV-vis (CHCI3): A 361 e 315 nm.

4-EtTSC: 'H RMN (400 MHz, MeOD): & 3.61 (g, J = 7.2 Hz, 1H), 1.20 (t,
J = 7.2 Hz, 2H).IV em ICs (cm™): 3348 v(NH), 3289 e 3197Vv(NH2)ass, sim, 1634
O0(NH2), 1546, 1500v(N-C=S), 1276 v(C=S). UV-vis (CHCIz): A 361 nm.

DPPP: &7.35—7.32(m, 20H), 2.23 — 2.19 (m, 4H), 1.60 — 1.48 (m, 2H).
31p RMN (162 MHz, MeOD) & -17.72. UV-vis (CHCIs): A 343 nm.

DPPB: 'H RMN (400 MHz, CDCl3) 5 7.41 - 7.37 (m, 8H), 7.37 - 7.31 (m,
12H), 2.04 — 2.00 (m, 4H), 1.57 — 1.53 (m, 4H). 3P RMN (162 MHz, MeOD) d -
13.50 (s). UV-vis (CHCI3): A 363 e 320 nm.
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FIGURA Al - Espectro de FTIR dos complexos com os ligantes livres.
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FIGURA A13- Espectro de rmn 3P dos complexos PdP1, PdP2, PdP3, PdB1
PdB2 e PdB3 em MeOQOD.
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FIGURA Al4 -Espectro de massas full scan para o complexo PdP1
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Figura A15 - Espectro de massas ampliado para o composto PdP1 com carga 1+.

x10 5 |+ESI Scan (rt: 0.147-0.152, 0.297-0.347 min, 12 scans) Frag=50.0V CID@5.0 220322_CCQM_DPPP_4M_pos011_MS.d

5.5
622.0838

437.1935
0.5 1259861 545404y 3115458 ‘ 536.1653 m 684.2025
I m

0 NI \ Hunlul“ Ly

N 832.?396

100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000 1050 1100 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1450 1500

FIGURA A16- Espectro de massas full scan para o complexo PdP2.
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Figura A17 - Espectro de massas ampliado para o composto PdP2 com carga 1+.
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FIGURA A18 - Espectro de massas ampliado para o composto PdP2 com carga 2+.
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FIGURA A19 - Espectro de massas full scan para o complexo PdP3.
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Figura A22 - Espectro de massas full scan para o complexo PdB1.
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FIGURA A23 - Espectro de massas ampliado para o composto PdB1 com carga 1+.
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FIGURA A24 - Espectro de massas full scan para o complexo PdB2.

x10 5 |+ESI Scan (rt: 0.144, 0.333-0.366 min, 8 scans) Frag=50.0V CID@5.0 220322_CCQM_DPPB_4M_pos011_MS.d

54 636.1000

4.5+ PdB2 (carga 1+)
4+ Formula molecular: CsoHzsNsP2PdS

3.5 m/z tedrico: 636.09780
34 m/z experimental: 636.1000

2.5 Erro (ppm): 3.46
2

1.5
1]

0.5+
0 A L )

618 619 620 621 622 623 624 625 626 627 628 629 630 631 632 633 634 635 636 637 638 630 640 641 642 643 644 645 646 647 648 649 650 651 652 653 654
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

FIGURA A25 - Espectro de massas ampliado para o composto PdB2 com carga 1+.
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FIGURA A26 - Espectro de massas afipfiatid pard 8°tomposto PdB2 com carga 2+.
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Figura A27 - Espectro de massas full scan para o complexo PdBS3.
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Figura A28 - Espectro de massas ampliado para o composto PdB3 com carga 1+.



0.9+

0.8+

0.7+

0.6

0.5+

0.4+

0.3+

0.2+

119

+ESI Scan (rt: 0.146-0.157, 0.252-0.307 min, 14 scans) Frag=110.0V CID@5.0 240322_CCQM_DPPB_4E02.d Subtract (24)

325.5616

PdB3 (carga 2+)
Formula Molecular: C31Hz7NsP2PdS

m/z teérico: 325.56036
N \_J M k_” A

m/z experimental: 325.56036
Erro (ppm): 3.81

320 3205 321 321.5 322 3225 323 3235 324 3245 325 3255 326 3265 327 327.5 328 3285 329 3205 330 3305 331

Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Figura A29 - Espectro de massas ampliado para o composto PdB3 com carga 2+.
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TABELA A2 - Dados cristalograficos e paradmetros de refinamento
obtidos para os complexos PdB1 e PdB3

Compostos PdB1 PdB3

Férmula empirica C29H35ClI2NsOP2PdS Cs1H37NsP2PdS
Massa molecular 712.90 652.03
Temperatura (K) 100(2) 100(2)

Sistema Cristalino monoclinico monoclinico
Grupo espacial P21/c P21/n

a (A 10.52499(7) 13.76499(10)

b (A) 14.06602(9) 8.43170(7)

c (A 21.73977(15) 33.01467(19)
a(®) 90 90

B(°) 102.7601(7) 93.8421(5)

v (°) 90 90

Volume (A3) 3138.97(4) 3823.15(5)

VA 4 4

pcalc (g/cm?) 1.509 1.133

p(mmt) 8.138 5.363
Tamanho do cristal (mm?) ? x? x? 0.08x0.07x0.03

Radiagéo

Faixa 20 da coleta dos dados
)

Reflexdes Coletadas
Reflexdes independentes

Rint
dados/restricbes/parametros
Melhor ajuste F2

indices R finais [I 220 (1)]

indices R finais [todos os
dados]

Maior diferenca pico/vale (e /

A9

CuKo (A =1.54184 A)
5.225 a 70.068

47465

5963

0.0409
5537/87/404
1.054

R1 =0.0230
WR> = 0.0572
R: =0.0251
wR2 = 0.0584
0.514/-0.458

CuKo (A =1.54184 A)
4.985 a 70.074

50660

7261

0.0363
6730/0/344
1.068

R1 =0.0323
WR:2 = 0.0897
R:1 =0.0348
wR2 = 0.0921
0.659/-0.438
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Estabilidade por UV-vis
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FIGURA A30 - Espectro de absor¢céao por UV-vis em 0, 24 e 48 horas em
DMSO para os complexos PdP1, PdP2, PdP3, PdB1, PdB2 e PdB3.
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Ensaio de formacé&o de coldnia para o composto PdP3

PdP3

A MRc-5
Ctrl 043 um 0.85 uM 1.7 uMm 3.4 uM 6.8 um

A2780cis
Ctrl 0.43 um 0.85 um 1.7 uM 3.4 uM 6.8 um

Crl 0.43 pm 0.85 uMm 1.7 uMm 3.4 uM 6.8 pm
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FIGURA A31 - A) imagens das colonias MRC-5, A2780cis e MDA-MB-
231 tratadas com diferentes concentragdes do composto PdB3. B) distribuicdo
do nimero de colbnias (%) para cada concentracao (verde -MRC-5), (amarelo —
A2780cis) e (vermelho - MDA-MB-231), *p = 0,01, **p = 0,002, **p = 0,0008 e
***+n < 0,0001. B) distribuicdo da area das colonias (%) para cada concentracéo
(verde -MRC-5), (amarelo — A2780cis) e (vermelho - MDA-MB-231), *p = 0,08,
**p = 0,002 e ***p < 0,0001.
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Ensaio morfolégico em campo claro e fluorescéncia marcado com

Pl para o composto PdB3.

MRC-5

A2780cis

1,70 uM 3,4 uM 6,8 uM

MDA-MB-231

0,85uM 1,70 uM 3,4 uM 6,8 uM

24n

48 h

FIGURA A32 - Ensaio morfolégico em campo claro em 0, 24 e 48 horas para o
composto PdP3 frente as linhagens celulares MRC-5, A2780cis e MDA-MB-231.
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PdP3

MRC-5
0,85uM 1,70 uM

48 h

A2780cis
0,85uM 1,70 uM 3,4 uM 6,8 uM

MDA-MB-231

0,85uM 1,70 pM

Sobreposicao

FIGURA A33 - Ensaio morfolégico para o composto PdP3 nas linhagens
celulares MRC-5, A2780cis e MDA-MB-231 marcado com PI. Imagens obtidas
com microscopio CELENA® S com zoom de 10x.
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Espectro de fluorescéncia de interacdo do complexo PdB3 com HSA
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FIGURA A33- Espectros da supressao de fluorescéncia da HSA pelo
aumento da concentragdo do composto PdP3 em diferentes temperaturas (25,
30 e 35 °C).



