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RESUMO

“COMPLEXOS FOSFINICOS DE Pd(ll) COM PRODUTOS NATURAIS: SINTESE,
CARACTERIZACAO, AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE E INTERACAO COM
BIOMOLECULAS” Esta tese detalha a sintese, caracterizacdo e avaliacdo de
atividade antitumoral de doze complexos de Pd'/fosfina, monocatidnicos, contendo
ligantes derivados de produtos naturais. Os complexos foram divididos em trés séries,
sendo elas: Série A; complexos de formula geral [Pd(cur)(P-P)]PFs, onde cur =
curcumina, PFs = ion hexafluorfosfato e P-P= PPhs=trifenilfosfina (A1), dppe = 1,2-
bis(difenilfosfina)etano (A2), dppp = 1,3-bis(difenilfosfina)propano (A3), dppb = 1,4"-
bis(difenilfosfina)butano (A4) e dppf = 1,1 -bis(difenilfosfina)ferroceno (A5); Série B,
complexos de formula geral [Pd(dppe)(O-O)]PFs, onde O-O= lau = lausona (B1), lap
= lapachol (B2), Ipm = 3-estiril-lausona (B3) e ali = alizarina (B4); Série C, complexos
do tipo [Pd(P-P)(lap)]PFs, onde P-P = dppp (C1), dppb (C2) e dppf (C3). A
caracterizacdo dos complexos foi realizada por analise elementar, condutividade
molar, espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho, ressonancia
magnética nuclear 1D e 2D (3!P{!H}, 'H e 3C{'H}), espectrometria de massas e
difracdo de raios X de monocristal, para alguns dos complexos obtidos. A avaliacéo
da estabilidade em solventes biologicos relevantes, utilizando espectroscopia de
absorcdo na regido do UV-vis, revelou instabilidade na Série A, devido a auto-
oxidacdo da curcumina, conforme relatado em literatura, enquanto os complexos da
Série B e C foram estaveis. A viabilidade celular foi avaliada em diversas linhagens
celulares, como células tumorais de mama (MDA-MB-237, MCF-7 e SKBR-3), pulméo
(A549), préstata (DU-145), ovario (A2780 e A2780cis) e as ndo tumorais de mama
(MCF-10A) e pulmao (MRC-5), variando o numero de linhagens em cada série. Para
a Seérie A os complexos apresentaram baixos valores de ICso em diversas das
linhagens tumorais testadas, sendo maioria deles menores que o ICso da curcumina e
da cisplatina. O [Pd(cur)(PPhs)2]PFs se destacou nas linhagens tumorais MDA-MB-
231 (5,0 £ 0,2 uM), A2780 (0,5 = 0,1 uM) e A2780cis (1,4 £ 0,4 uM) que os demais
complexos da série, sendo o maior indice de seletividade exibido para a linhagem
A2780 (240). A Série B demonstra sistematicamente os efeitos da coordenacéo de
naftoquinonas e antraquinonas ao Pd nos valores de ICso, destacando o complexo
com o ligante lapachol (B2) como o mais ativo nas células tumorais testadas,
especialmente para A2780 (ICso 3,5 = 0,1 puM, SI = 11,4). Na Série C,
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[Pd(dppf)(lap)]PFs se destacou apresentando ICso de 1,1 + 0,2 uM e IS = 36,4 na
A2780cis. De modo geral, os complexos Al, B2 e C3 foram capazes de inibir a
formacdo de col6nias, induzir alteragcbes morfolégicas nas linhagens tumorais, no
entanto ndo inibiram a migracdo celular. Além disso, os complexos Al, B2, e C3
promoveram acumulo na fase Sub-G1, que representa a fracdo de células mortas e
com DNA fragmentado. O ensaio por citometria de fluxo com Anexina-V e 7-AAD
mostraram que o0s complexos induzem a morte das células por apoptose. Os
complexos demonstraram interacdes fracas e reversiveis com o sulco menor do DNA,
sem afetar as suas estruturas secundarias e terciarias. Ensaios de interacdo com a
HSA foram realizados, revelando interagbes moderadas a fortes com os complexos.
O possivel mecanismo de morte celular causada pelos complexos é por inducao a
formacdo de ERO (Espécies Reativas de Oxigénio) nas células, como demonstrado

para o complexo Al nas células A2780cis .
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ABSTRACT

“PHOSPHINE COMPLEXES OF Pd(ll) WITH NATURAL PRODUCTS: SYNTHESIS,
CHARACTERIZATION, EVALUATION OF CYTOTOXICITY AND INTERACTION
WITH BIOMOLECULES” This thesis details the synthesis, characterization and
evaluation of antitumor activity of twelve monocationic Pd'/phosphine complexes
featuring ligands derived from products natural. The complexes were categorized in
three Series: Series A; complexes with the general formula [Pd(cur)(P-P)]PFs, where
cur=curcumin, PFe=hexafluorophosphate and P-P= PPhs=triphenylphosphine (Al),
dppe=1,2-bis(diphenylphosphine)ethane (A2), dppp= 1,3-
bis(diphenylphosphine)propane (A3), dppb=1,4'-bis(diphenylphosphine)butane (A4)
and dppf=1,1'-bis(diphenylphosphine)ferrocene (A5); Series B, complexes with the
general formula [Pd(dppe)(O-O)]PFs, where O-O= lau=lausone (B1l), lap=Ilapachol
(B2), Ipm=3-styryl-lausone (B3) and ali=alizarin (B4); Series C, complexes of the type
[Pd(P-P)(lap)]PFs, where P-P= dppp (C1l), dppb (C2) and dppf (C3). Their
characterization involves elemental analysis, molar conductivity, absorption
spectroscopy in the infrared region, 1D and 2D nuclear magnetic resonance (3*P{H},
'H and 3C{'H}), mass spectrometry and single-crystal X-ray diffraction. Stability
assessment in biological relevant solvents, using UV-vis absorption spectroscopy,
revealed instability on Series A, due to the self-oxidation of curcumin, as previously
reported, while the Series B and C complexes were stable. The antitumor activity was
evaluated in variety of cell lines, such as breast (MDA-MB-237, MCF-7 and SKBR-3),
lung (A549), prostate (DU-145), ovarian (A2780 and A2780cis) and non-tumor cells of
the breast (MCF-10A) and lung (MRC-5), varying the number of lines in each Series.
Series A complexes showed low ICso in several of the tumor lines tested, including
some cell lines which the activity is superior to curcumin and cisplatin. The
[Pd(cur)(PPhs)2]PFs stands out in tumor lines MDA-MB-231 (5,0 £ 0,2 uM), A2780 (0,5
+ 0,1 uM) and A2780cis (1,4 £ 0,4 uM) than the other complexes in the series, with the
highest selectivity index displayed for the A2780 lineage (=40). Series B systematically
demonstrates the effects of naphthoquinones and anthraquinone coordination to Pd
on ICso values, highlighting the lapachol complex (B2) as the most active in of tumor
cells tested, especially for A2780 (ICs0 3.5 £ 0,1 uM, SI = 11.4). In series C, C3 complex
stands out presenting ICs0 1.1 = 0.2 uM and SI = 36.4 in A2780cis. In general,

complexes Al, B2 and C3 were able to inhibit colony formation and induce
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morphological changes in tumor lines. Furthermore, the Al, B2, and C3 complexes
promoted a cycle cell arrest in the Sub-G1 phase, which represents the fraction of
dead cells with fragmented DNA. The flow cytometry assay with Annexin-V and 7-AAD
showed that the complexes induce cell death by apoptosis. The complexes
demonstrated weak and reversible interactions with the minor groove of DNA, without
affecting its secondary and tertiary structures. Interaction assays with HSA were
performed, revealing moderate to strong interactions with the complexes. The possible
mechanism of death for the complexes is by inducing the formation of ROS in cells, as

demonstrated for the A1 complex in A2780cis cells.
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CAPITULO 1 — INTRODUCAO

O céancer representa um significativo desafio global para a saude, sendo
recentemente destacado em uma comunicacao na revista Cancer por pesquisadores
da Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer. Os dados revelaram que o
cancer esta entre as duas principais causas de morte prematura em 127 paises. De
acordo com esses especialistas, a tendéncia é que o cancer ultrapasse as doencas
cardiovasculares, tornando-se a principal causa de morte prematura na maioria dos
paises ao longo deste século.! Diante desse cenario, enfrentar essa doenca, incluindo

o desenvolvimento de novos farmacos, continua sendo um desafio consideravel.

O desenvolvimento de um medicamento é um processo prolongado e
dispendioso que envolve a descoberta de uma nova molécula, testes in vitro e em
modelos animais (in vivo), abrangendo estudos iniciais de seguranca, farmacologia e
toxicologia. Esse processo culmina nos ensaios clinicos de fases I, 1l e Ill, aprovacéo
pelas agéncias reguladoras e, posteriormente, na fase IV. E importante destacar que
muitos candidatos que chegam aos ensaios clinicos falham devido a desafios como
baixa biodisponibilidade, eficacia limitada e efeitos colaterais graves.?= Este trabalho,
portanto, contribui para o setor ao identificar novos compostos como potenciais
candidatos a medicamentos por meio de sintese e caracteriza¢cdo, além de realizar
estudos iniciais in vitro para avaliar os efeitos desses compostos em células tumorais.

A concepcdo dos novos compostos € orientada pelas limitacGes
relacionadas aos efeitos colaterais e a resisténcia adquirida identificados nos
medicamentos convencionais. O sucesso do metalofarmaco cisplatina na terapia do
cancer tem impulsionado investigacdes direcionadas aos compostos de coordenacao.
Como resultado, uma variedade de metais e ligantes tem sido investigada no
desenvolvimento de novas substancias com potencial aplicacdo no tratamento dessa
doenca. O paladdio € um metal do mesmo grupo da platina e com quimica de
coordenagdo muito similar.® No entanto, apesar da semelhanca quimica entre Pd(ll) e
Pt(Il), a cinética de suas reacdes é notavelmente diferente, sendo que complexos de
Pd(Il) sdo geralmente mais labeis, o que significa que eles tém uma maior tendéncia
a liberar e substituir seus ligantes, em comparacdo com os complexos de Pt(ll).
Compostos derivados desse metal tém sido amplamente explorados em varios

estudos como promissores agentes metalofarmacos, sendo destacados por sua
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notavel atividade antitumoral, revelando que o estresse oxidativo pode ser um
mecanismo de acdo.®’ Além disso, recentemente um complexo de paladio, o
padeliporfina, foi aprovado na unido europeia para utilizacdo em cancer de préstata
de baixo risco, utilizado em terapia fotodinamica direcionada vascular (VTP).8-10

Na sintese dos novos complexos a base de paladio, foram escolhidos
ligantes provenientes de produtos naturais, como a curcumina, naftoquinonas e
alizarina. Alguns desses ligantes ja exibem propriedades bioldgicas, incluindo
atividade antitumoral, e desempenham um papel crucial na modulacdo de
caracteristicas dos complexos, tais como lipofilicidade, solubilidade e estabilidade.
Adicionalmente, o0 nosso grupo de pesquisa, o Laboratorio de Estrutura e Reatividade
de Compostos Inorganicos (LERCI), possui ampla expertise na utilizacdo desses
ligantes na sintese de compostos de coordenacéo, alcangcando resultados altamente
promissores na area.'''® Com isso, o objetivo deste estudo é contribuir para a
descoberta de novos compostos com atividade citotdxica contra células tumorais,
destacando, ao mesmo tempo, aspectos estruturais relevantes dos complexos de
paladio por meio de técnicas de caracterizacao.

1.1 Revisao da Literatura

1.1.1 Aspectos gerais sobre Cancer

O céancer é uma das doencas mais desafiadoras e devastadoras que a
humanidade enfrenta, com impactos profundos em niveis individuais, familiares,
sociais e econdmicos. E uma condicdo complexa e multifacetada, que afeta milhdes
de pessoas em todo o mundo, independente de idade, género ou origem étnica. A
histéria do cancer é longa e repleta de avancos notaveis na compreensao, prevencao,
diagnéstico e tratamento da doenca. No entanto, o cancer continua a ser uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que em
2020 ocorreram mais de 19 milh6es de novos casos de cancer globalmente, com
cerca de 10 milhdes de mortes relacionadas a doenca.'” A Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer (IARC) prevé que até o ano de 2040, cerca de 29,5 milhdes
de novos casos de cancer serdo diagnosticados, globalmente, resultando em
aproximadamente 16,4 milhdes de 6ébitos.'® No Brasil, segundo o Instituto Nacional do

Cancer, as estatisticas para o triénio 2023-2025 sugerem a ocorréncia de cerca de
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704 mil novos casos de cancer para cada ano. O tumor maligno mais incidente no
Brasil € o de pele ndo melanoma. Os valores estimados para 2023 mostram que,
excetuando-se o tumor de pele, ndo melanoma, os tumores mais incidentes nas
mulheres sdo de mama, colon e reto, seguido por colo de utero. Nos homens, é
estimado maior incidéncia de cancer de prostata, colon e reto, seguido por traqueia,
brénquio e pulméo. A FIGURA 1. 1 mostra a distribuicdo proporcional dos dez tipos
de cancer mais incidentes, exceto pele ndo melanoma, estimados para 2023, por

sexo.19

LocalizagaoPrimaria  Casos % % Casos Localizagao Primaria
Préstata 71.730 30,0% 30,1% 73.610 Mama feminina
Colonereto 21.970  9,2% Homens Mulheres 97%  23.660  Cdlon ereto
7,0% 17.010 Colo do utero

Traqueia, bronquio 18.020  7,5%

:s':):r::zz 13.340 5,6% 6,0% 14510 -:apqul:fr:;’obrénqmo
Cavidade oral 10.900 4,6% 58% 14.160 Glandulatireoide
Esofago  8.200 3,4% 3,3% 8.140 Estdmago
Bexiga 7.870 3,3% 3,2% 7.840 Corpo do utero
Laringe 6.570 2,7% 3,0% 7.310 Ovario
Linfoma ndo Hodgkin  6.420 2,7% 2,3%  5.690 Pancreas
Figado 6.390 2,7% 2,3% 5.620 Linfoma n3do Hodgkin

FIGURA 1. 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de céancer mais incidentes,
exceto pele ndo melanoma, estimados para 2023 por sexo. *Numeros arredondados
para multiplo de 10. Figura adaptada.*®

A elevada incidéncia e mortalidade relacionada ao cancer deve-se a sua
complexidade, abrangendo mais de uma centena de tipos de doencas. Todas essas
condicdes sdo caracterizadas pela proliferacdo descontrolada de células originarias
de diferentes 6rgéos e tecidos do corpo. Essas células perdem a sua especializacao
funcional em comparacdo com as células normais correspondentes, iniciando um
crescimento desordenado, que ultrapassa os limites saudaveis. Esse crescimento
pode resultar na invasao de areas circundantes ao local de origem, ou até mesmo na
disseminacéao para outros 6rgaos, o que é conhecido como metastase (FIGURA 1.2).2°
Esses processos tém origem em mutacdes genéticas, que podem ser associadas a
fatores internos e externos ao paciente. Os fatores internos incluem predisposicdes

genéticas, que podem até mesmo ser de origem hereditaria. Por outro lado, os fatores
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externos estéo relacionados ao estilo de vida e ao ambiente, e podem estar vinculados

a diversos habitos pessoais e praticas culturais.%?!

Tumor primario I i Macréfago Metastase
nvasao do > Fibroblasto
ambiente = > @}

oD | gPq Fibras d
T ) estroma ibras de ¢ 2 q
5 > S colageno ?i,\ B — Q'DO "Qgﬁ,,

Dorméncia Proliferagao Morte

celular
Neovasculariz-.. _..--*"

ag&o do_tumof” N

Extravasamento

para o sitio
metastatico \

Intravasamento pelos vasos

sanguineos apds a invasao pela ]
/é) matriz extracelular :" Propagac¢ao
; /pela corrente
sanguinea

FIGURA 1. 2. Representacdo do processo de metastase. Figura adaptada.?>?3

A guimioterapia, dentre as opcdes terapéuticas disponiveis, é uma das
mais amplamente utilizadas no tratamento do cancer. Ela faz uso de agentes
farmacoldgicos, com propriedades antitumorais, para abordar diversas manifestacoes
da doenca, podendo ser administrados por via oral ou intravenosa. Essas drogas
quimioterapicas sdo aplicadas em diferentes cenarios clinicos, com o objetivo de
buscar a cura da doenca, ou proporcionar alivio sintomatico ao paciente. No entanto,
assim como em todos os tratamentos que envolvem medicamentos, a quimioterapia
estd associada a efeitos colaterais, que, em alguns casos, podem ser graves. Além
disso, existe a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia ao tratamento, o que
pode limitar significativamente a eficacia dessa abordagem terapéutica.?*2%

Mais recentemente tém surgido outras modalidades terapéuticas, como
a imunoterapia e a hormonioterapia sendo as mais comuns. Na imunoterapia, 0s
medicamentos conhecidos como inibidores de checkpoint imunologico desempenham
um papel importante, agindo ao bloquear as proteinas envolvidas no processo de
verificacdo do crescimento desordenado de células. Essa acéo estimula uma resposta
do sistema imunoldgico, permitindo que os linfécitos identifiquem novamente as
células tumorais. Por sua vez, a hormonioterapia emprega uma abordagem distinta
para tratar o cancer, focando-se em células que possuem receptores hormonais, como

ocorre em casos de cancer de mama e prostata. Os medicamentos utilizados na
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hormonioterapia funcionam como bloqueadores dos horménios sexuais, como

testosterona ou estrégeno, desestimulando o crescimento das células tumorais.?®

1.1.2 Complexos de platina no tratamento do cancer

Pesquisadores em todo o mundo tém dedicado suas carreiras ao
desenvolvimento de complexos metdlicos e a compreensdo dos mecanismos
envolvidos em sua agcdo em organismos vivos. O marco inicial para essa pesquisa foi
a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina em 1965 pelo Dr. Barnett
Rosenberg. A aprovacao da cis-diaminodicloroplatina(ll), comumente denominado
como cisplatina, como agente quimioterapico em 1978 (FIGURA 1. 3) possibilitou
tratamentos eficazes para uma variedade de cénceres que, naquela época,
apresentavam altas taxas de mortalidade, como cancer testicular, ovariano, de cabeca
e pescoco, e pulmonar.?’28

Subsequentemente, foram desenvolvidos outros complexos inorganicos,
dando origem a segunda e terceira geragfes de farmacos a base de platina, o que
resultou na aprovacdo pela U.S. FDA de compostos como a carboplatina e a
oxaliplatina como agentes quimioterapicos. Em paises especificos, também foram
aprovados para uso clinico trés outros compostos: nedaplatina, lobaplatina e
heptaplatina (FIGURA 1. 3). Devido as suas notaveis eficacias antitumorais, 0s
medicamentos a base de platina se consolidaram como tratamentos de primeira linha
no combate ao cancer.?%-33

Ha um consenso geral de que o mecanismo de acgdo provavel da
cisplatina € a interacdo com o DNA. Isso ocorre quando o farmaco esta na corrente
sanguinea, no meio extracelular, onde a concentracéo de cloreto é cerca de 100 mM,
tornando inviavel a hidrélise do composto e mantendo o complexo com sua estrutura
original. No entanto, a cisplatina € caracterizada por sua alta lipofilicidade, o que
facilita sua permeacéo pela membrana celular. Ao adentrar a célula, a concentracéo
de cloreto diminui para 3 a 4 mM, possibilitando a labilizacdo do cloreto e,
consequentemente, a hidrolise do complexo, com a substituicdo dos atomos de cloro

por moléculas de agua.3*3
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Cisplatina Usado em todo o Nedaglatina Hegtaplatin
mundo:
CIJ"""\Pt «NH3 Tipos de cancer: H3N, \\\() ()m,[‘w, W0
» Testicular; ) Usado na China:
~ ;
l/ NH; * Ovariano; ;N \ o Tipos de céincer:
' * Cerebral; * SCLC**;
+ Cabeca/pescoco; Usado em todo .« CML***;
*  Cervical; mundo: * Mama
+  Mama; Tipos de cancer: metastatico
+  Pulmio, etc. +  Cdlon. avancado.
el 1989 1995 1996 1999 2010
Usado em todo o Usado no Japdo: Usado na Coréia
mundo: Tipos de cancer: do Sul:
Tipos de cancer: +  NSCLC*; Tipos de cancer:
» Testicular; Y0 SCLC**; v ¢ Gastrico
*  Ovariano; HN, O Cabegca/ H, avancado. H,
+ NSCLCY; Pt pescogo; N,, W00 Nx/, \\0
+  Bexiga; N + Esbfago. C[
’ H3N
*+ Linfomas; : © 0
[¢]
* Melanomas. .
Carboplatina Oxallglatma obaglatln

FIGURA 1. 3. Linha do tempo para o desenvolvimento dos medicamentos a base de
platina empregados no tratamento do cancer. *NSCLC = Non-Small-Cell Lung
Carcinoma, *SCLC= Small-Cell Lung Carcinoma e ***CML = Chronic Myeloid
Leukemia). Figura adaptada??.

O complexo resultante da labilizacéo dos cloretos e da coordenacé&o das
moléculas de &gua pode interagir com diversos alvos moleculares no interior da célula.
No entanto, a maxima atividade esta associada a coordena¢do do aguo-complexo
com as bases nitrogenadas, especialmente com o nitrogénio na posi¢cdo 7 da
guanina.®®Ao danificar o DNA, esses complexos impedem a transcricéo e replicacéo
do material genético, desencadeando uma cascata metabdlica que leva a ativacdo da

morte programada da célula, um fen6meno conhecido como apoptose.3’

A ligacéo covalente do aquo-complexo formado a partir da cisplatina com
o DNA pode ocorrer de varias maneiras, como monofuncional, o que significa que
cada atomo de metal faz uma ligagdo com uma base nitrogenada (FIGURA 1. 4(C)).
Também pode ser bifuncional, onde cada metal forma duas ligagdes com o DNA.
Essas ligacdes bifuncionais podem ocorrer na mesma fita do DNA (intrafita, FIGURA
1. 4(A)) ou em fitas diferentes (interfitas, FIGURA 1. 4(B)). Uma forma diferente de
ligacdo bifuncional € a intermolecular, na qual o metal se liga ao DNA em uma posicao,
e a segunda ligacéo é feita com outras biomoléculas, como proteinas e aminoécidos
(FIGURA 1. 4(D)).3":38
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(A) (B) (C) (D)
NH,
HaN~— HaN—Pt
y N/Pt
3 OH, NH
3
HaN HsN—Pt
H3N>Pt
3 Proteina

FIGURA 1. 4. Modos de interagcédo covalente entre a cisplatina e o DNA. (A) ligagcao
intrafita, (B) ligagéo interfitas, (C) ligagdo monofuncional com uma base nitrogenada e
(D) ligacao bifuncional intermolecular (o metal se liga ao DNA em uma posicéo, e a
segunda ligacéo é feita com outra biomolécula). Adaptado de referencia.*®

Apesar do desenvolvimento de outros farmacos analogos a cisplatina,
na quimioterapia do cancer, alguns dos efeitos indesejados persistem nos
medicamentos mais utilizados dessa classe. No total, mais de 40 efeitos colaterais
especificos podem surgir durante o tratamento, com maior incidéncia associada a
processos que resultam em nefrotoxicidade, ototoxicidade, cardiotoxicidade,

neurotoxicidade, hematotoxicidade, hepatotoxicidade e gastrotoxicidade.*°

1.1.3 Produtos naturais: Moléculas bioativas provenientes de

metabdlitos secundarios de plantas superiores

A natureza tem sido uma fonte primordial de inspiracdo para o avanco
da ciéncia, pois a observacdo das inumeras transformacdes nela presentes tem
conduzido os seres humanos a compreensao de fendmenos naturais e a aplicacao do
conhecimento adquirido no desenvolvimento de tecnologias, resultando em
progressos em diversas areas cientificas. Os primeiros registros sobre a utilizacao de
plantas medicinais datam de cerca de 5000 anos atras, quando 0S Sumeérios
descreveram o uso de aproximadamente 250 espécies distintas de plantas, como a
papoula, a mandragora e o meimendro, todas ricas em alcaloides, na preparacéo de

medicamentos para diversas finalidades.*%42

O interesse pelas propriedades medicinais das plantas tem conduzido
0s cientistas ao desenvolvimento de uma quimica moderna e avancada, relacionada

a produtos naturais. Esse interesse ndo apenas se concentra na extragcao e

7
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identificacdo desses compostos, mas também na sintese e biossintese dessas

substancias originarias de organismos Vvivos.

A curcuma tem uma longa histéria de aplicacéo terapéutica na medicina
tradicional asiatica. A curcumina, 1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-
diona, conhecida popularmente como acafrdo da terra (FIGURA 1. 5), € uma das
principais substancias presentes no rizoma de Curcuma longa L. e outras espécies da
Curcuma, A curcumina, juntamente com outros dois compostos, chamados
desmetoxicurcumina e bis-desmetoxicurcumina, sdo chamados de curcuminoides.
4344 A curcumina é amplamente utilizada como corante e também como aditivo
alimentar. A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estabeleceu uma ingestdo diaria
aceitavel de curcumina, na faixa de 0 a 3 mg por quilo de peso corporal, como aditivo
alimentar. Além disso, seu uso terapéutico tem sido objeto de pesquisa, e foi

identificado como um potencial agente anticancerigeno.4>46

FIGURA 1. 5. Estrutura quimica da curcumina (IUPAC: 1,7-bis(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-1,6-heptadiene-3,5-dione) e rizoma de Curcuma longa L..

A aplicacao clinica da curcumina é, no entanto, limitada por sua fraca
biodisponibilidade e perfis farmacocinéticos, devido a sua instabilidade estrutural em
condicdes fisiolégicas. Em pH fisiologico, a curcumina se degrada rapidamente por
auto-oxidacéo, formando produtos de clivagem, como biciclopentadiona, vanilina e
acido ferdlico.4"48

Uma das naftoquinonas encontrada em plantas € a lausona (Figura 1.
6), aléem da estrutura basica das naftoquinonas, apresenta um grupo funcional de
alcool adicional (2-hidroxi-1,4-naftoquinona). A lausona é um componente
proeminente presente nas folhas das arvores de Henna (Lawsonia inermis), as quais
s&o achadas em diversas regides, como Africa, india, Sri Lanka e Oriente Médio. As
folhas de Henna sdo amplamente utilizadas na composicao de tintas avermelhadas

para tatuagens e pinturas na pele, uma pratica que remonta ao Egito antigo. A lausona

8



Jocely de Lucena Dutra Introdugdo

€ o principal composto responsavel por conferir a cor vermelha ao extrato das folhas
de Henna. Além de seu uso como corante, a lausona também foi tradicionalmente
empregada na medicina popular e tem sido objeto de estudos realizados por
diferentes grupos de pesquisa, devido a sua capacidade antibacteriana e
propriedades anti-inflamatérias.4%-51

Outra planta que se destaca, ndo apenas por sua utilizacdo na medicina
popular, mas também por sua beleza, € o ip€, uma arvore comum na América Central
e do Sul. Essa arvore é notavel pela alta durabilidade de sua madeira e pelas flores
gue variam de cor de acordo com a espécie, podendo ser branca, roxa, amarela, rosa
e lilhs. O Brasil € privilegiado por possuir 40 das quase 45 espécies de ipé, todas
pertencentes aos géneros Tabebuia e Handroanthus. As principais distingdes entre
essas espécies se referem as cores das flores, ao tipo de madeira e ao arranjo floral

nos galhos.%?

/ Naftoquinonas

‘ I l * :OH
Lausona Lapachol

|
I
I
I
|
Antraquinonas |
I
I
I
I
I

o) OH
O OH
o)
\ Alizarina
\
N — - - - - - - - e

FIGURA 1. 6. Estrutura de algumas moléculas pertencentes as classes das
antraquinonas e naftoquinonas. Em preto estdo representadas as subestruturas
basicas de cada classe e em vermelho os substituintes que caracterizam os derivados.
Adaptado de referéncia®?.
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Dentre as substancias isoladas do ip€, a mais conhecida € o lapachol,
uma naftoquinona (FIGURA 1. 6), que é abundante na casca e no caule,
principalmente das espécies de ipé roxo (Handroanthus heptaphyllus e Tabebuia
avellanedae). O lapachol é renomado por suas propriedades anti-inflamatdrias,
analgésicas, antibidticas e antineoplasicas. Um estudo demonstrou que o lapachol foi
capaz de inibir o crescimento de tumores primarios em ensaios pré-clinicos
conduzidos em camundongos, 0 que levou ao avango para ensaios clinicos em
pacientes com cancer, em 1974. Nesses estudos clinicos, o lapachol também mostrou
a capacidade de inibir o crescimento de tumores, no entanto foram observados
diversos efeitos colaterais, resultando na interrupgdo dessas investigacdes.>3°

O lapachol possui vérias propriedades que contribuem para suas
habilidades no combate as células tumorais. Uma caracteristica notavel € a
capacidade de induzir estresse oxidativo por meio da formacéo de Espécies Reativas
de Oxigénio (ERO). Essas espécies sao capazes de causar danos aos componentes
celulares essenciais, resultando no desequilibrio do ciclo celular e no
desencadeamento de mecanismos que levam a morte celular por apoptose. Além
disso, o lapachol também exibe a capacidade de interagir e inativar enzimas do tipo
topoisomerases | e I, que desempenham papéis cruciais no processo de replicacéo e
empacotamento do DNA durante a divisdo celular. A inativacdo dessas enzimas
também conduz a morte celular por apoptose.®*

Outra classe de quinonas de ocorréncia natural, amplamente explorada
devido a presenca de dois anéis aromaticos em sua estrutura basica, sdo as
antraquinonas. A versatilidade dessas substancias decorre da capacidade de
sintetizar diversos derivados ao introduzir substituintes nesses anéis. Uma das
antraquinonas mais renomadas é a doxorrubicina (FIGURA 1. 6), uma antraquinona
mais complexa que inclui em sua estrutura uma unidade de agucar e outras funcdes
alcool substituidas. Sua principal aplicagdo deriva de sua notavel atividade
antineoplasica, pois demonstrou ser eficaz no tratamento de diversos tipos de cancer,
como cancer de bexiga, mama, estbmago, pulmao, ovario, tireoide, mieloma multiplo
e algumas formas de leucemia. A acdo antineoplasica da doxorrubicina é, em parte,
atribuida a sua capacidade de interagir com o DNA, intercalando-se entre os pares de
bases e, assim, levando a inativacdo e subsequente inibicdo da replicacdo do DNA. A
Food and Drug Administration (FDA) aprovou o uso da doxorrubicina, na

guimioterapia, em 1974, e ela continua a ser amplamente empregada no tratamento

10



Jocely de Lucena Dutra Introdugdo

do cancer até os dias de hoje. Um dos limitantes do seu uso séo os efeitos colaterais
comuns aos quimioterapicos, como a perda de cabelo, supressédo da medula 6ssea,

vOmitos e outros.>6-59

Um exemplo de antraquinona amplamente utilizada na inddstria de
pigmentos é a alizarina (FIGURA 1. 6). Essa substancia € encontrada em grande
guantidade nas raizes da planta Rubia tinctorum, e tem sido usada para tingir tecidos
e como componente de tintas para pinturas em geral desde 2000 A.C. Alteragdes no
pH das solu¢cbes em que a alizarina esta presente, permitem obter uma ampla gama
de tons, que variam do alaranjado ao vermelho escuro. Além de seu uso em
aplicacdes artisticas, a alizarina também €é empregada em estudos bioldgicos,
principalmente devido a intensa fluorescéncia que ela exibe. Além disso, a alizarina
possui a capacidade de se acumular nos tecidos 6sseos, tornando-a Util ndo apenas
como agente fluorescente nesses tecidos, mas também em ensaios relacionados ao

tratamento de tumores 0sseo0s.50-62

1.1.4 As contribuicdes do LERCI na quimica bioinorganica

O Laboratério de Estrutura e Reatividade de Compostos Inorgéanicos
(LERCI) do Departamento de Quimica (DQ) da Universidade Federal de Sdo Carlos
(UFSCar) tem se dedicado, por mais de 15 anos, a pesquisa da compreensao das
propriedades quimicas e biolégicas de compostos de coordenacdo que envolvem
diversos tipos de centros metdlicos. O trabalho do Prof. Dr. Alzir Azevedo Batista e
seus alunos resultou na sintese de centenas de compostos inéditos, especialmente
durante a ultima década, quando um dos principais objetivos tem sido a investigacao

do modo de acdo desses complexos em sistemas bioldgicos.

Entre os numerosos compostos de diversas classes estruturais, o LERCI
tem procurado explorar a versatilidade de varios metais, buscando estabelecer
conexdes com as propriedades exibidas por moléculas derivadas de produtos
naturais. Varias pesquisas realizadas pelo grupo se concentram na sintese e
caracterizacdo de complexos de ruténio que incorporam ligantes fosfinicos,
bipiridinicos, além das naftoquinonas lapachol e lausona em suas estruturas.?-14.63
Na FIGURA 1. 7 apresenta-se as estruturas e formulas gerais exibidas pelos

complexos contendo naftoquinonas ja estudados pelo grupo.
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[RuL(bipy)(P-P)]PF¢
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FIGURA 1. 7. Estrutura dos complexos contendo os ligantes lapachol e lausona
sintetizados pelo LERCI, onde L = lapachol ou lausona. Figura fonte.52

Os complexos de férmula geral [RuL(bipy)(PPhs)2]PFs e [Ru(Cl)2L(dppb)]
foram submetidos a avaliacbes de atividade antiparasitaria contra Leishmania
amazonensis e Plasmodium falciparum, revelando que os complexos demonstraram
atividade consideravelmente superior, em comparacdo aos ligantes livres
correspondentes. Notavelmente, o complexo [Ru(Cl)2(Lap)(dppb)] (onde Lap =
lapachol) destacou-se como o0 composto antiparasitario mais potente e seletivo,
exibindo niveis de atividade comparaveis aos medicamentos de referéncia usados no
tratamento dessas doencas.!?

Complexos do tipo [RuL(bipy)(P-P)]PFe e [RuL(P-P)2]PFs (FIGURA 1. 7)
também foram submetidos a avaliacdo quanto a atividade antitumoral em varias
linhagens celulares. Os valores de citotoxicidade obtidos para a linhagem tumoral de
mama MDA-MB-231 e sua correspondente nao tumoral MCF-10A estdo destacados
na Tabela 1.1. Nota-se que os complexos, que incluem o lapachol como ligante, se
destacam, mostrando-se mais seletivos em comparagdo com o0s complexos que
contém lausona. Todos os complexos exibiram maior atividade nas linhagens tumorais

em comparacao com a cisplatina. Além disso, a maioria dos complexos demonstrou
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uma seletividade superior a cisplatina. Um aspecto notavel foi a capacidade do
complexo [Ru(lap)(dppm)2]PFs de modificar o potencial de membrana mitocondrial e

gerar ERO nas células MDA-MB-231, levando a morte celular por apoptose.1214

TABELA 1. 1. Valores de ICso (MM) e indice de seletividade (IS) encontrados para os
complexos do tipo Ru/bifosfina/naftoquinona frente a linhagem tumoral (MDA-MB-231)
e nao tumoral (MCF-10A) de mama humana.

Compostos ICs0 (umol/L)

MDA-MB-231 MCF-102 IS
[Ru(lau)(dppm)z]PFe (0,09 £ 0,02) (0,55 +0,07) 6,1
[Ru(lap)(dppm)z]PFe (0,13 +£0,01) (2,70 + 0,50) 20,8
[Ru(lau)(dppe)(bipy)]PFs (0,11 £ 0,04) (0,72 £0,01) 6,5
[Ru(lap)(dppe)(bipy)]PFs (0,15 £ 0,03) (2,76 £ 0,30) 18,4
[Ru(lau)(dppb)(bipy)]PFs (0,06 £ 0,01) (0,58 +0,02) 9,7
[Ru(lap)(dppe)(bipy)]PFs (0,07 £0,03) (0,77 £0,03) 11,0
Lausona > 100 > 100 -
Lapachol > 100 > 100 -
Cisplatina (10,23 + 0,20)* (29,45 + 0,85) 2,9

*Referéncia.®*

Estudos ainda n&o divulgados pelo nosso grupo de pesquisa
demonstraram a eficacia desses complexos na inibicdo do crescimento de tumores
primarios em camundongos, com niveis de atividade comparaveis aos do cisplatina,
e sem os efeitos colaterais normalmente associados ao farmaco de platina, como a
nefrotoxicidade, além de manter a massa corporal dos animais inalterada. E
importante mencionar que esses compostos foram patenteados no Brasil sob o titulo
"Processo de Obtencdo de Compostos de Ruténio, Compostos de Ruténio Obtidos e
seu uso" (BR 10 2016 016535 0 A2).52

Além de complexos de ruténio, também complexos de cobre com
produtos naturais foram explorados pelo nosso grupo. Na FIGURA 1.8 sao
apresentadas as estruturas dos complexos de Cu(l) com ligantes trifenilfosfina e
naftoquinonas. Além das naftoquinonas, lausona e lapachol, ja apresentadas
anteriormente, também ligantes derivados de produtos naturais, 3-estiril-lausona (3b)
e 4-cloroestiril-3-lausona (4b), foram utilizados. Estes complexos apresentaram

citotoxicidade contra células tumorais humanas de mama (MDA-MB231 e MCF-7) e
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pulmdo (A549). Este trabalho foi um importante marco, que contribui para o
desenvolvimento de trabalhos que visam compreender a potencialidade dos

complexos de cobre para uso medicinal.*

/

c Q Cu)- Q Cupn % cu. %
(S A TS oS
o S R 00 Do :
4 d N\ 0 0
\_ b 2b 3b C./
FIGURA 1. 8. Estrutura dos complexos de cobre(l) contendo os ligantes trifenilfosfina,
lausona, lapachol, 3-estiril-lausona e 4-cloroestiril-3-lausona.!?

Também, nosso grupo explorou a quimica da combinacdo de
ruténio/areno com a antraquinona alizarina (L), e trés novos complexos com as
formulas gerais [Ru(L)CI(n®-p-cimeno)] (C1), [Ru(L)(n®-p-cimeno)(PPhs)]PFs (C2) e
[Ru(L)(n®-p-cimeno)(PEts)]PFs (C3) foram sintetizados, como mostrado na FIGURA 1.
9. A citotoxicidade dos complexos foi avaliada nas linhagens tumorais de mama (MDA-
MB-231 e MCF-7) e pulméo (A549) e n&o tumorais MCF-10A (mama) e MRC-5 (
pulm&o). Os complexos C1 e C2 foram mais seletivos as linhagens de tumor de mama,
e C2 foi o mais citotéxico (ICso = 6,5 uyM para MDA-MB-231). Os experimentos
toxicoldgicos in vivo, com peixe-zebra, indicaram que Cl1 e C3 exibem a maior
toxicidade de desenvolvimento embrionario de peixe-zebra (inibicdo de movimentos
espontaneos e batimentos cardiacos), enquanto C2, a droga anticancerigena mais

promissora nos testes pré-clinicos in vitro, revelou a menor toxicidade in vivo.1®

~[PFq - [PFg T|PF,

FIGURA 1. 9. Estrutura dos complexos ruténio/areno/alizarina.'®
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1.1.5 Complexos de Paladio

Dentre os ions metélicos mais promissores na sintese de novos
compostos de coordenacdo com atividade antitumoral, o paladio se destaca, pois faz
parte do grupo da platina e com quimica de coordenacdo muito similar. O estado de
oxidacao mais importante para este grupo é 2+, e geralmente os complexos de Pd(ll)
e Pt(Il) sdo quadraticos planos, diamagnéticos.>%> Ambos os fons metélicos, Pd(ll) e
Pt(ll), s&o classificados como acidos moles e tendem a formar ligacdes mais fortes
com atomos doadores de enxofre, do que com atomos doadores de oxigénio. Apesar
da semelhanca quimica entre esses dois metais de transicdo, a cinética de suas
reacoes é notavelmente diferente. Os complexos de Pd(Il) sdo geralmente mais
labeis, o que significa que eles tém uma maior tendéncia a liberar e substituir seus
ligantes, em comparagdo com os complexos de Pt(ll). A velocidade de hidrélise dos
complexos de Pd(ll) é cerca de 10° vezes mais rapida do que a dos analogos de Pt(ll).
A rapida interacdo dos compostos de paladio, in vivo, com proteinas, impede que esse
complexo atinja o DNA, tornando-o menos eficaz em sua acgdo antitumoral. Portanto,
conclui-se que, para desenvolver um farmaco a base de paladio, é essencial que ele
seja suficientemente inerte, para manter sua integridade estrutural no ambiente
biolégico. Isso é importante para garantir que 0 composto possa alcancar seu alvo,
como o DNA, e exercer sua atividade terapéutica de forma eficaz.56:6

A utilizacéo de ligantes fosfinicos terciarios é muito pertinente, uma vez
que essas moléculas possuem caracteristicas de aceitacdo de elétrons (carater -
aceitador) e doacao de elétrons (carater o-doador). Isso os torna excelentes ligantes
espectadores, pois a ligacao entre o metal e o fésforo é fortalecida pela retrodoacéo
ou transferéncia de densidade eletronica dos orbitais d preenchidos do metal para os
orbitais d vazios do atomo de fésforo (FIGURA 1.10). Essa interac&o contribui para a
estabilidade e a eficacia dos complexos formados com esses ligantes fosfinicos
terciarios.®> Além disso, a coordenacdo de fosfinas na estrutura molecular do
complexo aumenta a lipofilicidade deste, o que pode facilitar sua passagem pela
membrana celular. Este ligante tem a capacidade de ocupar sitios hidrofébicos em
diversas enzimas, 0 que contribui para a estabilizagdo da interacdo e

consequentemente da inibic&o.68-"2
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M

FIGURA 1. 10. Esquema representativo da ligacdo entre metais e ligantes fosfinicos
terciarios.

Icsel e colaboradores prepararam complexos de Platina(ll) e Paladio(ll)
com as bisfosfinas 1,1'-bis(difenilfosfino)metano (dppm) e 1,2-bis(difenilfosfino)etano
(dppe)°. Entre os complexos sintetizados, pode-se comparar 0s complexos com 0s
ligantes dppe, conforme ilustrado na FIGURA 1. 11 (A), onde observou-se que o
complexo de Pd(Il) apresentou melhor citotoxicidade nas linhagens de células
tumorais de pulméo (A549) e mama (MCF-7), em comparagcdo com o complexo
analogo de Pt(ll) com os mesmos ligantes. Além disso, os complexos promovem a
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio, levando a inducdo da morte

celular por apoptose, causando danos nas mitocondrias e no DNA.®

(A) - |
N ;

P\ /P _Q ({ /0

T

Pt!  A549:3,6+0,3 uM
MCF-7:>40 uM

A549: 34,52 + 3,73 uM
MCF-7:22,50 = 2,84 uM
HelLa: 25,43 + 2,56 uM

Pd" A549:0,5+0,1 uM
MCF-7:0,5+ 0,1 uM

FIGURA 1. 11. (A) Estruturas de complexos de Pt(ll) e Pd(ll) com atividade (ICso)
frente as linhagens tumorais de pulmao (A549) e mama (MCF-7) e (B) Estrutura
quimica do complexo de paladio com bipy e curcumina com atividade frente as
linhagens tumorais de pulméo (A549), mama (MCF-7) e cervical (HeLa).
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Li e colaboradores sintetizaram e caracterizaram 0ito novos complexos
de Pd(Il) contendo bipy e ligantes curcumindides, e 0os mesmos demonstraram
atividade antitumoral contra linhagens MCF-7, HeLa e A549. Na FIGURA 1.11(B)
observa-se a estrutura de um dos complexos sintetizados, o qual possui o ligante
curcumina. O trabalho demonstrou que alguns dos complexos de Pd(ll) de
bisdehidroxicurcumina séo indutores de ERO e podem ser promissores como novos
agentes terapéuticos para tratamento de cancer através de estratégia pré-oxidante.’

Ressalta-se que recentemente um complexo de paladio, a padeliporfina
(FIGURA 1. 12), foi aprovado, em novembro de 2017, para uso médico na Unido
Europeia. Vendida sob a marca Tookad, a padeliporfina € m medicamento usado para
o tratamento de homens com cancer de prostata de baixo risco, onde o cancer afeta
apenas um lado da préstata e normalmente se espera que 0s pacientes sobrevivam
por pelo menos 10 anos, sob tratamento. O Tookad é administrado por injecéo na veia
durante 10 minutos e subsequentemente ativado na prostata por luz laser, usando um
procedimento conhecido como terapia fotodindmica direcionada vascular (VTP). Os
efeitos colaterais mais comuns incluem problemas ao urinar (dor, incapacidade de
urinar, forte vontade de urinar, miccao frequente e incontinéncia), problemas sexuais
(disfuncao erétil e falha na ejaculacao), sangue na urina, infeccéo do trato urinario e
dor, e sangramento ao redor da area genital.®-*°

O mecanismo de acéo da padeliporfina, quando ativada por luz laser de
753 nm, consiste no desencadeamento de uma seérie de eventos no sistema vascular,
gue resultam em necrose focal ao longo de alguns dias. A ativacdo na vasculatura do
tumor leva a geracdo de radicais de oxigénio, causando hipoxia local e liberando
radicais de Oxido nitrico. Isso resulta em uma vasodilatacdo arterial temporaria,
seguida pela liberacdo de endotelina-1, um vasoconstritor. O rapido consumo dos
radicais de oOxido nitrico pelos radicais de oxigénio leva a formacdo de espécies
reativas de nitrogénio, como o peroxinitrito, resultando na constricdo arterial. Além
disso, a deformabilidade reduzida dos eritrécitos contribui para a agregacao deles e a
formacao de coagulos sanguineos nas artérias alimentadoras, causando a oclusao da
vasculatura tumoral. Isso é refor¢cado pela apoptose das células endoteliais induzida
pelas espécies reativas de nitrogénio, juntamente com a necrose das células tumorais

devido a peroxidagdo de suas membranas.”®
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FIGURA 1. 12. Estrutura quimica da Padeliporfina.

1.2 Planejamento dos novos complexos de Pd(ll)/fosfina com

ligantes de produtos naturais

No ramo da bioinorganica o sucesso da cisplatina abriu caminho para o
desenvolvimento de novos candidatos a quimioterapicos baseados em metais. Nesse
sentido, este trabalho, especificamente, busca contribuir com o desenvolvimento de
novos compostos como candidatos potenciais a metalofarmacos. Desse modo, nossa
estratégia consiste em incorporar os ligantes de produtos naturais, que ja possuem
propriedades bioldgicas, ao cerne Pd(ll)/fosfina.

O paladio, como dito anteriormente, € um metal do mesmo grupo da
platina, cujos compostos apresentam geometria quadratica planar e configuracao
eletronica d®. A recente aprovacdo de um complexo de paladio no tratamento do
cancer, confirma o potencial dos compostos com este metal, no desenvolvimento de
possiveis novos farmacos.

Do ponto de vista estrutural, o estado de oxidacao 2+ do paladio permite
a aplicacdo da técnica de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear), uma valiosa
ferramenta para a caracterizagdo de compostos metélicos. Resultados anteriores, do
nosso grupo de pesquisa, indicam que os ligantes fosfinicos contribuem
significativamente para a obtengao de baixos valores de I1Cso nas linhagens tumorais.

Isso é nitidamente observado quando comparamos complexos que diferiam apenas
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na presenca ou auséncia dessa classe de ligantes. A escolha de diferentes fosfinas &
devido a esses ligantes permitem a modulacdo de propriedades, como diferentes
lipofilicidades, que contribui para uma melhor absor¢éo dos compostos pelas células.

As férmulas estruturais dos ligantes produtos naturais utilizados para o
desenvolvimento destes novos compostos de paladio sdo apresentadas na FIGURA
1. 13. Desta forma, nosso trabalho dara subsidios sobre a importancia da presenca
dos ligantes fosfinicos, produtos naturais de interesse, no planejamento de novos
compostos de coordenagdo com atividades antitumorais, além da obtencéo de dados
que possibilitardo uma maior compreensdo sobre os mecanismos de acdo de

complexos de paladio.

/. 0 OH O OH M

OH
T A
HO

FIGURA 1. 13. Formulas estruturais dos ligantes produtos naturais utilizados para o
desenvolvimento dos novos complexos de Pd (11).
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CAPITULO 2 - OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral investigar as propriedades
citotéxicas de complexos de Pd(ll)/fosfina com ligantes produtos naturais em células
tumorais humanas, a fim de contribuir com resultados que suportem uma melhor

compreensao dos mecanismos de agado destes complexos.

2.2 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral descrito acima, foram executados o0s

seguintes objetivos especificos:

e Sintese de doze novos complexos fosfinicos de Pd" contendo os ligantes
de produtos naturais e derivado, que se coordenam no modo bidentado pelos
oxigénios, sendo ele agrupados em trés seéries:

» Série A, complexos de férmula geral [Pd(cur)(P-P)]PFs sendo cur o
ligante curcumina e P-P = trifenilfosfina (PPhs)2; 1,2-
bis(difenilfosfina)etano (dppe); 1,3-bis(difenilfosfina)propano (dppp);
1,4-bis(difenilfosfina)butano (dppb); 1,1 -bis(difenilfosfina)ferroceno
(dppf) (A1-A5);

» Série B, complexos de formula geral [Pd(dppe)(O-O)]PFs sendo O-
O os ligantes lausona (lau), lapachol (lap), 3-estiril-lausona (Ipm) e
aliarina (ali) (B1-B4);

» Série C, complexos de formula geral [Pd(lap)(P-P)]PFes onde P-P é
dppp, dppb e dppf (C1-C3);

e Caracterizacdo dos complexos, empregando técnicas espectroscopicas
1D e 2D RMN, FTIR, andlise elementar, condutividade molar, espectrometria de
massas e difracdo de raios X de monocristal (quando possivel a obtencdo dos
mesmos);

e Estudo da estabilidade estrutural dos complexos nos solventes utilizados
como veiculos e no meio de cultura, e utilizados nos experimentos bioldgicos;

e Determinagéo da viabilidade celular dos complexos frente a linhagens
humanas tumorais de mama, préstata e ovario e nas linhagens humanas nédo tumorais

de mama e pulméo;
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e Avaliacdo das células tratadas com os complexos quanto a morfologia
celular, capacidade de migragéo, sobrevivéncia clonogénica, impacto no ciclo celular
e inducdo a morte por apoptose;

¢ Realizacao de testes de interagao dos complexos com DNA (calf thymus
e plasmideo pBR322);

e Avaliagdo da interacdo dos complexos sintetizados com a proteina
albumina de soro humano (HSA).
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CAPITULO 3 - PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo estdo descritos o0s materiais utilizados, no
desenvolvimento da tese, as sinteses e caracterizagfes dos complexos fosfinicos de
Pd" com ligantes de produtos naturais e derivado, bem como a descricdo de

procedimentos referente aos estudos de suas atividades bioldgicas.

3.1 Materiais

3.1.1 Tratamento do argdnio para sintese em atmosfera inerte

Todas as sinteses dos complexos foram realizadas sob atmosfera inerte,
a qual foi obtida pela passagem de um fluxo de argbnio, de procedéncia da White
Martins, por um sistema de colunas contendo silica gel, cloreto de calcio e catalisador
BTS-R-3-11 (Fluka Chemika), mantido a 60°C, para aumentar sua eficiéncia.

3.1.2 Solventes

Os principais solventes utilizados foram: acetona (Synth P. A. e Exodo®),
diclorometano (Synth P. A. e Exodo®), éter etilico (Synth P. A.), hexano (Sigma),
metanol (Synth P. A.) e dimetilsulféxido (Exodo®). Os solventes deuterados utilizados
foram DMSO-ds e CO(CD3)2 (Sigma-Aldrich®).

3.1.3 Reagentes quimicos

Os reagentes trifenilfosfina (PPhs), 1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe),
1,3-bis(difenilfosfina)propano (dppp), 1,4 -bis(difenilfosfina)butano (dppb), 1,1'-
bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf), curcumina (cur), lausona (lau), alizarina (ali),
hexafluorofosfato de potassio (KPFs) e tetrafluoroborato de prata (AgBFs) sdo de
procedéncia Sigma-Aldrich. O reagente trans-[Pd(PPhs)2Cl:] é de procedéncia
Precmet. O lapachol e o ligante 3-estiril-lausona foram gentilmente cedidos pelo Prof.
Dr. Chaquip Daher Netto (UFRJ - Macaé).

Os reagentes empregados nos ensaios biolégicos foram utilizados como
fornecidos: trizma base (Sigma-Aldrich®) e trizma-HCI (Sigma-Aldrich®); DNA do timo
de bezerro (CT-DNA, Sigma-Aldrich®), albumina do soro humano (HSA, Sigma-
Aldrich®), Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich®), iodeto de propidio (BD Bioscience), kit
Anexina-V (BD Bioscience), azul de tripano (Sigma-Aldrich®), 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

i)2,5-difenil brometo de tetrazolium (MTT, Aldrich), tripsina (Vitrocell), soro fetal bovino
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(FBS, Vitrocell), meio de cultura Eagle modificado por Dulbecco (DMEM e DMEM/F12,

Vitrocell), meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640, Vitrocell).

3.2 Sinteses dos complexos

3.2.1 Sintese dos precursores do tipo [PdCIx(P-P)]

Em 50 mL de diclorometano desaerado dissolveu-se o trans-[PdCl:
(PPhs)2] (0,100 g; 1,85 mmol) e adicionou-se 2,0 mmol da bisfosfina de interesse. A
solucéo resultante foi refluxada por 24 horas, mediante constante agitacdo, entéo foi
concentrada sob pressédo reduzida, adicionou-se 20 mL de hexano desaerado,
obtendo-se um precipitado, que foi filtrado, lavado com hexano (3 x 5 mL), éter etilico
(3 x 5 mL), e seco sob pressao reduzida. Rendimento: [PdClz(dppe)] 85%;
[PACl2(dppp)] 95%; [PdCl2(dppb)] 76%; [PdCl2(dppf)] 62%.

3.2.2 Sintese dos complexos [Pd(cur)(P-P)]PFs — Série A

Em 20 mL de acetona/diclorometano (1:1, v/v), em sala escura e
atmosfera inerte, dissolveu-se o precursor [PdCI2(P-P)] (0,100 g; 0,15 mmol), e
adicionou-se a curcumina (0,16 mmol), e o AgBF4 (0,33 mmol; 0,037 g). A solucdo
resultante permaneceu sob agitacdo por 4 horas, foi evaporada até a completa secura,
solubilizada em diclorometano e filtrada sob celite. Apds isto, a solucédo foi evaporada
até sua completa secura, solubilizada em 2 mL de metanol, adicionado KPFs (0,18
mmol) e adicionados 10 mL de agua, para precipitacdo de um solido alaranjado que

foi filtrado, lavado com hexano e seco sob pressao reduzida.
3.2.3 Sintese do complexos [Pd(dppe)(O-O)]PFe — Série B

Em 30 mL de acetona/diclorometano (1:1, v/v), em sala escura e
atmosfera inerte, dissolveu-se o precursor [PdClz(dppe)] (0,15 mmol; 0,050 g) e em
seguida adicionou-se o AgBF4 (0,33 mmol; 0,037 g) e o ligante de interesse (0,16
mmol; lau 0,018 g; lap 0,025 g; 0,028 Ipm; ali 0,021 g). A mistura permaneceu por 4
horas em agitacdo e entdo foi evaporada até a completa secura, solubilizada em
diclorometano e filtrada sob celite. Apos isto, a solucao foi evaporada até sua completa
secura, solubilizada em 2 mL de metanol, adicionado KPFs (0,18 mmol; 0,020 g) e 10
mL de agua, para precipitagdo. O solido resultante foi filtrado, lavado com agua

guente, hexano quente e seco sob pressao reduzida.
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3.2.4 Sintese do complexos [Pd(P-P)(lap)]PFs — Série C

Em 30 mL de acetona/diclorometano (1:1, v/v), em sala escura e
atmosfera inerte, dissolveu-se o precursor [PdCI2(P-P)] (0,15 mmol; 0,050 g) e em
seguida adicionou-se o AgBF4 (0,33 mmol; 0,037 g) e o lapachol (0,16 mmol). Apos 4
horas em agitacdo a reacao foi evaporada até a completa secura, solubilizada em
diclorometano e filtrada sob celite. Apds isto, a reacdo foi evaporada até sua completa
secura, solubilizada em 2 mL de metanol, adicionado KPFs (0,18 mmol; 0,020 g) e
adicionado 10 mL de agua, para precipitacdo do solido formado. O solido resultante

foi filtrado, lavado com agua quente, hexano quente e seco sob pressao reduzida.

3.3 Instrumentacao

3.3.1 Condutividade Molar

As medidas de condutancia foram realizadas utilizando-se um aparelho
Meter Lab., modelo CDM230. Para as medidas utilizou-se solu¢des dos complexos na

concentracéo de 10 mol.L'* em diclorometano ou DMSO.
3.3.2 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Foi utilizado para obtencdo do espectro de absorcédo na regido do
infravermelho um espectrofotdmetro Bomem Michelson FT MB-102. As amostras
foram diluidas em pastilhas KBr (Merck P.A.) preparadas minutos antes da obtenc¢éo

dos espectros. O KBr foi triturado e mantido em estufa 120°C antes de ser utilizado.
3.3.3 Espectroscopia de absorcao naregido do UV-visivel

Os espectros de absorcao no ultravioleta e visivel (200 a 800 nm) foram
adquiridos em um espectrofotbmetro de arranjo de diodo da Hewlett Packard (HP)

8452A utilizando cubetas com caminho optico de 1 cm.
3.3.4 Analise elementar (C,H, N e S)

Os teores de carbono, hidrogénio, nitrogénio e enxofre dos complexos
foram determinados em um analisador CHN modelo EA 1108 da FISONS, no
Laboratério de Analise Elementar do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCar).
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3.3.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN 1D: H, 3C{'H}, 3'P{H}, e 2D: 'H-'H COSY
(Correlated Spectroscopy), 'H-3C HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlance)
e H-3C HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) foram obtidos em um
equipamento BRUKER 9.4 T (400 MHz), modelo AVANCE Ill, do Laborat6rio de RMN
do Departamento de Quimica da UFSCar. Para as amostras de RMN de 3!P{*H}
utilizou-se solventes nao deuterados, com um capilar (45 mm de comprimento por 1

mm de diametro interno) contendo D20 como referéncia externa.
3.3.6 Espectrometria de massas

As analises de espectrometria de massas foram realizadas no
Laboratério de Produtos Naturais, Departamento de Quimica, UFSCar, pelo MSc.
Carlos André Moraes. As coletas foram realizadas usando um sistema Agilent 6545
gTOF MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) equipado com uma interface
eletrospray (ESI) de Jet no modo positivo. A amostra foi solubilizada em MeOH (grau
LC-MS), posteriormente diluida. Para esta analise foi realizada uma infusdo direta,
utilizando como fase moével agua (solvente A, 0,1 % de &cido férmico) e metanol
(solvente C com 0,1 % de &cido férmico), no modo isocratico e na propor¢éo de 05:95
v/v respectivamente. A vazdo da fase mével foi de 0,300 mL mint e o volume de
injecdo foi de 3 yuL. O erro (em ppm) foi calculado a partir da massa tedrica e do
respectivo espectro de MS adquirido monitorando uma faixa entre 100 e 1000 Da, com
uma taxa de varredura 3 espectros s e processados pelo software Mass Hunter
Workstation Software versdo B.08.00. Erro entre o valor tedrico e experimental foi

calculado utilizando-se o site.”
3.3.7 Difracdo de Raios X

As coletas de difracdo de raio X em monocristais foram realizadas em
difratdmetros Rigaku XtaLAB mini (MoKa = 0.71073 A) ou XtaLAB Synergy-S, Dualflex
(MoKa =0.71073 A ou CuKa = 1.54056 A), pelo Dr. Jodo Honorato e Dr. Javier Ellena,
no Laboratorio de Cristalografia do Instituto de Fisica de Sao Carlos, na Universidade
de S&o Paulo. As estruturas foram resolvidas com o programa SHELXT’® usando
métodos diretos, sucessivos mapas de Diferenca de Fourier permitiram a localizagéo
dos atomos nao hidrogénios. Excetuando-se os atomos de hidrogénio, todos os

demais foram refinados anisotropicamente. Os refinamentos foram feitos pelo método

25



Jocely de Lucena Dutra Parte Experimental

dos minimos quadrados com uso do programa SHELXL.’® Os célculos dos parametros
da célula unitaria e as corre¢cdes por absorcdo foram realizados usando o software
CrysAlisPro. As representacfes das moléculas e tabelas de dados cristalograficos
foram geradas utilizado os programas OLEX? e MERCURY.’"’® Detalhes especificos
sobre coleta de dados e os parametros para cada complexo sédo fornecidos no

Apéndice.
3.3.8 Determinacao do coeficiente de particao

O coeficiente de particdo dos compostos obtidos foi determinado pelo
método de shake-flash?®, empregando n-octanol (Exodo) e 4gua. O procedimento foi
realizado em triplicata para cada composto. Inicialmente, uma aliquota de 50 pL da
solucéo estoque do composto (0,5 uM) em DMSO foi diluida em 975 uL de n-octanol
e em seguida, acrescidos mais 975 yL de agua. As amostras foram incubadas a 400
RPM a 37 °C durante 18 h. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 1
min. a 1000 rpm e a fase organica foi recolhida. As absorbancias dos complexos na
fase n-octanol foram medidas por espectroscopia de absor¢cdo na regido do
ultravioleta visivel. O valor médio das triplicatas das absorbancias foi empregado para
determinar a concentracdo por meio de uma curva analitica.

As concentracBes dos complexos em agua foram determinadas pela
subtracdo do numero de mols adicionado inicialmente, com o numero de mols
encontrado na fase organica.

O coeficiente de particdo foi calculado com base na Equacéao 1:

Co
log P = log (C_) Eqg. 1
a

Onde, Co e Ca s@0 as concentracdes do complexo na fase organica e

aquosa, respectivamente.

3.4 Obtencao dos experimentos biolégicos

3.4.1 Teste de estabilidade dos complexos em solucéo

A estabilidade dos complexos foi avaliada por meio do UV-vis na
condicao utilizada nos experimentos biolégicos, em meio de cultura celular RPMI (sem
fenol) e 0,5% DMSO. Os complexos (20 uM) foram incubados a 37°C e espectros

eletrénicos foram registrados em 0, 24 e 48 horas.
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3.4.2 Linhagens e Cultura das Células

As células das linhagens humanas MDA-MB-231, adenocarcinoma de
mama triplo-negativo do fendtipo mesenquimal (ATCC (American Type Culture
Collection) N. HTB-26); A549, adenocarcinoma epitelial alveolar de células basais de
pulm&o humano (ATCC N. CCL-185) e MRC-5, ndo tumoral de pulm&o humano
(ATCC N. CCL-171), foram cultivadas em meio de cultura DMEM, suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS). As linhagens de células tumorais humanas, de mama
MCF-7 (ATCC N. HTB-22) e SKBR-3 (ATCC No. HTB-30), de préstata DU-145 (ATCC
N. HTB-81), de ovario A2780 (Sigma N. 93112519) e ovario resistente a cisplatina
A2780cis (Sigma N. 93112517), foram cultivadas em meio de cultura RPMI-1640,
suplementado com 10% de FBS. A linhagem de célula ndo tumoral de mama humano
MCF-10A (ATCC No. CRL-10317), foi cultivada em meio DMEM/F12, suplementado
com 5% de soro de cavalo (Gibco), fator de crescimento epidermal humano (EGF) (20
ng.mL1), hidrocortisona (0,5 ug.mL™), insulina (Sigma-Aldrich) (10 ug.mLt) e 1% de
penicilina/estreptomicina. As linhagens celulares cresceram em garrafas, em
monocamadas aderentes, mantidas em cultura a 37°C, 5% CO2 em estufa

umidificada, para serem utilizadas em ensaios descritos a seguir.
3.4.3 Ensaio de viabilidade celular por MTT

Para avaliar a viabilidade das células apds o tratamento com os
complexos empregou-se 0 método colorimétrico do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-
difenil brometo de tetrazolium], o qual indica que a viabilidade celular € proporcional a
formacédo de cristais de formazan (produto da reducédo do MTT).8 Para as anélises,
1,5 x 10% células/poco foram semeadas em placas de cultura de 96 pocos. As placas
foram armazenadas em estufa (37°C - 5% COz) por 24 horas para a adeséao celular.
ApoOs este tempo adicionou-se os complexos em diferentes concentracdes e a placa
foi mantida em estufa por 48 horas. A porcentagem de DMSO empregada neste
experimento foi de 0,5% e os controles receberam esta mesma porcentagem de
DMSO. Ap6s 48 horas 50 uL de MTT foi adicionado (1 mg mL em PBS (tampéo
fosfato salino)) em cada poco, as placas foram posteriormente incubadas em estufa
(37°C - 5% COz2) por um periodo de 3 a 4 horas. Os cristais de formazan formados
foram solubilizados pela adicdo de isopropanol e a absorbancia dos pocos registrada
utilizando-se um leitor de microplacas (Labtech LT4000) em um comprimento de onda

de 540 nm. Os valores de ICso (concentracao que inibe 50% da viabilidade celular)
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foram determinados por meio da curva concentracdo-resposta utilizando o programa

estatistico GraphPad Prism 8.0.2.
3.4.4 Ensaio de viabilidade celular por MTT, com irradiacao

Neste ensaio utilizou-se a mesma metodologia descrita no item 3.4.3,
porém apos 24 horas de tratamento com os complexos foi feita a irradiagdo com uma
placa de luz LED (um led em cada poc¢o), no comprimento de onda de 460-465 nm,
por 15 minutos. Apds completar o tempo de 48 horas de tratamento com o0s

complexos, foi continuado o procedimento da mesma forma descrita no item 3.4.3.
3.4.5 Morfologia celular

As células A2780, A2780cis e MRC-5 foram semeadas na densidade de
1,0x10° células/ pogo, 1,0x10° células/ poco e 0,5x10° células/ poco,
respectivamente, em uma placa de 12 pocos e incubadas em meio suplementado, a
37°C com 5% de CO2 por 24 h para adeséao celular. Entdo a morfologia celular foi
examinada e as micrografias registradas, antes da adicdo dos complexos, 24 e 48 h
apos o tratamento das células nas concentracfes %xICso, ¥%2%XICso, 1Cs0, 2XICso €
4x|Cso dos complexos Al, B2 e C3, em um microscépio invertido (Nikon, T5100) com
objetiva de 10x. As células incubadas com 0,5% de DMSO foram o controle negativo.

3.4.6 Ensaio de sobrevivéncia clonogénica

As células da linhagem A2780cis (para o complexo Al e C3), A2780
(para o complexo B2) e MRC-5 (para os complexos Al, B2 e C3) foram semeadas
em uma placa de 6 pocos na densidade de 400 células/ poco e incubadas a 37°C e
5% COz2 por 24 h para adeséo celular. Em seguida, as células foram tratadas com
diferentes concentragdes (¥2xICso, ICso0, 2xICs0 € 4%ICs0) dos complexos pelo periodo
de 48 h. Entdo o meio foi substituido por um meio fresco e as células foram incubadas
por 10 dias. Em seguida, o meio foi retirado e as células foram fixadas e coradas com
cristal violeta 0,5% em metanol/agua (1:1) por 10 minutos. A sobrevivéncia relativa foi
calculada usando o software Imaged, usando o plugin “Colony Area” que mede a area
e intensidade de cada col6nia na imagem selecionada. O experimento foi realizado

em triplicata e as células incubadas com 0,5% de DMSO foram o controle negativo.

3.4.7 Ensaio de Ciclo Celular

As células A2780 e A2780cis foram semeadas em placas de 12 pocos

na densidade de 1x10° células/ poco. Ap6s 24 h de incubacédo a 37°C em atmosfera
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de CO2, as células foram tratadas com diferentes concentracdes do complexo
(¥%2xICs0, 1Cs0, € 2%XICs0) por 48 h. Em seguida, as células foram coletadas, lavadas
com PBS gelado e fixadas por 24 h a -20°C em etanol a 70%. Apos a fixacao, as
células foram centrifugadas a 2.000 rpm por 5 min a 4°C, ressuspensas em 250uL de
tampdo PBS contendo RNAse A (Sigma-Aldrich) 0,2 mg.mL? e com solucdo de
fluorocromo hipotdnico lodeto de Propideo (PI, Sigma-Aldrich) 1 mg.mL-1 e incubadas
em gelo por 30 min para andalise usando um citbmetro de fluxo Accuri C6 (BD
Biosciences), registrando 10000 eventos. A distribuicdo da fase do ciclo celular foi
analisada usando o software FlowJo. O experimento foi realizado em triplicata. As
células tratadas com 0,5% de DMSO foram o controle negativo.

3.4.8 Ensaio de apoptose com Anexina V

Os ensaios de apoptose induzida pelos complexos nas células A2780cis
(complexos Al e C3) e A2780 (complexo B2) foram realizados por citometria de fluxo
usando um kit de deteccédo de apoptose PE-Anexina-V (BD Bioscences). As células
na densidade de 1x10° células/ poco foram semeadas em uma placa de 12 pocos e,
apos 24 h de incubacéo, foram expostas a diferentes concentracdo dos complexos
(¥%2xICso0, I1Cs0, € 2%xICs0) por 24 h. Apos o tratamento, o meio foi removido e as células
foram expostas aos marcadores PE-Anexina V (2,5 puL) e 7-AAD (7-amino-
actionomicina D) (2,5 puL) em 200 uL de tamp&o de ligacdo, por 15 min, em
temperatura ambiente no escuro. Em seguida, as células foram coletadas com
scraper, centrifugadas a 2000 rpm por 5 min a 4°C e ressuspensas em 200 uL de
tampdo de ligacdo para andlise usando um citdbmetro de fluo Accuri C6 (BD
Biosciences), registrando 10000 eventos. A fluorescéncia foi quantificada pelo
software Cell Quest (BD Biosciences). O experimento foi realizado em triplicata. As
células tratadas com 0,5% de DMSO foram o controle negativo.

3.4.9 Andlise de formacéo de espécies reativas de oxigénio

Para investigacdo da formac&o de espécies reativas de oxigénio (ERO)
foi empregado o H2DCFDA (2’,7’-diclorofluoresceina diacetato) (Sigma Aldrich), que é
um composto nao fluorescente capaz de permear a membrana celular, mas quando
em presenca de ERO, ocorre a clivagem do grupo acetato formando o composto
fluorescente 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF). Em uma placa de 24 pocos as células
A2780cis foram semeadas 2 x 10° células/ pogco e apés 24 h de incubacéo, foi

adicionado o complexo A1l em diferentes concentracdes (}/sxICso, ¥axICso, € %2xICso)
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por 24 h. Nos pocos de controle foi adicionado somente DMSO (0,5%). O H2DCFDA
(4,85 mq) foi dissolvido em 1 mL de DMSO, para perfazer uma solucéo estoque de 10
mM. Foi diluida a solucao estoque com RPMI pré-aquecido, fazendo uma solucao de
trabalho a 10 yM de H2DCFDA. O meio foi removido, 500uL da solugéo de trabalho
foi adicionado em cada poco e foi incubado em estufa por 30 minutos. ApGs a
incubacéo, a solucao de trabalho foi removida, os pocos lavados duas vezes com PBS
e 500 pL de PBS foi adicionado a cada poco. As imagens foram coletadas utilizando
um microscopio CELENA. Depois de obter as imagens, o PBS foi removido de todos
0s pocos e 200 yL de tampédo de ensaio de radioimunoprecipitacdo (RIPA) foi
adicionado a cada poco. Incubou-se no gelo por 5 min e, em seguida, coletou-se as
células lisadas em microtubos de 1,5 mL. Centrifugou-se a 21.130 x g por 10 min a 4
°C. Transferiu-se 100 uL do sobrenadante para uma placa preta de 96 pogos e mediu-
se o0s espectros de fluorescéncia em um fluorimetro Synergy/H1-Biotek
monocromador, com comprimento de onda de excitagdo em 485 nm e um

comprimento de onda de emisséo de 530 nm.8!
3.4.10 Ensaio de antioxidante DPPH

A capacidade antioxidante dos complexos pertencentes a Série A e C foi
avaliada por meio da habilidade dos compostos antioxidantes presentes nas amostras
de neutralizarem o radical estavel DPPH« (2,2-difenil-1-picrilhidrazil).8? Foi preparada
uma solucdo metanélica de DPPH a 0,1 mmol L. Os experimentos foram realizados
em triplicata em uma microplaca de fundo transparente de 96 pocos e conduzidas no
escuro. Em cada cavidade da placa foi adicionado 180 pL da solugédo de DPPH e 20uL
da solucdo do composto em DMSO. Para controle foi utilizado 180 uL da solucdo de
DPPH e 20 uL de DMSO. Para comparacao foi utilizado o &cido ascorbico (AA) como
solugéo padrao. As concentracgdes utilizadas dos compostos foram de 200-0,20 umol
L-1. As medidas de absorbancia foram realizadas apés 30 minutos de incubacdo em
temperatura ambiente, em um leitor de microplacas (Labtech LT4000), em
comprimento de onda de 517 nm.

Os valores de ICsp (a concentracdo do composto utilizado para eliminar
50% dos radicais livres) foram determinados por meio da curva concentragao-resposta

utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 8.0.2.
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3.4.11 Transporte pela albumina

Para avaliar a interferéncia da albumina (alboumina de soro humano -
HSA) no transporte do complexo Al, as células A2780cis (1,5 x 10* células/poco)
foram semeadas em placas de cultura de 96 pocos. As placas foram armazenadas
em estufa (37°C - 5% CO3) por 24 horas para a adesao celular. Apos Esse tempo, a
mistura HSA/complexo Al foi adicionada as células e incubadas por 48h. A
concentracdo do complexo A1l adicionada foi proxima ao valor de 1Cso obtido no ensaio
MTT em 48 h para A2780cis (2,5 uM). Diferentes concentraces de HSA (Sigma-
Aldrich, 20 a 300 pg/mL) sem os complexos foram adicionadas as células. A
percentagem de células vidveis em cada tratamento foi avaliada por um ensaio MTT.
A referéncia de 100% de viabilidade foram as células controle (sem tratamento) e as

células que receberam apenas HSA com a maior concentracéo (300 pug/mL).

3.5 Estudos de interacdo dos complexos com biomoléculas

3.5.1 Determinacao da concentragcdo do DNA

Para os estudos de interagdo dos complexos com o DNA, foi preparado
uma solucéo estoque de CT-DNA (calf thymus). Aproximadamente 2 mg de CT-DNA
foi solubilizada em 1 mL de tampéao Tris-HCI (4,5 mM de Tris HCI, 0,5 mM de Tris base
e 50 mM de NaCl) num pH 7,4. A concentracdo de DNA foi determinada por
espectroscopia na regido do UV-visivel empregando um espectrofotdmetro de arranjo
de diodo da Hewlett Packard (HP) 8452A. A partir da absortividade molar do DNA em
260 nm, 6600 molt.cm™.L, do caminho éptico (b = 1 cm) e da absorbancia, determinou

se a concentracdo do CT-DNA por meio da lei de Lambert-Beer (Equacao 1):
C = A260/ (€260 X b) Eq. 1
3.5.2 Medidas de viscosidade

Primeiramente, a solucéo estoque da DNA a 5,72 mmol L foi preparada
como descrito no item 3.5.1. Posteriormente, solugbes estoque dos complexos (2
mmol L) foram preparadas. Os volumes exatos empregados de: solucdo estoque de
complexo em DMSO, solvente dimetilsulfoxido e solucéo estoque de DNA em tampao
Trisma-HCI estdo descritos detalhadamente na TABELA A. 1, no Apéndice.

Para as medidas de viscosidade as amostras foram adicionadas em um

tubo de ensaio, seguindo ordem de adicdo: DMSO, volume da solucdo estoque do
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complexo em DMSO, tampéao Trisma-HCI e solucéo estuque do DNA. A cada adicéo
a solucao foi homogeneizada com uma leve agitacdo. Portanto, foram preparadas 4
mL de solugcbes do DNA na auséncia e presenca dos complexos em diferentes
concentracbes molares em tampao Trisma-HCl| (10% DMSO ou 20% DMSO),
mantendo-se a concentracdo constante do DNA. Para cada série de complexos foi
empregado uma concentracdo final 100 yumol L* de DNA. As concentragdes molares
dos complexos foram: 5; 10; 15; 20; 25 e 30 yM, proporcionando as seguintes razdes
[Complexo]/[DNA]= 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25 e 0,30. A solugcédo de DNA em tampao
Trisma-HCI (10% DMSO ou 20% DMSO) foi empregada como negativo controle. As
solucbes de DNA em tampado na auséncia de DMSO e tampao Trisma-HCI na
presenca de DMSO também foram preparadas e os tempos de escoamento
verificados.

ApOs o preparo das solucdes, o tempo de escoamento de cada solucdo
foi aferido em quintuplicata no viscosimetro de Ostwald (Aldrich), com o auxilio de um
crondmetro digital. O viscosimetro foi acoplado a um banho termostético, permitindo
assim o controle da temperatura em (25,0 + 0,2)°C. Por meio do valor médio das
medidas quintuplicata, a viscosidade relativa do DNA na presenca e auséncia dos
complexos foi calculada a partir da Equacdo 2.8384 Os dados foram apresentados

como (n/no)*® vs. [complexo]/[CT-DNA].

n _ _(t=to)

= Eqg. 2
Mo (tpna—to) g

Onde to é o tempo de escoamento da solucdo de tampéao Trisma-HCI na
presenca de DMSO e nas auséncias tanto de complexo quanto do DNA; tpna € O
tempo de escoamento da solucédo de CT-DNA (10% ou 20% DMSO); t € o tempo de
escoamento da solucdo de complexo/CT-DNA. Os dados foram apresentados como
(n/no)*® vs. [complexo]/[CT-DNA], onde n é a viscosidade do DNA na presenca dos

complexos e no € a viscosidade do DNA na auséncia de complexo.
3.5.3 Ensaio e deslocamento do Hoechst

O ensaio de deslocamento do Hoechst pelos complexos, no sistema
DNA-Hoechst, foi realizado pelo monitoramento da supressao da fluorescéncia do
sistema DNA-Hoechst.

Determinou-se a concentragédo do Hoechst 33258 e do DNA por UV-Vis.

O célculo da concentragdo do Hoechst foi realizado empregando o valor da
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absorbancia e da absortividade molar do Hoechst em 344 nm (& = 46000 cm™* mol* L)
e do caminho 6ptico (b = 1 cm), conforme a lei a Lambert-Beer: Azas = €344 X b x C.
Foram preparadas solugbes de DNA-Hoechst (1 mL) na auséncia e
presenca dos complexos em diferentes concentragcdes molares em tampao Trisma-
HCI (10% DMSO), mantendo-se a concentracdo constante do DNA-Hoechst em 75 e
2,5 ymol L, respectivamente. As concentracdes molares dos complexos foram: 5,0;
10,0; 15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 35,0 e 40,0 uM, proporcionando as seguintes razdes
[Complexo]/[DNA-Hoechst]= 0,0; 0,067; 0,13; 0,20; 0,27; 0,33; 0,40; 0,47 e 0,53. A
solucdo de DNA-Hoechst em tampéao Trisma-HCI (10% DMSO) foi empregada como

controle.

Imediatamente ao preparo das solugdes, foram realizadas as triplicadas
das medidas das solugbes em uma placa opaca de 96 pogos (200 pL/pogo). Apés o
plagueamento das solucdes, os espectros de emissdo de fluorescéncia foram
registrados na regido de 370 a 700 nm, com o comprimento de excitacdo de 340 nm.

As medidas foram realizadas nas temperaturas de 25, 30 e 37°C.
3.5.4 Eletroforese em gel de agarose

Neste ensaio foi utilizado DNA plasmidial pBR322 a 40 pyM com
diferentes concentracdes dos complexos (razdes molares [Complexo]/[DNA] = 0,25;
0,50 e 1,00). O DNA plasmidial foi incubado com os complexos dissolvidos em DMSO
(10%) a 37 C° por 18 h. As medidas de mobilidade eletroforética foram realizadas em
gel de agarose 1%, em tampao TAE (0,45 M Tris-HCI, 0,45 M &cido acético, 10 mM
EDTA, pH 8,5). Uma aliquota de 10 mL de marcador de peso molecular (ladder)
também foi transferida para um dos pocos do gel de agarose. A corrida eletroforética
foi realizada em uma cuba de eletroforese com tampéo TAE a 40mV por 2h30min. Ao
final da corrida, o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio por 20min, e em
seguida revelado em fotodocumentador Gel Doc™ EZ Bio-Rad. O tratamento das
imagens foi realizado empregando software ImageLabTM 6.0.0.

3.5.5 Reacdo com o nucleosideo guanosina

Foi preparada uma solucdo dos complexos da série A (0,011 mmol) e
guanosina (0,022 mmol) em 500 uL de DMSO deuterado. Foram medidos espectros

de RMN de 'H em diferentes tempos.
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3.5.6 Estudo de interacdo com HSA

Foi conduzido um estudo da interagdo dos compostos sintetizados com
a proteina albumina do soro humano (HSA), por meio da observacdo da supresséo
da fluorescéncia da HSA na presenca desses compostos. E relevante mencionar que
a correcéo do efeito de filtro ndo foi realizada.

Inicialmente, determinou-se a concentracdo da HSA por UV-Vis
empregando o valor da absorbancia e da absortividade molar da HSA em 280nm (g =
36500 cm™ mol? L) e do caminho 6ptico (b = 1 cm), de acordo com a lei a Lambert-
Beer: C = A2go/ (€280 x b). Preparou-se uma solucdo estoque de HSA (5,25 umol L)
em Trisma-HCI.

Em microtubos foram adicionadas diferentes concentracoes dos
complexos em DMSO (2.5-17.5 uM), em um volume de 100uL (10% DMSO). Aos
microtubos, adicionou-se 900uL da solucédo estoque de HSA, completando-se um
volume final de 1000uL. Em um dos microtubos adicionou-se apenas a solugéo
estoque de HSA e DMSO na auséncia dos complexos.

As medidas foram realizadas em triplicata. Trés aliquotas de 200uL de
cada concentracdo dos complexos foram transferidas para trés pocos de uma placa
opaca de fundo transparente de 96 pocos as medidas. Os espectros de emisséo de
fluorescéncia foram obtidos em fluorimetro Synergy/H1-Biotek monocromador, a
25°C, 30°C e 37°C, realizando a excitacdo em 270 nm e registrados 0s espectros na
regido de 300 a 500 nm. As solugdes foram incubadas por 15 minutos antes de cada
medida.

A andlise quantitativa do processo de supressado da fluorescéncia foi
realizada utilizando a equacéao de Stern-Volmer886 (Equacéo 3):

D=1+ Ky [Q] = 1 + koo [Q] Eq. 3

onde Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca do agente
supressor, respectivamente; Ksv € a constante de supressdo da fluorescéncia de
Stern-Volmer; kq é a constante de supressao bimolecular; to € o tempo de vida médio
da fluorescéncia (6,2 ns) e [Q] é a concentracdo do complexo, o agente supressor. A
constante de ligacdo (Kn) e o numero de sitios de ligacdo (n) foram obtidos por meio

da seguinte Equacéo 4:
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log [FO; F] = log K, + nlog[Q] Eq. 4

Os parametros termodinamicos de energia livre de Gibbs (AG°), variacao
de entalpia (AH°) e variagédo de entropia (AS°) foram calculados para avaliar o tipo de

interacdo dos complexos com a HSA por meio das Equacdes 5 e 6:

Kol — [L _1]|2H
In I<_1]_[T1 T,] R Eq. 5
AG = —RT In Ky = AH- TAS Eq. 6

Onde, K1 e K2 séo as constantes de ligagéo nas temperaturas Tie Tz e

R é a constante dos gases (8,314 J mol* K1).
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CAPITULO 4
RESULTADOS E DISCUSSAOQ: SERIE A

A fim de facilitar para o leitor acerca da apresentacdo dos resultados
discutidos, os complexos foram divididos em trés séries, baseadas em 3 tipos distintos

de ligantes:
Série A — Curcumina;
Série B — Naftoquinonas e antraquinona;

Série C — Lapachol.

Os resultados e discussdes referentes a cada série foram divididos em
capitulos e em cada uma das séries os dados serdo abordados em partes, conforme

segue:

1. Sintese e caracterizacdo dos complexos;
2. Estudos biolégicos dos complexos;

3. Interacdo dos complexos com biomoléculas.

4.1 Sintese e caracterizacdo dos complexos da série A

Os complexos de formula geral [Pd(cur)(PP)]PFe [onde cur = curcumina;
PP = trifenilfosfina (PPhs; A1l); 1,2-bis(difenilfosfina)etano (dppe; AZ2); 1,3-
bis(difenilfosfina)propano (dppp; A3); 1,4 -bis(difenilfosfina)butano (dppb; A4); 1,1"-
bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf; A5)] foram sintetizados pela substituicdo dos
ligantes cloridos, dos complexos precursores, do tipo [PdCIx(P-P)] (P1-P5),
previamente sintetizados, pela curcumina. A desprotonacdo do ligante curcumina
ocorreu na presenca dos solventes, sem a necessidade da adigcao de base ao meio
reacional. Para facilitar a saida dos cloretos foi empregado o AgBF4. O sal KPFe foi
adicionado no meio reacional para que o anion PFs~ atuasse como o contra-ion dos
complexos monocatiénicos. A rota sintética para os complexos da série A esta
ilustrada no ESQUEMA 4. 1.
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P,, \\P _]PFG
m 2,2 AgBF, s
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Dy N KPF
Pd + CUR —— 0’ \0
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HO OH
P1 - trans-[PdCl,(PPh;),] A1 - [Pd(cur)(PPhs),]PFs
P2 - [PdClx(dppe)] A2 - [Pd(cur)(dppe)]PFs
P3 [PACI,(dppp)] A3 - [Pd(cur)(dppp)]PFs
4 - [PdCI,(dppb)] A4 - [Pd(cur)(dppb)]PFg
- [PACl,(dppf)] A5 - [Pd(cur)(dppf)]PFg
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ESQUEMA 4. 1. Rota sintética dos complexos pertencentes a série A.

Com o intuito de verificar a carga dos complexos Al1-A5 medidas de
condutividade molar foram realizadas em DMSO e diclorometano, a 1 mmol.L, os
valores obtidos (TABELA 4. 1) estdo dentro da faixa de eletrélito 1:1.87 Os dados de
analise elementar dos complexos sdo condizentes com as estruturas propostas
(TABELA 4. 1).

TABELA 4. 1. Dados de analise elementar (valores teoricos entre paréntesis) e
condutividade molar (ohm™" cm? mol') em DMSO e CH2Clz.

Complexos %C %H Am
DMSO* CH2CIl>**
Al - [Pd(cur)(PPh3)2]PFs 59,75 (59,88) 4,53 (4,32) 26,6 44,8
A2 - [Pd(cur)(dppe)]PFs 55,52 (55,50) 4,28 (4,26) 25,3 33,5
A3 - [Pd(cur)(dppp)]PFs 55,94 (55,91) 4,62 (4,40) 25,2 32,7
A4 - [Pd(cur)(dppb)]PFs 56,30 (56,31) 4,68 (4,53) 26,8 44,2
A5 - [Pd(cur)(dppf)]PFs 56,25 (56,31) 4,32 (4,04) 21,6 45,4

*Faixa para eletrélito 1:1 em DMSO 20-62 ohm™' cm? mol'; **Faixa para eletrdlito 1:1
em CH2Cl2 12-77 ohm' cm? mol-'.8”

A técnica de difracdo de raios X por monocristais foi empregada para
elucidacao estrutural dos complexos, no estado solido. Os cristais foram obtidos pela
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técnica de lenta evaporacao de uma solucédo de cada complexo em diclorometano e
metanol (razéo 1:1 v/v). Foi possivel obter monocristais adequados para difracdo dos
complexos Al, A2, A4 e A5, como mostradas as estruturas cristalinas na FIGURA 4.
1. Os complexos A1, A2 e A5 cristalizaram-se no sistema monoclinico, enquanto o
complexo A4 cristalizou-se no sistema triclinico. Os demais parametros
cristalograficos estao descritos na TABELA A. 2, no Apéndice — Parte I. Os complexos
possuem em sua esfera de coordenacado a fosfina de interesse e um ion do ligante
curcumina, coordenado de forma bidentada, pelos &4tomos de oxigénio do grupo
cetona e enol, de modo desprotonado. Além disso, esta presente o PFs’, na unidade

assimétrica do complexo, que atua como contra-ion.

FIGURA 4. 1. Estruturas cristalogréaficas obtidas dos complexos Al, A2, A4 e A5 (0
contra-ion PFs~ foi omitido para melhor visualizacdo das moléculas), atomos
representados no modo ORTEP (elipsoides em 30%).

Os éangulos e comprimentos de ligacbes selecionados estédo

apresentados na TABELA 4. 2. Em todos os casos, pelos valores de angulo de ligacao,
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o atomo de paladio apresenta uma geometria quadratica plana distorcida,
evidenciado pelos angulos proximos a 90° e 180°. Os comprimentos de ligacdo em
torno do centro metalico, Pd-P estédo de acordo com o esperado para o sistema®-°,
e os comprimentos Pd-O séo similares ao encontrado para um complexo relatado em
literatura, [Pd(bipy)(BDHC-A2)]PFs (BDCH-A2 = bisdehidroxicurcumina), com valores
iguais a 1.975(4) (A) e 1.978(4) (A).” Ademais, as distancias das ligacdes C—O s&o
semelhantes a da curcumina livre, devido a deslocalizagdo eletronica ja existente na
molécula antes da coordenacgdo e que permanece apds esta ocorrer. Esses valores

também séo similares aos reportadas na literatura.®!

TABELA 4. 2. Comprimentos de ligagéo (A) e angulos de ligacéo (°) selecionados das
estruturas cristalinas dos complexos Al, A2, A4 e A5.

Comprimento de Complexos
ligacéo (A) curt Al A2 A4 A5
Pd(1)-P(2) —  2,2866(6) 2,2162(5) 2,2409(17) 2,2596(10)
Pd(1)-P(2) - 2,2569(6) 2,2257(6) 2,2504(15) 2,2816(10)
Pd(1)-0O(1) —  2,0444(16) 2,0509(14) 2,063(4) 2,045(3)
Pd(1)-0(3) —  2,0360(16) 2,0486(14) 2,051(4) 2,046(3)
C(1)-O(1) 1,298 1,286(3)  1,290(3)  1,285(7) 1,280(5)
C(3)-0(3) 1,303  1,285(3)  1,282(2)  1,271(7) 1,294(5)
Angulo de ligacéo (°) Complexos
Al A2 A4 A5
P(2)-Pd(1)-P(1) 95,69(2)  86,01(2)  92,93(6) 95,95(4)
O(1)-Pd(1)-P(1) 170,01(5) 176,25(4) 17527(11) 177,49(8)
O(1)-Pd(1)-P(2) 87,14(5)  91,07(4) 90,87(11)  83,64(8)
O(3)-Pd(1)-P(1) 84,72(5)  89,30(4) 84,01(12)  88,63(8)
0O(3)-Pd(1)-P(2) 178,18(5) 173,61(4) 176,92(12) 175,40(8)
0(3)-Pd(1)-0(1) 92,74(6)  93,79(6)  92,21(15)  91,79(11)

*Valores retirados CCDC (Cambridge Crystallographic Data Centre) Codigo 636155.

A espectroscopia vibracional de absor¢dao na regido do infravermelho
também foi empregada como uma técnica de caracterizagdo dos complexos no estado
sélido. A curcumina apresenta modos vibracionais caracteristicos na regido do

infravermelho, tais quais os principais sdo: vOH; v(C=0) cetona; v(C=C) alifatico;
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8CO enol e v(C-0) fenol (TABELA 4. 4).°2% A banda v(C=0) da curcumina
coordenada se deslocou para uma menor frequéncia, em comparacdo a curcumina
livre, devido a enfraguecimento da ligacdo C=0, com a retrodoacéo, perda parcial do

carater de dupla ligacdo apds coordenacao. Além destas, as bandas v(C=C) alifatico

(1514 cm?) e v(C-0O) fenol (1282 cm™), entre outras, do ligante curcumina, livre,
permanecem em regides similares nos espectros nos complexos. Os espectros de
absorcéo na regido do infravermelho da curcumina e dos complexos estéo dispostos
no Apéndice — Parte |, FIGURA A. 1 — A.6.

Os espectros na regido do infravermelho exibem outras bandas
caracteristicas, como vP-C, da fosfinas, por volta de 1100 cm™, e as bandas de alta
e média intensidade, em torno de 840 e 557 cm™!, respectivamente, que séo atribuidas

aos modos vibracionais do contra-ion PFs .%4

TABELA 4. 3. Atribuicdo tentativa das principais frequéncias vibracionais, nos
espectros de absorcao na regido do infravermelho dos complexos A1-A5 e curcumina,
em KBr.

Frequéncia Vibracional (cm?)

Atribuicdes Compostos
Cur Al A2 A3 A4 A5

v OH 3448 3503 3510 3458 3514 3491
v (C=0) cetona 1628 1621 1624 1616 1622 1620
v (C=C) alifatico 1514 1504 1504 1504 1506 1504
6 CO enol 1425 1435 1435 1437 1435 1435
v (C-0) fenol 1282 1282 1280 1290 1292 1288
vP-C - 1095 1030 1085 1100 1095
v P-F - 840 840 844 840 844
o P-F - 557 559 557 557 559

v = vibrag&o de estiramento; 6 = vibragéo no plano.

Outra técnica empregada na caracterizacdo dos complexos A1-A5 foi a
espectrometria de massas, realizada usando um sistema Agilent 6545 qTOF MS,
equipado com uma interface eletrospray (ESI) de Jet no modo positivo. Por meio
desta, foi possivel encontrar os sinais referentes ao ion molecular dos complexos
monocationicos, com padrao isotopico do paladio, apos a perda do contraion PFs .
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Para o complexo Al o pico predominante no espectro de massas obtido
corresponde ao cation complexo [Pd(cur)(PPhs)2]*, sugerindo que esse complexo &
altamente estavel e ndo suscetivel a fragmentacéo sob as condi¢gdes do experimento,
como mostrado na FIGURA 4. 2. Os demais complexos apresentaram o pico do
cations, como esperado, do tipo [Pd(cur)(PP)]*, porém também outras fragmentacdes
sao observadas, os espectros estédo disponiveis na FIGURA A. 7, em Apéndice.

Os valores de razdo massa/carga (m/z) para os cétions complexos estao
de acordo com os valores esperados (tedricos), apresentando erro entre o valor

tedrico e experimental inferior a 2 ppm, como mostrado na TABELA 4. 4.
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FIGURA 4. 2. Espectro de massas do complexo Al.

0

TABELA 4. 4. Razdo massa carga (m/z) tedricos e experimentais, € erro em ppm,
referentes ao pico [M]* dos complexos A1-Ab5.

Complexos m/z
. . Erro (ppm)
[M]* Teorico Experimental
Al - [Pd(cur)(PPhs)2]* 997,2039 997,2049 1,88
A2 - [Pd(cur)(dppe)]* 871,1570 871,1575 0,57
A3 - [Pd(cur)(dppp)]* 885,1726 885,1719 0,79
A4 - [Pd(cur)(dppb)]* 899,1883 899,1879 0,44
A5 - [Pd(cur)(dppf)]* 1027,1232 1027,1230 0,19

Uma técnica amplamente utilizada em nosso grupo de pesquisa € a
ressonancia magnética nuclear (RMN). Dentre os diversos nucleos que analisamos,
destaca-se o nucleo do atomo de fosforo 3'P{*H}, que devido a sua abundancia de
100% a obtencéo de espectros é relativamente rapida, assim pode-se acompanhar a

evolucao da reacao, adquirindo o espectro de aliqguotas do meio reacional, utilizando-
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se um capilar fechado contendo D20 (reutilizavel) no tubo. Desta forma, para a
caracterizacdo dos complexos finais, sdo empregadas também técnicas 1D e 2D em
nuicleos como carbono (*3C) e hidrogénio (*H), em solventes deuterados, para assim
propor uma estrutura coerente com os dados obtidos.

Os espectros de RMN de 3P{!H} dos precursores desta série
apresentaram um singleto, em CH2Cl2/D20: trans-[PdCl2(PPhs)2] 23,2 ppm;
[PACl2(dppe)] 64,7 ppm; [PdClz(dppp)] 11,2 ppm; [PdCl2(dppb)] 29,3 ppm e
[PACI2(dppf)] 33,9 ppm. Apo6s a coordenacdo da curcumina foi possivel observar um
singleto para todos os complexos, devido a equivaléncia magnética dos atomos de
fésforo que estédo trans aos atomos de oxigénio da curcumina. Nos complexos Al e
A5 os singletos deslocam-se para em regides mais desblindadas do espectro de RMN
de 3!P{*H} (para campo mais baixo), o que indica que o &tomo de fésforo se encontra
menos protegido, em relacdo ao precursor, ou seja, os fésforos estdo doando mais
em o do que recebendo em n. No entanto, o contrario acontece para os complexos
A2, A3 e A4, pois os singletos deslocam-se para regido mais blindada que nos
precursores (FIGURA 4. 3). E possivel ainda observar um septeto, por volta -140

ppm, referente a presenca do contraion PFe.

35,5 ppm [ O

609 pom R U O ')

15,5 ppm l J L,J‘Jw\._,i__:}i
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FIGURA 4. 3. Espectros de RMN de 3'P{*H} dos complexos A1 — [Pd(cur)(PPhz)2]PFe,
A2 — [Pd(cur)(dppe)]PFs, A3 — [Pd(cur)(dppp)]PFs, A4 — [Pd(cur)(dppb)]PFs e A5 —
[Pd(cur)(dppf)]PFs, em CH2Cl2 (com capilar de D20).
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Para melhor caracterizacdo dos complexos foram realizados alguns
experimentos com a curcumina. O espectro de RMN de 'H da curcumina livre é
duplicado, devido a molécula ter um plano de simetria, onde o H(1) se encontra no
centro de simetria (Apéndice — Parte I, FIGURA A. 8). O hidrogénio do grupo enol ndo
foi possivel observar no espectro, pois participa da ressonancia, e é o hidrogénio mais
acido da molécula, trocando facilmente com o deutério do solvente. A atribuicdo do
espectro foi feita utilizando de comparacdo com dados da literatura e foi possivel
identificar que o produto encontra-se puro e concordante em nuamero de hidrogénios,

acoplamento e deslocamento quimico.

No experimento de RMN de *H para os complexos pdde-se observar os
sinais referentes aos ligantes curcumina e fosfina coordenados ao centro metalico. A
FIGURA 4. 4 exemplifica os espectros obtidos, mostrando o complexo A3, onde tem-
se a atribuicdo de todos os hidrogénios presentes nos ligantes coordenados ao
paladio. Quatro regides distintas de sinais se destacam. A primeira regido corresponde
aos hidrogénios alifaticos da fosfina (a,b) e préximo a estes os sinais das metoxilas
da curcumina (Hi1), a segunda regido dos hidrogénios aromaticos e vinilicos da
curcumina de & 7,0-5,7 ppm, a terceira regido de 5 7,5-8,0 ppm condizendo com o0s
hidrogénios aromaticos da fosfinas (o/m/p) e um ultimo sinal na regido, em 4 8,15 ppm
referente aos hidrogénios da hidroxila (Hi2). Também pode-se observar que os
acoplamentos e as integrais concordam com a estrutura proposta (vide Apéndice,
FIGURA A. 2 — A. 6).
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FIGURA 4. 4. Espectro de RMN de 'H obtido para o complexo A3, em acetona-ds.
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Os experimentos de mapas de contorno 2D H-'H COSY confirmam as
atribuicdes feitas para os complexos. Para o complexo A2, que exemplifica o obtido
para a série A, observa-se os acoplamentos entre os hidrogénios vizinhos, como os
exibidos entre os hidrogénios arométicos das fosfinas (o/m/p), os hidrogénios do
ligante curcumina (1/3/4/6/9/10), os hidrogénios da metoxila do ligante curcumina (11)

e os hidrogénios alifaticos da dppe (e), conforme indicado na FIGURA 4. 5.
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FIGURA 4. 5. Mapa de contorno *H-H COSY obtido para o complexo A2 em acetona-
des. Vé-se destacados os diferentes grupos de acoplamentos exibidos pelo complexo.

Nos espectros de RMN de *C{*H} de todos os complexos observou-se
o sinal em regido mais desblindada, em torno de 178 ppm, sendo ele atribuido ao
carbono do grupo enol-cetona da curcumina coordenada. Este sinal apresenta um
pequeno deslocamento para regido mais blindada, em relagéo a curcumina livre (184
ppm) (FIGURA A. 13, no Apéndice — Parte ). O deslocamento quimico encontrado
para o carbono do grupo enol-cetona da curcumina coordenada é semelhante a
complexos de Pd(ll) com curcumindides encontrado na literatura.” O deslocamento
quimico desse sinal no RMN de 3C{*H} corrobora com os comprimentos de ligacédo
encontrados no raio X, o qual ndo apresenta diferenca significante entre a curcumina
livre e coordenada, pelo fato de ja haver a ressonancia antes da coordenacgéo e a
mesma se mantém apoés a coordenacao.

Por meio dos espectros bidimensionais de HSQC (*H-13C) e HMBC (*H-
13C) (FIGURA A. 11 — A. 12, em Apéndice — Parte 1), que mostram acoplamentos entre
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carbonos e hidrogénios que estéao diretamente ligados e entre carbonos e hidrogénios
a multiplas ligacdes, respectivamente, facilitou a atribuicdo de todos os sinais
observados nos espectros de carbono (**C), como demonstrado para o complexo A4
na FIGURA 4. 6 e para o restante dos complexos no Apéndice — Parte |, FIGURA A.
13.
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FIGURA 4. 6. Espectro de RMN de 3C{*H} obtido para o complexo A4, em acetona-
ds.

Os complexos também foram investigados quanto as suas transicoes
eletrbnicas, por meio da espectroscopia de absorcao na regido do ultravioleta e visivel
(200-800 nm). Quando uma molécula absorve anergia, um elétron é promovido de um
orbital ocupado para um orbital desocupado de maior energia potencial.®®* Na FIGURA
4. 7 apresenta-se um diagrama representativo, onde os niveis de menor energia sao
ocupados [o, © € n (orbitais ndo ligantes)], e os niveis desocupados, ou antiligantes

(7* e o*), sdo aqueles de maior energia.
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FIGURA 4. 7. Esquema representativo dos niveis de energia e transicfes, com
destaque para transicées n—m* e T—>m*.

As principais bandas de absorc¢ao do ligante curcumina, no espectro de
UV-vis € na regido de 265, 374 (ombro) e 427 nm. A banda em 265 e 374 nm
corresponde a transi¢cdes n—n*, enquanto a banda em 427 nm pode ser devido a
transicdo n—n*, ou a combinacgédo das transicdes n—n* € N—>ms* 3%

Os espectros dos complexos A1-A5 apresentaram o mesmo perfil, uma
banda com o maximo em aproximadamente 272 nm e outras duas bandas mais
intensas com seus maximos em aproximadamente 478 e 468 nm, como mostrado na
FIGURA 4. 8 (linha preta), para o complexo Al. O espectro do complexo Al foi
deconvoluido em 11 componentes gaussianas. As 4 componentes gaussianas de
mais alta energia (linha tracejada azul) foram atribuidas a transicées do tipo n—m*
(FIGURA 4. 8). Estas bandas sao tanto de transferéncia de carga interna (ILCT) do
ligante curcumina, como ja& mencionado anteriormente, bem como a transi¢fes de
transferéncia de carga interna dos anéis aromaticos dos do ligantes fosfinicos, t—nx,
PPhs.%597 As bandas de maior intensidade em 478 e 468 nm sao formadas pela
sobreposicao de 3 bandas (linha tracejada em vermelho), como demonstrado pela
deconvolucdo do espectro, estas sao atribuidas a transicbes n—n+. Por fim, as
bandas de menor intensidade (linha tracejada em verde) podem ser atribuidas a
transicdo de metal para o ligante curcumina (MLCT, Pd—nr*) ou transicbes d—-d do

centro metalico Pd.
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FIGURA 4. 8. Espectro eletrénico experimental (obtido em DMSO), deconvolucao e
atribuicdo tentativa das bandas do complexo A1l.

A TABELA 4. 5 mostra os comprimentos de onda maximos das bandas
observadas, bem como os respectivos valores de absortividades molares (¢) de todos
0os complexos, além da atribuicdo tentativa das bandas. A absortividade molar foi
calculada graficamente a partir da relacdo entre absorbancia e concentracdo do
composto, dada pela lei de Lambert-Beer (A = ebC), em que, b e C sdo o comprimento
da célula (1 cm para a cubeta de quartzo usada) e a concentracdo do cromoforo
respectivamente, ¢ € dado pelo coeficiente angular da curva A versus [C]. As curvas
referentes aos complexos A1-A5 sao apresentadas na FIGURA A. 14, na secao de

Apéndice — Parte I.
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TABELA 4. 5. Comprimento de onda de absor¢cdo méxima (A, nm) absortividade molar
(e, L molt cm?) e atribuicdo tentativa das bandas. Os espectros eletronicos
experimentais foram registrados em solucfes dos complexos em DMSO.

Complexos A (nm) g (L moltcm?) Transicdes
A1l - [Pd(cur)(PPhs)2]PFs 276 34369 ILCT, n—sm*
448, 468 47007, 48277 N—m*/ N7
A2 - [Pd(cur)(dppe)]PFs 272 38432 ILCT, non*
448, 468 55770, 59179 N—m#/ N—>m+*
A3 - [Pd(cur)(dppp)]PFes 268 38638 ILCT, non*
446, 468 52960, 57954 N—>m#/ N—>m*
A4 - [Pd(cur)(dppb)]PFs 272 36075 ILCT, non*
448, 470 46129, 50752 N—m+/ N—>m*
A5 - [Pd(cur)(dppf)]PFs 274 38872 ILCT, non*
448, 468 45738, 49780 N—1*/ N—7*

Os ensaios de atividade antioxidante dos compostos foram realizados,
uma vez que a curcumina € um antioxidante natural, devido a presenca de grupos
fendis ligados ao anel.* O ensaio de avaliacdo da capacidade de sequestro de
radicais livres pelo DPPH é um método amplamente empregado. O DPPH (1,1-difenil-
2-picril-hidrazil) é um radical livre estavel, que na presenca de um elétron ou de um
radical de hidrogénio acessivel, se converte em uma molécula diamagnética estavel.
Sob a forma de radical, o DPPH+ exibe uma coloracdo purpura e uma absorcao
distintiva de luz em 517 nm. Essa coloracdo purpura desaparece quando ocorre a
transferéncia de elétrons do composto antioxidante para o radical livre, transformando

o DPPH em uma coloragdo amarela (FIGURA 4. 9).

NO, NO,
. H

O:N N—N + A-H = O,N N—N + A"
NO, NO,

FIGURA 4. 9. Esquema representativo do teste de sequestro de radicais livres DPPH.
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A TABELA 4. 6 apresenta os valores de ICso (30 minutos de incubagéo),
gue representa a concentracdo do composto utilizado para eliminar 50% dos radicais
livres. O complexo Al apresentou maior atividade antioxidante da série, com valor
menor até que o acido ascoérbico, que é um poderoso antioxidante. Além disso, o

complexo A2 apresentou uma atividade oxidante similar ao acido ascorbico.

TABELA 4. 6. Teste de ICso para atividade sequestradora de radicais livres (30 min).

Compostos IC,, (1M)
Acido Ascorbico 20,70+ 2,42
A1 14,82 + 0,84
A2 19,08 + 0,78
A3 48,41 + 0,26
A4 34,19 £ 2,89
A5 25,26 + 1,28

Para a realizacdo dos testes bioldgicos uma importante informacéo é
conhecer a estabilidade dos complexos sintetizados, em solucéo, principalmente no
meio biolégico utilizado na cultura das células e no solvente utilizado para dissolver
0s compostos (DMSO). Assim, primeiramente, por meio da técnica de RMN de 3'P{1H}
foi avaliada a estabilidade dos complexos em DMSO em 0, 24 e 48 horas. Os
complexos A1-A5 foram solubilizados em DMSO (um capilar de D20 foi utilizado como
referéncia) e imediatamente foi registrado um espetro de RMN de 3'P{'H}, depois
foram registrados espetros em 24 e 48 horas. Os complexos foram estaveis em DMSO
em até 48 horas, como mostrado para o complexo Al, na FIGURA 4. 10 e na secédo

de Apéndice, na FIGURA A. 15 para os demais complexos.
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FIGURA 4. 10. Espectros de RMN de 3'P{1H} de A1 em DMSO, em diferentes tempos.

Foram registrados espectros de UV-vis das solu¢cdes dos complexos Al-
A5 (20 uM) em RPMI sem fenol e 0,5% DMSO, em 0, 24 e 48 horas, para avaliar a
estabilidade dos complexos nas condi¢cdes dos ensaios biolégicos. Houve uma
diminuicao da intensidade das bandas em até 48 horas para todos os complexos desta
série, como mostrado na FIGURA 4. 11, indicando uma decomposi¢cao dos complexos
em meio de cultura com o passar do tempo.

A estabilidade da curcumina livre também foi avaliada, nas condi¢cdes
experimentais utilizadas. Como apresentado anteriormente, a literatura mostra que a
curcumina possui uma instabilidade em condi¢@es fisiolégicas, formando diferentes
subprodutos.*®% Ao compararmos os espectros dos complexos sintetizados com o
espectro da curcumina livre, pode-se ver que a curcumina livre se decompde mais
rapidamente, pois ja em 24 horas de mistura ha um completo desaparecimento da
banda na regido de 450 nm. A literatura traz que a biciclopentadiona € o principal
produto formado a partir da auto oxidagdo da curcumina, podendo entéo ser este 0
produto formado.*’*® Os complexos Al, A4 e A5 se degradam mais lentamente,
apresentando ainda uma banda de baixa intensidade em torno de 450 nm em 48 horas
de mistura (FIGURA 4. 11).
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FIGURA 4. 11. Espectros UV-vis do complexo A1-A5 e curcumina, ambos a 20 uM,
em 0,5% DMSO e meio de cultura RPMI sem fenol (99,5 %) em diferentes tempos.

4.2 Estudos biolégicos dos complexos da série A

O efeito dos complexos na viabilidade celular foi avaliada empregando o
método de MTT.8 Os valores de ICso (concentracdo inibitéria de 50% da viabilidade
celular) foram calculados para as linhagens celulares tumorais MDA-MB-231 (mama,
triplo negativo), MCF-7 (mama, ER positiva), SKBR-3 (mama, superexpressdo de
HER2/neu), A549 (pulmao), DU-145 (préstata), A2780 (ovario) e A2780cis (ovario
resistente a cisplatina) e para as linhagens nao tumorais MCF-10A (mama) e MRC-5
(pulméo). A TABELA 4. 7 mostra os resultados de ICso obtidos para os complexos

sintetizados, precursores, curcumina e para o farmaco de referéncia cisplatina e as
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curvas de concentracdo-resposta sdo mostradas na FIGURA A. 16, na secao de
apéndice — Parte I.

Os resultados mostraram que de modo geral os complexos exibiram
valores menores de ICso que a curcumina livre e que os precursores. Os complexos
A1-A5 nado foram muito ativos (apresentam altos valores de ICso) contra as linhagens
de células tumorais MCF-7, A549 e DU-145, e nas linhagens celulares ndo tumorais
MCF-10A e MRC-5. Os resultados de ICso encontrados para os complexos de A1-A5,
na linhagem de células MCF-7, sdo semelhantes ao ja observado para outros
complexos Pd/bipy/curcumina na mesma linhagem.®! Na linhagem de células MDA-
MB-231 os complexos Al e A5 se destacaram, com seus menores valores de ICso,
por volta de 5 umol/L. Porém, os complexos se mostraram mais ativos (menores
valores de ICso0) contra as linhagens de ovéario, como € o caso do complexo A1l que
mostrou um muito baixo valor de ICso nas linhagens de células A2780 (0,5 + 0,1
umol/L) e A2780cis (1,4 £ 0,4 umol/L).

Um dos parametros correlacionados com os resultados de citotoxicidade
€ a lipofilicidade dos compostos (TABELA 4. 7). O coeficiente de particdo em n-
octanol/ meio aquoso é uma medida quantitativa da lipofilicidade e desempenha um
papel essencial no desenvolvimento de compostos para aplicagdes biolégicas, uma
vez que esta relacionado com processos como distribuicdo, absorcdo e outros no
ambiente bioldgico.%®1% Valores positivos dos coeficientes de partigdo indicam que os
complexos A1-A5 tém uma afinidade maior pela fase organica em comparagao com
a fase aquosa. Esse método é frequentemente utilizado para avaliar a capacidade de
um composto de atravessar as membranas plasmaticas, compostas por uma
bicamada lipidica, por difusdao passiva. Os resultados dos coeficientes de partigao
sugerem que os complexos da série A podem atravessar a membrana plasmatica por
difusdo passiva devido a sua natureza lipofilica. Contudo, néo é possivel estabelecer
uma relacéo direta com os valores de lipofilicidade e citotoxicidade para os complexos

da série.
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TABELA 4. 7. Valores de ICso obtidos para os complexos A1-A5 (Al - [Pd(cur)(PPhs)2]PFe; A2 - [Pd(cur)(dppe)lPFs; A3 -
[Pd(cur)(dppp)]PFs; A4 - [Pd(cur)(dppb)]PFe; A5 - [Pd(cur)(dppf)]PFse), precursores (P1 - [PdCI2(PPhs)z]; P2 - [PdClz(dppe)]; P3 -
[PdClz2(dppp)]; P4 - [PdCl2(dppb)]; P5 - [PdCl2(dppf)]), curcumina (cur) e cisplatina (CDDP) frente as linhagens celulares tumorais (MDA-
MB-231, MCF-7, SKBR-3, DU-145, A2780 e A2780cis) e ndo tumorais (MCF-10A e MRC-5) apds 48 horas de tratamento.

ICs0 (umol/L) 48 h

Come. MDA-MB-231 MCF-7 SKBR-3 MCF-10A DU-145 A2780 A2780cis MRC-5 log P
A1 50+0,2 248+0,2 15,2+0,8 240 126+04 05101 1,4+04 240 0,58 + 0,08
A2 10,7+ 0,2 226+03 91+08 128+12 186+04 52+0,8 49+05 240 0,27 £ 0,04
A3 15,9+0,7 120+11 72+03 225+1,7 185+13 37+03 11,8+x05 153+0,3 0,14+0,05
A4 13,4 +£0,7 151+04 9,6+0,2 240 229+06 1,1+0,2 12,3%+0,3 240 0,59 + 0,04
A5 58+0,3 240 8,8+0,3 240 240 59+0,8 27,9+0,6 240 0,23 £ 0,04
P1 225 225 225 n.t n.t n.t =225 n.t n.t

P2 =250 =250 =50 n.t n.t =250 =250 n.t n.t

P3 =50 =50 =50 n.t n.t n.t =50 n.t n.t

P4 =225 =225 225 n.t n.t n.t =225 n.t n.t

P5 250 240 240 n.t n.t n.t 9,9+0,9 n.t n.t
Cur 40,6 £ 0,5 36,8+ 1,6 n.t n.t n.t 80x03 22,7 £25 174+0,2 n.t
CDDP 10,2 £ 0,2* 139+20 10,2+09 294+08 23+04 18+08 318%+18 29,1+08 29,1+0,8
*Referéncia®; n. t: ndo testado.; A1-A5 ICs0 (A549): =240 umoll/L.
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Um dos principais fatores analisados para triagem dos complexos é a
seletividade, a qual se refere a habilidade dos complexos serem mais ativos frente as
células tumorais, quando comparada as células ndo tumorais. De posse dos
resultados de ICso foi possivel calcular os indices de seletividades, os quais séo
obtidos a partir da divisdo dos valores de ICso das células ndo tumorais pelos valores
de ICso nas células tumorais, como mostrado na TABELA 4. 8. Observou-se uma
maior seletividade dos complexos frente as células de ovario, quando comparada com
as células de mama. O complexo Al se destacou nesta série por possuir um excelente
indice de seletividade em ambas linhagens de células de ovario, com valores de =40

e 228, para as linhagens de células A2780 e A2780cis, respectivamente.

TABELA 4. 8. indices de seletividade (IS), obtidos a partir da diviséo dos valores de
ICso.

Compostos ISt IS2 1S3 IS4 IS
A1l - [Pd(cur)(PPh3)2]PFe 28,0 >1,6 22,6 240,0 >28,6
A2 - [Pd(cur)(dppe)]PFs 1,2 - 1,4 27,7 28,2
A3 - [Pd(cur)(dppp)]PFs 1,4 19 3,1 4,1 1,3
A4 - [Pd(cur)(dppb)]PFs 23,0 22,6 24,2 >36,4 23,2
A5 - [Pd(cur)(dppf)]PFs 26,9 - 24,5 26,8 21,4
Curcumina - - - 2,2 -
CDDP 2,9 2,1 2,9 12,8 0,9

ISt = ICs0 MCF-10A/ ICs0 MDA-MB-231; 1S? = ICso MCF-10A/ I1Cs0 MCF-7; 1S2 = ICso0
MCF-10A/ ICs0 SKBR-3; IS* = ICs0 MRC-5/ ICs0 A2780; I1S® = ICs0 MRC-5/ ICs0 A2780cis

A curcumina é um tipo de fotossensibilizador natural, que pode ativar
uma resposta fotodinamica por meio da radiacdo luminosa e atuar dentro da célula.
Alguns autores descrevem que o mecanismo de acdo da curcumina seja através da
geracdo de ROS.46101 Deste modo, foi avaliada a viabilidade celular das células
A2780cis, tratadas com os complexos e irradiadas em 460-465 nm, por 15 minutos.
Como pode-se observar na TABELA 4. 9, com incidéncia de luz os valores de ICso
calculados foram bem menores em comparag¢ao aos sem irradiacdo, indicando que
esses complexos podem ser utilizados em terapia fotodinamica. Porém, mais estudos

se fazem necessarios para comprovar esta hipotese.
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TABELA 4. 9. Valores de ICso obtidos na linhagem celular A2780cis, irradiado com luz
de led em 460 — 465 nm (15 min) e sem irradiacdo, para os complexos A1-Ab5.

ICs0 (umol/L) 48 h

Complexos

Sem irradiar Irradiado
Al - [Pd(cur)(PPhs)2]PFe 1,4+04 0,6 +0,2
A2 - [Pd(cur)(dppe)]PFs 49+0,5 26+04
A3 - [Pd(cur)(dppp)]PFs 11,8+0,5 3,7+0,2
A4 - [Pd(cur)(dppb)]PFs 12,3+£0,3 6,9+0,8
A5 - [Pd(cur)(dppf)]PFs 27,9+0,6 12,0+ 2,0

Assim, frente aos resultados promissores apresentados pelos
complexos desta série, decidiu-se prosseguir com demais estudos biolégicos com o
complexo Al, na linhagem A2780cis, pois 0 mesmo apresentou um bom indice de

seletividade e também baixo valor de ICso.

Para analisar as mudancas morfolégicos promovidas pelo complexo Al,
na linhagem tumoral A2780cis, as ceélulas foram tratadas com diferentes
concentracdes do complexo (proporcionais aos valores de ICso) e micrografias foram
feitas antes do tratamento (0 h) e em 24 e 48 horas de tratamento com o complexo.
Na FIGURA 4. 12 se vé as micrografias obtidas, onde observou-se nas concentracdes
>|Cso alteracbes como diminuicdo de densidade celular, aparecimento de células
redondas e perda de adesdo celular, o que é indicativo de morte celular.1? Essas
alteracbes séo intensificadas com o aumento da concentracdo e com o tempo de

exposicao das células ao complexo Al.
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Controle

A2780cis

Complexo A1

FIGURA 4. 12. Micrografias das células A2780cis ap0s tratamento com o complexo
A1l em diferentes concentragdes (1/4 x ICso (0,3 uM), ICso (1,4 uM), 2 x ICso (2,8 uM)
e 4 x ICso (5,6 uM)) e tempos de exposicao.

Para comparacdo, a analise morfologica também foi realizada na
linhagem de células ndo tumorais de pulmao (MRC-5), tratadas com o complexo Al.
Na FIGURA 4. 13, pode-se observar que apenas em 48 horas na concentragcéao de 40
umol/L o complexo Al foi capaz de causar danos as células, pois observa-se uma
menor densidade de células aderidas a placa e algumas no formato arredondado,
guando comparada ao controle. Esses resultados morfol6gicos sdo consistentes com
os do ensaio de MTT, em que o valor de ICso é maior que 40 pmol/L (maior

concentracgéo testada).
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48h

MRC-5

Complexo A1

FIGURA 4. 13. Micrografias das células MRC-5 apés tratamento com o complexo Al
em diferentes concentracdes e tempos de exposicao.

A migracdo celular esta diretamente associada a metastase, que
representa o fendbmeno pelo qual as células cancerigenas se propagam a partir do
tumor original para tecidos e 6rgdos distantes.%® Esse processo é a principal
responsavel pelas fatalidades relacionadas ao céancer, enfatizando a importancia do
desenvolvimento de compostos com a capacidade de inibir a migracao celular como
uma estratégia crucial no tratamento dessa enfermidade.'%41% Nesse contexto, o
complexo Al passou por investigacdo quanto a sua habilidade de suprimir a migracéo
celular, por meio da execucao do ensaio de cicatrizacéo de feridas (Wound Healing).
Tal método envolve a criagdo de uma inciséo controlada na monocamada celular, que
apresenta uma confluéncia de aproximadamente 80%, seguida pelo subsequente
tratamento utilizando as solucdes dos referidos complexos.106:107

Apb6s o tratamento, observou-se que com o complexo Al é capaz de

inibir a migragéo celular nas concentrac¢des utilizadas, somente no tempo de 24h, uma

o7



Jocely de Lucena Dutra Resultados e Discussdo

vez que no tempo de 48h na presenca do complexo e na auséncia ndo houve
fechamento completo da risca (FIGURA 4. 14). E importante destacar que as
concentracbes empregadas do complexo foram mantidas abaixo do valor de ICso,
garantindo assim que o efeito observado fosse exclusivamente relacionado a inibi¢cdo

da migracao celular, sem qualquer efeito citotoxico.

(A) Complexo A1 ( )3 807
2
©
105 40+
Controle E
£
© 20 * *%
-§ — —
w
2
0- T
DMSO 181Cs,  1/21Cs,
— 1
60 24 horas

24h
T

40

20+

48h 1

% Fechamento da risca

I
DMSO  1/81Cs 1121Cs |
48 horas

FIGURA 4. 14. (A) Micrografias das células A2780cis obtidas no ensaio de Wound
Healing no qual avaliou-se o efeito na migracdo celular do complexo Al nas
concentracdes /gxICso (0,2 uM) e /2xICso (0,7 uM) (lente objetiva utilizada no
experimento foi com aumento de 4x). (B) Representacéo grafica da porcentagem de
fechamento da risca ap0s 24 e 48 h de incubacdo com o complexo. As imagens
apresentadas sao representativas de cada condicao e os dados representam a média
+ DP dos ensaios em triplicata. Significancia nos niveis *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
e ****p<0,0001 usando ANOVA e teste Dunnet’s.

O ensaio de sobrevivéncia clonogénica mede a capacidade de uma
Gnica célula proliferar indefinidamente e formar uma colénia de pelo menos 50
células.'®® Portanto, por meio deste ensaio, avaliou-se a poténcia citotoxica e a
capacidade proliferativa das células tratadas com A1l contra células A2780cis e MRC-
5. Para a linhagem celular A2780cis, os resultados mostraram que o complexo Al
inibiu significativamente a area e a intensidade das col6nias a de maneira dependente
da concentracdo apés 48 h de tratamento (FIGURA 4. 15), indicando efeitos

citotoxicos e citostaticos, ou seja, sado capazes de interferir no crescimento,
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desenvolvimento e na multiplicacdo celular e também atuam na morte das células

tumorais.
A2780cis
Complexo Al
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FIGURA 4. 15. Sobrevivéncia clonogénica das células A2780cis tratadas com
diferentes concentracdes (}/2xICso (0,7 uM), ICso (1,4 uM), 2xICso (2,8 uM) e 4xICso
(5,6 uM)) do complexo Al por 48 horas. A representacao dos pocos e limiares para o
experimento € mostrada junto com as quantificacdes graficas da area e intensidade
das colbnias. Os dados representam a média + DP dos ensaios em triplicata.
SignificAncia nos niveis * p<0,005, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 usando
ANOVA e teste Dunnet’s.

Para comparacgdo, foi realizado o ensaio de formacdo de colbnias
também com as células saudaveis MRC-5 (FIGURA 4. 16). Apds o tratamento com a
mesma concentracdo do complexo Al utilizada no ensaio anterior foi possivel
observar uma pequena diminuicdo na area e na intensidade das col6nias apenas na
concentracdo de 5,6 uM (equivalente a 4xICso na célula A2780cis), isso indica que
complexo Al é muito seletivo para as células tumorais A2780cis, pois o efeito
citotoxico e citostatico dele é mais acentuado na célula tumoral do que na célula nao
tumoral MRC-5.
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FIGURA 4. 16. Sobrevivéncia clonogénica das células MRC-5 tratadas com diferentes
concentracfes do complexo Al por 48 h. A representacdo dos pocos e limiares para
0 experimento é mostrada junto com as quantificacfes graficas da area e intensidade
das colénias. Os dados representam a média + DP dos ensaios em triplicata.
Significancia nos niveis * p<0,005, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 usando
ANOVA e teste Dunnet’s.

O ciclo celular é constituido por duas etapas fundamentais: a mitose
(Fase M) e a interfase (FIGURA 4. 17). Durante essas fases, uma sequéncia de
processos ocorre, desempenhando um papel crucial na replicacdo do DNA e na
subsequente divisdo da célula. A interfase, por sua vez, é subdividida em quatro
etapas distintas denominadas Go/G1, S, G2/M e Sub-Gi1. Na fase Go/G1, a célula se
prepara para a sintese do DNA, que ocorre durante a fase S. Posteriormente, na fase
G2/M, a ceélula se prepara para a divisdo celular que acontecera na fase M,
completando assim o ciclo. Durante a fase Go/G1, as células podem entrar em um
estado de repouso (quiescéncia) onde a atividade de replicacdo € suprimida, esse
estado é conhecido como Sub-Gai. Ao longo de todo o ciclo, existem pontos de controle
nos quais os componentes celulares duplicados séo verificados, determinando se as
células continuardo a prosseguir no ciclo celular. Esse avang¢o s6 ocorre quando nao
séo identificadas anomalias, como danos no DNA ou em organelas. Células tumorais

frequentemente apresentam mutagbes que resultam na perda desses pontos de
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controle, fazendo com que as células figuem presas em um ciclo de replicacéao

continuo, levando a proliferacédo descontrolada das células.09-111

FASE M

. Mitose
B '+ (divisao Citocinese
Preparagio + nuclear) (divisao
para a mitose d M citoplasmatica) . -

|
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Quiescéncia @

FIGURA 4. 17. Representacdo esquematica da progresséao das fases do ciclo celular.

Neste trabalho investigou-se a capacidade do complexo Al de alterar a
distribuicdo do ciclo celular das células tumorais A2780cis. Na FIGURA 4. 18 sdo
apresentados os histogramas e os graficos da porcentagem de distribuicdo do ciclo
celular em diferentes concentracdes de Al. Ao examinar o perfil de distribuicdo do
ciclo celular, fica evidente a acumulagéo de células com contetudo nuclear reduzido,
indicando claramente a presenca de DNA fragmentado (Sub-Gai), cuja intensidade &
dependente da concentragdo do complexo utilizado. Esse fendmeno indica a morte
celular como resultado da atuacdo do composto.12112

O acumulo das células em Sub-Gi ocorreu, significativamente, a partir
da concentracdo do ICso, consequentemente, a propor¢cao das células na fase Go/G1
e G2/M apresentou um decréscimo, em comparag¢do com as células ndo tratadas. A
reducdo na proporcédo das fases do ciclo celular sugere uma interferéncia significativa
do complexo na progresséao do ciclo celular, adicionalmente, o acumulo de células em
Sub-G1 é compativel com a ocorréncia de apoptose, uma vez que o processo de morte

por apoptose leva a fragmentacdo do DNA, devido a atuagcdo de enzimas
nucleares. 112113
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FIGURA 4. 18. (A) Histogramas de DNA do ensaio do ciclo celular nas células
A2780cis incubadas com iodeto de propidio (PI) (detectado no canal FL2-A), ap0s
tratamento com o complexo Al em diferentes concentragdes (/2 x ICso (0,7 uM), ICso
(1,4 uM) e 2 x ICso (2,8 uM)), por 48 h. (B) Gréafico da porcentagem de células em
cada fase do ciclo celular apos tratamento com o complexo Al, em diferentes
concentracdes, por 48 h. Os dados representam a média + DP dos ensaios em
triplicata. SignificAncia nos niveis *p<0,005; ** p<0,01; **p<0,001 e ****p<0,0001
usando ANOVA e teste Turkey’s.

A morte celular é um processo natural e essencial no ciclo de vida das
células em organismos multicelulares, existem dois principais modos de morte celular
que se distinguem através das vias bioquimicas envolvidas e das alteracdes
morfologicas das células, a apoptose e a necrose (FIGURA 4. 19). A apoptose € uma
morte celular programada, parte do desenvolvimento normal ou resposta a danos, em
gue as células encolhem, formam corpos apoptéticos e séo fagocitadas (engolidas)
por outras células, minimizando o impacto no tecido circundante e evitando a liberacao
de substancias nocivas. Ja a necrose € uma morte celular ndo programada, resultante
de lesBes extremas, levando a liberagdo de conteudo celular e inflamacéo,

prejudicando o tecido circundante.14.115
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FIGURA 4. 19. llustracdo esquematica das alteracdes morfolégicas da lesédo celular
que culmina em necrose ou em apoptose. Adaptada de: Referéncial“.

Com o objetivo de determinar o tipo de morte celular induzida pelo
complexo Al, foi conduzido um ensaio utilizando o kit Anexina V-PE. Esse kit
possibilita a diferenciacdo entre a morte celular por via apoptética ou necrética. No
inicio da apoptose, a membrana celular mantém sua integridade, nesse estagio, a
fosfatidilserina é exposta na superficie externa da membrana, sinalizando a morte
programada para que os fagoécitos possam reconhecé-la.’*® A anexina V é uma
proteina capaz de se ligar a fosfatidilserina. Quando unida ao fluoréforo PE
(ficoeritrina), gera um sinal fluorescente que viabiliza a quantificacdo de células em
apoptose através da técnica de citometria de fluxo.''” O 7-AAD (7-amino-actinomicina
D) € uma substancia que pode penetrar no nacleo das células, incorporando-se ao
DNA e produzindo um sinal fluorescente.'® Esse sinal pode ser identificado por
citometria de fluxo e serve para indicar células em estagios tardios de apoptose ou
necrose.

Os resultados obtidos neste ensaio séo apresentados em graficos de dot
plot, os quais séo dividido em quatro quadrantes (Q1, Q2, Q3 e Q4). No primeiro

quadrante, Q1, as células viaveis sdo negativas para ambos os marcadores; no
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segundo quadrante, Q2, as células estdo em apoptose inicial, mascadas com o
florocromo anexina V-PE; o terceiro quadrante, Q3, ilustra a magnitude da
fluorescéncia emitida pelas células em apoptose tardia, que foram marcadas de
maneira conjunta com anexina V-PE e 7-ADD e por ultimo, o quarto quadrante, Q4,
representa a intensidade de fluorescéncia proveniente das células em estado de

necrose, identificadas como positivas para o marcador 7-ADD (FIGURA 4. 20).11

Positivo somente Duplo Positivo
para o 7-AAD Q4 Q3 PE e 7-AAD
Necrose - —— Apoptose tardia
o (o)
o ® ° o®
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A 0
<
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Duplo negativo Anexina V-PE Positivo somente
PE e 7-AAD para o 7-AAD

FIGURA 4. 20. Representacdo esquematica de um histograma de dois parametros
para a distribuicdo das células em apoptose e necrose.

Enfim, as células tumorais A2780cis foram tratadas com diferentes
concentracfes complexo Al (1/2xICso, ICso e 2xICs0) por 24 h e analisadas por
citometria de fluxo com os corantes apresentados anteriormente. O potencial do
complexo Al para induzir a apoptose é apresentado na FIGURA 4. 21(A). A partir da
analise do grafico (FIGURA 4. 21(B)), podemos inferir que o complexo Al foi capaz
de induzir tanto a apoptose precoce quanto a tardia, a partir da concentragao do ICso.
Essa concluséo esta de acordo com os resultados obtidos por meio da analise de ciclo

celular.
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FIGURA 4. 21. (A) Histogramas de dois parametros que mostra a distribuicdo das
células A2780cis apoés tratamento com diferentes concentracfes dos complexos Al
(Y2 x 1Cs0 (0,7 uM), ICs0 (1,4 uM) e 2 x ICso (2,8 uM)), incubadas por 24 h, em seguida,
marcadas com Anexina V-PE (detectado no canal FL2-A) e 7-AAD (detectado no canal
FL3-A) para medir o efeito dos complexos na inducdo de apoptose nas células
tumorais. (B) Grafico da porcentagem de células apoptéticas apos tratamento com o0s
complexos Al em diferentes concentracfes. Os dados representam a média + DP dos
ensaios em triplicata. Significancia nos niveis de * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e
**** p <0,0001 usando ANOVA e teste Tukey’s.

As espécies reativas de oxigénio podem surgir como subprodutos do
metabolismo natural do organismo ou como resultado da exposi¢cao a substancias
estranhas. ERO desempenham papéis significativos em diversos processos
fisioldgicos, atuando como mediadores na transducdo de sinais e na ativacao de
enzimas como a tirosina quinase, entre outros. No entanto, um acumulo excessivo de
ERO pode levar ao estresse oxidativo, desencadeando a ativagcao das vias de
sinalizacdo apoptética, resultando na morte celular.*®

Utilizou-se como sonda H.DCFDA (2’,7’-diclorofluoresceina diacetato), o

qual exibe uma fluorescéncia verde apos a clivagem do grupo acetato, por ERO,
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produzindo o composto fluorescente, nomeado de 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF)
(FIGURA A. 22).120

HO. OH
Hldrollse l l

Cl O)udagao
] COOH
H,DCFDA _ H,DCF DCF
(ndo fluorescente) (nao fluorescente) (Fluorescente)

FIGURA 4. 22. Estruturas quimicas do H.DCFDA, H2DCF e DCF.

Neste sentido, esse corante foi utilizado para quantificar as ERO em
células A2780cis, as quais foram tratadas com diferentes concentracdes do complexo
A1l abaixo do ICso, pois ndo desejava-se células mortas. O perdxido de hidrogénio
(H202) foi empregado como controle positivo, e 0 DMSO como controle negativo, para
efeitos de comparagdo com os complexos.

Os niveis de ERO intracelular foram medidos por fluorescéncia e os
resultados obtidos sdo apresentados na FIGURA 4. 23(A). As células A2780cis,
quando expostas ao H202 e ao complexo Al, demostraram uma significante
fluorescéncia verde em relagdo ao controle negativo. Um aumento consideravel de
fluorescéncia foi observado, principalmente para a maior concentracdo complexo Al
(FIGURA 4. 23(B)). Portanto, pode-se indicar que [Pd(PPhs)2(cur)]PFs é capaz de
induzir a formacéo de ERO e que o estresse oxidativo € um plausivel mecanismo de

morte celular causado pelo mesmo.
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FIGURA 4. 23. Inducdo de ERO em células A2780cis. (A) Imagens representativas
das células A2780cis tratadas com DMSO, H202 e complexo Al - [Pd(PPhs)2(cur)]PFs
em diferentes concentragdes (Y/s x ICso (0,2 uM), /4 x 1Cso0 (0,4 uM) e /2 x ICso (0,7
uM)) e (B) Gréafico de intensidade de fluorescéncia relativa apos tratamento. Os dados
representam a média = DP dos ensaios em triplicata. Significancia nos niveis de * p
<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001 usando ANOVA e teste Tukey’s.

Intensidade de fluorescéncia relativa

4.3 Estudos de interacdo com biomoléculas da série A

A interacdo com a albumina do soro humano (HSA) é uma das etapas
cruciais na farmacocinética de possiveis farmacos, desempenhando um papel
fundamental na distribuicdo pelo corpo, atividade farmacolégica, toxicidade, eficacia
do medicamento e outros aspectos importantes. Outro aspecto significativo € a
capacidade de melhorar a solubilidade de medicamentos hidrofébicos no plasma. A
albumina é frequentemente considerada o modelo ideal para estudos iniciais de
interacdo de compostos com proteinas séricas, realizados in vitro.8>121

A HSA é uma proteina globular de cadeia polipeptidica simples
composta por 583 residuos de aminoacidos. Ela possui trés dominios homdlogos de
hélices, conhecidos como I, Il e lll, os quais estdo subdivididos em subdominios A e
B, conforme evidenciado na estrutura cristalina da HSA (FIGURA 4. 24). Os
subdominios lIA e IlIA, também conhecidos como sitios Sudlow | e Il, respectivamente,
representam as principais regides responsaveis pelas interacdes de compostos com

a albumina.8>122
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FIGURA 4. 24. Estrutura cristalografica da albumina de soro humana (adaptada®®);

A HSA contém um residuo de triptofano situado na posi¢cdo 214 dentro
do subdominio IIA de sua estrutura proteica (Sudlow Il), 0 que confere a biomolécula
uma fluorescéncia intrinseca. Nesse contexto, a interacdo dos compostos da série A
com a proteina HSA foi avaliada pela supresséo da fluorescéncia do fragmento de
triptofano.1?2123 Os espectros de fluorescéncia da HSA foram registrados tanto na
auséncia quanto na presenca do composto Al em varias concentracdes, como
ilustrado na FIGURA 4. 25 (os espectros dos demais complexos na FIGURA A. 18, no
Apéndice — Parte I).

Os resultados apresentados indicam uma reducéo na fluorescéncia da
HSA na presenca dos compostos da série A, 0 que sugere que a interacdo entre essas
substancias provoca alteracbes na conformacdo do microambiente em torno do
residuo de fluoroforo Trp-214. Foi observada uma diminuicdo nas intensidades da
fluorescéncia da HSA a medida que as concentra¢cdes dos complexos aumentavam
nas solucdes, com reducgdes que variaram de 52% a 33% em relacao ao valor inicial

da fluorescéncia.
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FIGURA 4. 25. Espectros de supressao de fluorescéncia da HSA na auséncia (a) e
presenca do composto Al (b-h; b= 5 uM; c= 10 uM; d= 15 pM; e= 20 uM; f= 25 uM;
g= 30 yM e h= 35 uM), com concentracdo constante da HSA de 5 pM. Razao
[Complexo]/[HSA]=0; 1; 2; 3; 4, 5; 6; 7.

A diminuicdo da fluorescéncia da HSA na presenca de um supressor
ocorre principalmente por meio de dois mecanismos, geralmente classificados como
processos dindmicos e estaticos. Os mecanismos foram diferenciados pela analise da
variacdo das constantes de supressdo (Ksv) em relacdo a temperatura e pela
constante biomolecular de supressao (kq).86:124

A constante de Stern-Volmer (Ksv) foi determinada através de uma
regressao linear dos dados obtidos no gréafico (Fo/F) em funcdo da concentracdo do
complexo [Complexo], enquanto Kkq foi calculada a partir dos valores de Ksv assumindo
T0 = 6,2 ns.1?4

A linearidade dos graficos de Stern-Volmer indica o envolvimento de
apenas um tipo de mecanismo de supressado. Os valores de Ksy ndo diminuem ou hao
apresentam mudancas significativas, considerando o desvio padrédo, com o aumento
da temperatura, indicando que o mecanismo de supressdo é predominantemente
estatico (TABELA 4. 10). A supressdo estatica € caracterizada pela inibicdo da

emissao de um fluoréforo devido a formagéo de um complexo fluoréforo-supressor no
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estado fundamental. Portanto, a Unica emissao observada € aquela proveniente dos
fluoréforos ndo complexados. Na supressao estatica, 0 aumento da temperatura leva
a uma diminuicdo na estabilidade do intermediario fluor6foro-supressor. I1sso resulta
em um efeito de supressdo menor, refletido na reducéo da constante de Ksv.85123 O
valor maximo da constante biomolecular de supressao (kq) para a supressao dinamica
de biopolimeros é de 2x10%° M s1.124 Entretanto, os valores da constante kq
determinados foram maiores para todos os complexos. Portanto, os resultados
sustentam a hipétese de um mecanismo de supressao estatico.

Os dados de fluorescéncia foram analisados utilizando a Equacao de
Scatchard modificada para calcular a constante de ligacdo (Kb) e 0 nUmero de sitios
(n) de ligagdo na interagdo entre HSA e os complexos da Série A. A partir das
constantes de ligacao, os parametros termodinamicos foram determinados utilizando
a equacéo termodinamica de Van't Hoff (TABELA 4. 10).8°

Os valores de Kb na ordem de 104 a 10° indicam interacdes moderadas
a fortes entre os complexos e a HSA. O numero de sitios de ligagdo indica uma
estequiometria de aproximadamente 1:1 entre os complexos de paladio e a HSA.
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TABELA 4. 10. Valores das constantes de supressao Stern-Volmer (Ksv), constantes de taxa de supressao biomolecular (kq), constantes
de ligacdo (Kb), numero de sitios de ligagdo (n) e parametros termodindmicos (AH®, AS°® e AG®) para o sistema composto-HSA em
diferentes temperaturas.

T Ksv Kq Kb AH° AS° AG°
Comp. R? n R?
(K) (x10*M1) (x10% M1is? (x 10* M) (kd mol?t) (3 moltK) (kJ mol™)
298 (4,52 +0,19) 2,26 0,9563 (4,48+0,25) 1,38 0,9588 108,6 -26,7
Al 303 (4,66 +0,25) 2,32 0,9627 (5,06 £0,20) 1,27 0,9739 5,62 108,6 -27,3
310 (4,78 £0,19) 2,39 0,9678 (5,14+0,36) 1,18 10,9837 108,3 -28,0
298 (20,7 +£1,2) 10,37 0,9687 (189+29) 0,98 10,9736 39,7 -30,1
A2 303 (19,8+0,4) 9,91 0,9673 (16,7+0,4) 0,93 10,9749 -18,3k 39,5 -30,3
310 (18,3%0,8) 9,16 0,9627 (154+10) 0,86 10,9718 40,3 -30,8
2908 (1,04 + 0,03) 5,22 0,9755 (8,71%0,26) 0,71 0,9647 99,4 -28,2
A3 303 (1,07 £0,03) 5,35 0,9704 (8,80+0,19) 0,67 0,9526 1,44 99,4 -28,7
310 (1,23 +0,03) 6,16 0,9685 (8,91+0,13) 0,55 0,9647 99,4 -29,4
298 (6,65 = 0,04) 3,33 0,9452 (5,96+0,17) 0,77 0,9542 136.,6 27,2
A4 303 (7,50 % 0,09) 3,75 0,9446 (6,52+0,18) 0,77 0,9528 13,5 136,6 -27,9
310 (8,24 +£0,13) 4,12 0,9520 (7,14+£0,19) 0,76 0,9643 136,3 -28,8
298 (8,09+0,32) 4,04 0,9929 (8,36+0,84) 1,14 0,9909 138,5 -28,1
A5 303 (7,61+0,42) 3,80 0,9927 (9,15+0,91) 1,18 10,9864 13,2 138,5 -28,8
310 (7,53 +0,30) 3,76 0,9869 (8,67+0,88) 1,23 0,9907 137,1 -29,3
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Os sinais e magnitudes dos parametros termodinamicos foram
examinados para avaliar as principais forcas intermoleculares envolvidas na interacao
entre os compostos e a HSA. Os valores negativos de AG indicam que 0s processos
de interac&o entre todos os compostos e a HSA sdo espontaneos nas temperaturas
avaliadas. Os valores positivos de AH e AS (com excecdo do complexo A2) sugerem
que as insercbes dos complexos na estrutura proteica sdo predominantemente
impulsionadas por intera¢des hidrofobicas. O aumento na entropia ocorre durante o
processo inicial de aproximagdo do composto a albumina e nas mudancas
conformacionais no microambiente do subdominio IIA. Essas alteracfes expbem 0s
fragmentos apolares do residuo da proteina Trp-214 ao solvente. Essas mudancas
tipicas induzem a reorganizacdo das moléculas de dgua em torno do intermediario
formado entre o supressor e a proteina, maximizando o efeito hidrofébico na interacdo
entre o complexo e a HSA. O complexo A2 apresentou valor negativo de AH e positivo
de AS, o que sugere interacdo eletrostaticas.®®

Os resultados apresentados na TABELA 4. 10 indicam que os complexos
exibem uma afinidade moderada a alta pela albumina, o que possibilita o transporte e
a solubilidade dos complexos da série A no plasma humano pela HSA. No entanto, €
importante observar que a alta afinidade de associacdo também pode restringir a
distribuicdo dos compostos nos tecidos do corpo devido a estabilidade do aduto
formado entre a HSA e o complexo.

Para avaliar a interferéncia de HSA no transporte e distribuicdo do
complexo Al, as células A2780cis foram expostas a Al a uma concentracao
constante proxima do ICso, juntamente com concentracdes crescentes de HSA, por
48h. Para cada analise, a porcentagem de células viaveis foi avaliada por um ensaio
MTT, no qual as células sem tratamento (controle negativo) representaram a
referéncia de 100% de viabilidade.

Os resultados mostram que a HSA, mesmo nas maiores concentragcdes
da proteina, ndo interferiu na viabilidade celular, evidenciando que a interacdo do
complexo A1 com HSA possibilita seu carreamento mas nao o indisponibiliza e limita
sua atividade (FIGURA 4. 26).
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FIGURA 4. 26. Gréfico da viabilidade celular do complexo Al incubada com HSA em
A2780cis. O complexo (2,5 uM) foi incubado com concentragdes crescentes de HSA,
por 48 h. As células viaveis foram estimadas pelo ensaio MTT e os resultados foram
comparados com células tratadas com os complexos, mas na auséncia das proteinas.
Os dados representam a média + DP de dois ensaios independentes em triplicado.
SignificaAncia nos niveis *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 usando ANOVA
e teste Dunnet’s.

Outra importante investigacao € a dos potenciais alvos biolégicos dos
complexos metalicos. Nesse sentido, explorou-se 0s possiveis modos de interacao
entre os complexos da Série A com o acido desoxirribonucleico (DNA) €, como
consequéncia, avaliou-se a biomolécula € um possivel alvo biolégico.

Antes de realizar os ensaios de interagdo com DNA, estudos de
estabilidade foram performados registrando-se espectros de UV-vis dos complexos
em trizma com 10% de DMSO nos tempos de 0 e 24 horas com incubagéo a 37°C e
agitacdo a 1000 RPM. Na Série A, para os complexos Al-A4 foi observada uma
pequena diminuicdo das bandas nos espectros de UV-vis apdés 24 horas,
possivelmente devido a decomposicdo dos complexos, como ja mencionado
anteriormente, no entanto grande parte do complexo ainda encontra-se em solucao,
sendo possivel assim fazer sua avaliacdo de interagdo com DNA. Para o complexo
A5, por outro lado, observou-se o total desaparecimento das bandas em até 24 horas,
desta forma é possivel sugerir que 0 mesmo nao € estavel nestas condi¢des (FIGURA
4. 27).
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FIGURA 4. 27. Espectros de UV-vis dos complexos A1-A5 em trizma com 10% DMSO,
em O e 24 horas, com incubacdo a 1000 RPM a 37°C.

O mecanismo de acao de diversos complexos de platina é fundamentado
na formacéo de ligagbes covalentes com o DNA, sendo que a interagcédo primordial
ocorre na posicdo N7 de adenina e guanina do DNA.'?®> Ensaios que investigam a
reacdo de complexos com nucledfilos de importancia biolégica séo Uteis para fornecer
insights sobre 0 mecanismo de agdo desses compostos no organismo.?® Neste
trabalho foi realizado o estudo da interacdo do nucleosideo guanosina com O0S
complexos da série A por RMN H, este modelo vem sendo amplamente empregado
no estudo de interacdo de complexos de Pd(ll) e constituintes do DNA.1?7128 Em
literatura foram identificados diversos modos de coordenacéo para a ligacédo entre o
paladio e a guanosina, incluindo coordenacdo monodentada através dos atomos de
nitrogénio N1, N3 ou N7; complexos quelatos que envolvem os atomos de nitrogénio
N7 e oxigénio O6; e compostos polinucleares que sado conectados por meio dos
atomos de nitrogénio N1 e N7, entre outros.?°

Podemos observar na FIGURA 4. 28 os espectros de RMN !H do
complexo Al (1 mol) com a guanosina (2 mol), em DMSO deuterado, registrado apos
48 horas em solugcdo. Também, foi registrado o espectro da guanosina em DMSO
deuterado para comparagdo dos deslocamentos quimicos (FIGURA 4. 28, espectro
em vermelho). Podemos observar que ndo houveram alteracdes dos sinais referentes
aos hidrogénios nos espectros de RMN *H registrados reacdo do complexo A1 com
a guanosina, até 48 h. Na FIGURA A. 19, em Apéndice — Parte |, estdo apresentados

os espectros de RMN 1H registrados em 0, 24 e 48 h, deste experimento.
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FIGURA 4. 28. Espectros de RMN !H da guanosina (espectro vermelho) e do
complexo A1l com a guanosina (1 mol: 2 mol) (espectro preto) em 48 horas, em DMSO
deuterado.

Foram realizadas medidas de viscosidade para investigar o potencial
modo de intera¢do dos complexos com o DNA. A viscosidade é uma propriedade fisica
gue representa a resisténcia de um fluido ao movimento, podendo ser determinada ao
medir o tempo necessario para que uma quantidade especifica de fluido passe por um
volume conhecido.83

Um agente intercalante, como a tiazol laranja, por exemplo, aumenta a
distancia entre os pares de bases nitrogenadas, resultando em um estiramento da
dupla hélice do DNA e, consequentemente, em um aumento do volume e da
viscosidade do DNA.139.131 nteracdes do tipo covalente resultam em uma reducéo na
viscosidade do DNA, pois elas diminuem o comprimento axial da dupla hélice dessa
biomolécula.'®?

As medidas de viscosidade do CT-DNA, em diferentes concentracdes de
complexos foram realizadas, e os efeitos dos complexos e de um padrdo estédo
representados na FIGURA 4.29, expressos como uma relagdo (n/no)'® versus
[complexo]/[DNA]. A adicdo progressiva de aliquotas do complexo a solugdo nao
resultou em variacdes significativas na viscosidade do DNA, ao contrario do que foi
observado com o tiazol (um agente intercalante). Isso sugere que as interagcbes
envolvidas sdo predominantemente de natureza eletrostatica e/ou ocorrem nos sulcos
do DNA.
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FIGURA 4.29. Viscosidade relativa do CT-DNA na auséncia e presenca dos
complexos A1-A5 (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 uM) e do padréo tiazol laranja, em
diferentes razdes molares [composto]/[DNA]=0,00; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25 e 0,30,
com concentragéo constante de CT-DNA de 100 umol L e 10% de DMSOQO; *Estrutura
cristalina de um fragmento de DNA contendo o tiazol intercalado (adaptada)'®?

A técnica de eletroforese em gel de agarose também foi empregada para
avaliar a possivel interacdo dos complexos com o DNA. Nessa técnica, analisa-se a
velocidade de migracdo dessa biomolécula, a qual, devido a sua carga negativa, se
move em direcdo ao polo positivo, quando submetida a um campo elétrico. A
velocidade de migracédo depende do tamanho e da conformacdo do DNA.

Os plasmideos sao excelentes modelos para estudos de mobilidade do
DNA devido ao fato de serem pequenos fragmentos de DNA com tamanhos variaveis,
que podem variar de poucas dezenas a mais de cem mil pares de bases. Um
plasmideo pode adotar diferentes conformagfes que resultam em diferentes padrdes
de mobilidade eletroforética, dependendo das quebras nas fitas do DNA. O DNA
plasmidial sem quebra na fita dupla assume uma conformacgéo super enrolada com
migracao relativamente rapida. A quebra de uma unica fita do DNA super enrolado
gera uma forma mais relaxada conhecida como conformacao circular, que tem um
movimento eletroforético mais lento em comparac¢do com a conformagéo SC. Por fim,
a clivagem de ambas as fitas do DNA produz uma conformacao linear, que exibe
migracao intermediaria entre as conformacdes super enrolada e circular.

A FIGURA 4.30 mostra as imagens obtidas para as corridas
eletroforéticas, e nela pode-se observar que a cisplatina (CP), utilizada para
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comparacao, na maior concentracdo converte o DNA plasmidial a sua forma linear,
enguanto para os complexos A1-A5 ndo houve mudancas nas bandas do DNA. Tais
resultados sugerem que o0s complexos né&o causam tor¢cbes, relaxamento ou
mudancas conformacionais, significativas, na estrutura terciaria do DNA, que sejam

capazes de alterar a taxa de migracdo do plasmideo.
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FIGURA 4.30. Eletroforese em gel de agarose do plasmideo pBR322 (40 uM) na
auséncia e presenca dos complexos (10% DMSO) e cisplatina (CP), em diferentes
razBes molares [Complexo]/[plasmideo] (0,25; 0,50 e 1,00); MPM - Marcador de peso
molecular; DNA - Controle negativo (em tampao Trisma-HCI).

O Hoechst livre, utilizado como sonda fluorescente do DNA, apresenta
uma emissao maxima em 460 nm, com baixo rendimento quantico de fluorescéncia,
guando excitado em 340 nm. No entanto, o complexo DNA-Hoechst, formado apdés a
ligacdo do composto aos sulcos menores do DNA, especialmente em regides ricas
em pares de bases adenina-timina, exibe um rendimento quéantico de fluorescéncia
significativamente maior em comparacdo ao corante livre. Isso ocorre devido a
supresséao do relaxamento rotacional e a protecdo contra colisbes com moléculas do
solvente. O complexo DNA-Hoechst apresenta um amplo espectro de emissao, com
um pico de emissdo em 460 nm quando excitado em 340 nm.

Para avaliar se os complexos da série A interagem no sulco menor do
DNA ou em regifes préoximas, conduzimos o ensaio de deslocamento do Hoechst
33324 do sulco menor do CT-DNA. Isso foi feito pela medicdo da supressao da

fluorescéncia do composto DNA-Hoechst. Na realizagdo do ensaio, excitamos a
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biomolécula a 340 nm, e as leituras da emissao de fluorescéncia foram registradas na

faixa de comprimento de onda entre 370 e 700 nm.
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FIGURA 4. 31. Espectros de supressdo de fluorescéncia do DNA-Hoechst na
auséncia (a) e presenca dos complexo Al (b-h; b=2,5 uyM; c=5 uM; d=7,5 uM; e=10,0
uM; f=12,5 uM; g=15,0 uM e h=17,5 yM), concentragéo constante da DNA-Hoechst
de 75 e 2,5 uM, respectivamente. **Estrutura cristalina de um fragmento de DNA
inserido o Hoechst no sulco menor do DNA (adaptada)!34.

Os complexos A1-A5 desempenharam o papel de agentes supressores
da fluorescéncia do complexo DNA-Hoechst, resultando em uma redugdo nas
intensidades da fluorescéncia a medida que as concentracbes dos complexos
aumentavam nas solucdes. Na concentracao mais elevada, o complexo Al provocou
uma diminuicdo na intensidade de emissao correspondente a 31% do valor inicial
(FIGURA 4. 31), os demais complexos apresentaram comportamento similar, com
decréscimo de 23% a 38% (FIGURA A. 20, no Apéndice — Parte 1). A supressao da
fluorescéncia indica que 0os compostos possuem a capacidade, seja por meio de uma
acao direta ou por pequenas altera¢des nas proximidades do sulco menor, de deslocar

0 Hoechst do sulco menor do DNA.

4.4 Conclusbes parciais da série A

Resumidamente, para esta série de complexos, avaliamos as
propriedades antitumorais (em ensaios in vitro) de cinco novos complexos contendo
paladio(ll), fosfina e curcumina. Um desses complexos (A1) inclui monofosfinas,

enguanto os outros quatro (A2-A5) contém bisfosfinas. Todos esses compostos foram
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sintetizados e caracterizados por meio de varias técnicas espectroscopicas e difracao
de raios X. Uma caracteristica desses complexos ¢é a sua instabilidade em solucéo de
meio bioldgicos, uma caracteristica que pode ser atribuida & presenca da curcumina.
E importante observar que a curcumina ja é conhecida na literatura por sua baixa
estabilidade em condicdes fisioldgicas. As viabilidade celular destes compostos foram
avaliadas frente as linhagens tumorais MDA-MB-231, MCF-7, SK-BR-3 (mama), DU-
145 (préstata), A549 (pulmao), A2780 (ovério), A2780cis (ovario resistente a
cisplatina) e ndo tumorais MCF-10A (mama) e MRC-5 (pulméao), em 48 h de exposi¢éo
aos complexos. Os complexos A1-A5 exibiram valores baixos de ICso ha maioria das
células testadas, no entanto o complexo Al se destacou mostrando o maior indice de
seletividade, especialmente nas linhagens ovarianas.

O complexo Al se mostrou capaz de inibir a formacédo de colonias,
causar interferéncia significativa no ciclo celular e na morfologia das células, com
consideravel tendéncia a concentracdo-resposta, nas células A2780cis. Além disso, o
complexo Al induz a morte por via apoptética nas células A2780cis. Em busca de
possiveis alvos de acdo dos complexos, ensaio de interacdo com DNA foram
performados. Os resultados demostraram que os complexos interagem de forma fraca
via sulco menor do DNA, indicando que o DNA néo é o alvo principal dos compostos.
Identificou-se a formacdo de ERO nas células A2780cis apds o tratamento com o
complexo A1, sugerindo que o estresse oxidativo € um plausivel mecanismo de morte
celular.

Os complexos da série A mostraram uma afinidade variando de
moderada a alta com a proteina HSA, o que pode facilitar o transporte e melhorar a
solubilidade desses compostos na corrente sanguinea.
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CAPITULO 5
RESULTADOS E DISCUSSAOQ: SERIE B

Dada a notavel \versatilidade demonstrada pelos ligantes
naftoquindnicos e antraquindnicos, como evidenciado pelo sucesso clinico da
doxorrubicina como agente antineoplasico, propomos a sintese e caracterizacdo de
uma série inédita de compostos resultantes da combinagcdo destes ligantes com
Pd'/dppe.

5.1 Sintese e caracterizacdo dos complexos da série B

Os complexos de formula geral [Pd(dppe)(O-O)]PFs, onde dppe = 1,2-
bis(difenilfosfina)etano e O—O = lausona (lau; B1), lapachol (lap, B2), 3-estiril-lausona
(Igm, B3) e alizarina (ali; B4) foram sintetizados pela substituicdo dos ligantes cloridos
dos complexos precursores [PdClz(dppe)], previamente sintetizados, pelos ligantes
naftoquinonas ou antraquinona. A rota sintética para a obtencdo dos complexos da
Série B esta ilustrada no ESQUEMA 5. 1.

Q /_\PQ 2,2 AgBF, Q /N Q —|PF6

Q‘B KPFq Q—R \\P—©

;Pdi + N /'Pd;

0

cl® ¢l q ¢
[PACl,(dppe)] B1 - [Pd(dppe)(lau)]PF,

B2 - [Pd(dppe)(lap)]PFg
B3 - [Pd(dppe)(Ipm)]PFg
B4 - [Pd(dppe)(ali)]PFs

Ligantes naftoquinonas e antraquinona
o] 0 O OH
O O oY S
o} 0 N 3
lau lap Ipm ali

ESQUEMA 5. 1. Esquema de sintese representativo dos complexos B1-B4.
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De forma similar a sintese da série A, a desprotonacéo dos ligantes se
deu na presenca dos solventes, sem requerer a adicdo de uma base ao sistema
reacional e empregou-se AgBF4com o proposito de facilitar o processo de saida dos
cloretos. Também o contra-ion utilizado para os complexos monocatiénicos, foi o PFs",

empregando-se o sal KPFes.

Para avaliar a carga dos complexos B1-B4, procedeu-se as medidas de
condutividade molar dos complexos, em solu¢cbes de DMSO e CH2Cl2. Os valores
obtidos se encontram dentro da faixa correspondente a eletrdlito 1:1, como mostrado
na TABELA 5. 1.87 Os resultados da andlise elementar dos complexos estdo em

concordancia com as suas porcentagens tedricas calculadas (TABELA 5. 1).

TABELA 5. 1. Dados de analise elementar (valores teoricos entre paréntesis) e
condutividade molar (Am, ohm'* cm? molt) em DMSO e CH2Cl..

Complexos %C %H Am
DMSO CH2Cl2
B1 — [Pd(dppe)(lau)]PFs 53,27 (53,17) 4,33 (4,00) 20,8 24,2
B2 — [Pd(dppe)(lap)]PFs 55,19 (55,26) 4,06 (4,19) 21,7 30,6
B3 — [Pd(dppe)(lpm)]PFs 57,21 (57,13) 3,85 (3,81) 25,2 17,2
B4 — [Pd(dppe)(ali)]PFs 54,14 (54,04) 3,18 (3,51) 27,0 27,7

*Faixa para eletrélito 1:1 em DMSO 20-62 ohm™" cm? mol'; **Faixa para eletrdlito 1:1
em CH2Cl2 12-77 ohm™" cm? mol-'.87

Nos espectros obtidos na espectrometria de massas, realizada usando
um sistema Agilent 6545 qTOF MS, equipado com uma interface eletrospray (ESI) de
Jet no modo positivo, foi possivel encontrar os sinais referentes ao ion molecular dos
complexos monocatidnicos, com padrao isotépico do paladio, ap6s a perda do contra-
ion PFe". Os espectros de massas, bem como, os cations dos complexos B1-B4 estao
apresentados na FIGURA 5. 1.

Os valores de razdo massa/carga (m/z) encontrados estdo de acordo
com os valores tedricos, calculados para complexos monocatidnicos do tipo
[Pd(dppe)(O-0)]*. O erro entre o valor tedrico e experimental € inferior a 4 ppm, como

podem ser observados na TABELA 5. 2.
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FIGURA 5. 1. Espectro de massas do complexo B1-B4.

TABELA 5. 2. Razao massa carga (m/z) teéricos e experimentais, e erro em ppm,
referentes ao pico [M]* dos complexos B1-B4.

Complexo m/z £
[M]* Teorico Experimental ro (ppm)
Pd(dppe)(lau)]* 677,0627 677,0650 3,40
[ pp
[Pd(dppe)(lap)]* 745,1253 745,1266 1,74
[Pd(dppe)(lpm)]* 779,1096 779,1109 1,67
[Pd(dppe)(ali)]* 743,0726 743,0746 1,88

Nesta série obteve-se monocristais do complexo B4, por meio da
evaporacao lenta de uma solugdo do mesmo em diclorometano e pela da técnica de
difracdo de raios X foi possivel elucidar sua estrutura, como apresentada na FIGURA
5. 2(A). Comprovou-se, assim, a coordenagéao de forma bidentada do ligante, por meio
dos atomos de oxigénio, especificamente C3—03 e C1=01. Além disso, a existéncia
do contraion PFs™ na unidade assimétrica do complexo B4 confirma a sua natureza

monocationica (o contra-ion foi omitido na FIGURA 5. 2(A) para melhor visualizagao).
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FIGURA 5. 2. Estrutura cristalografica (A) do complexo B4 (PFs~ foi ocultado para
melhor visualizagéo) e (B) de um subproduto do complexo B4 obtido a partir de em
uma solucdo do complexo B4 em 90% DMSO e 10% de meio de cultura DMEM.
Atomos representados no modo ORTEP (elipsoides em 30%).

Diferente da série A, ndo ha efeito de ressonéancia entre as ligacdes
C3-03 e C1=01 (atomos envolvidos na coordenacdo) nos complexos obtidos nesta
série, e deste modo, observa-se uma tendéncia nos comprimento da ligacdo simples
C3-03 (= 1,30 A), que se tornam mais curtos apds a coordenagdo, além de um
pequeno alongamento da ligagédo dupla C1=01 (= 1,24 A), isto quando comparamos
a estrutura cristalografica do complexo B4 com a alizarina livre, como mostrado na
TABELAS. 3.

Outros monocristais foram obtidos a partir do complexo B4 em solucao
de meio celular DMEM e DMSO. Por meio da estrutura cristalina elucidada, foi
possivel observar que houve a formagdo de um complexo neutro, bidentado,
coordenado pelos oxigénios O(3) e O(4) (FIGURA 5. 2(B)). A obtencédo deste
complexo foi possivel, pois, 0 meio de cultura DMEM tem um pH basico (= 7,4) onde
ocorreu a desprotonacao da hidroxila. Também foi possivel observar uma molécula
de DMSO em sua rede cristalina. Os comprimentos de ligacdo C3-03 e C4-04
(atomos de oxigénio envolvidos na coordenacdo) ndo apresentaram mudancas
significativas. Contudo, ao verificar os angulos de ligacdo (TABELA 5. 3, acima) pode-
se verificar que ambos 0s complexos apresentam geometria quadratica plana

distorcida, com angulos ao redor do atomos de Pd(ll) préximos a 90° e 180°. Os
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detalhes especificos sobre coleta de dados e os parametros para cada complexo sao
fornecidos no Apéndice — Parte Il, TABELA A. 3.

TABELA 5. 3. Comprimentos de ligacéo (A) e angulos de ligacio (°) selecionados das
estruturas cristalinas dos complexos B1 e B4 modificado.

Compostos
Comprimentos de ligacéo (A) o -
Alizarina* B4 B4 modificado
C1=01 1,245 1,272(7) 1,239(8)
C3-03 1,347 1,298(7) 1,334(7)
C4-04 1,343 1,351(9) 1,322(7)
R o Complexos
Angulos de ligagéo (deg) . S et
03-Pd1-01 88,65(18) -
03-Pd1-04 - 81,62(17)
P2-Pd1-P1 84,50(7) 84,03(6)
03-Pd1-P1 93,71(14) 175,86(13)
O1-Pd1-P2 93,17(13) -
03-Pd1-P2 - 97,34(12)
0O1-Pd1-P1 177,27(14) -
04-Pd1-P1 - 97,53(13)
02-Pd1-P2 177,93(14) -
04-Pd1-P2 - 172,62(14)

*Valores retirados CCDC Cadigo 800614.

Nos espectros de RMN de 3'P{!H} dos complexos observou-se dois
dupletos, para B2 e B4, em 6 66,6 ppm (J = 19,6 Hz) e em 5 66,1 ppm (J = 22,5 Hz),
respectivamente, referentes a ndo equivaléncia magnética dos atomos de fésforo que
estdo trans aos diferentes oxigénios dos ligantes (FIGURA 5.3). Para os complexos
Bl e B3 sdo observados singletos alargados, devido aos dupletos que coalescem
(FIGURA 5.3). Além disto, em & -144 ppm verifica-se um multipleto que corresponde
ao sinal do atomo de fésforo do contra ion PFs~. Os espectros de RMN de 3'P{*H} dos
complexos B1-B4 sdo apresentadas na FIGURA A. 21, na secao de Apéndice — Parte
Il.
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FIGURA 5. 3. Espectros de RMN 3!P{H} (A) dos complexos B1-B4 em CH2Cl2(D20).

Na tentativa de obter espectros de RMN de 3'P{*H} mais bem definidos
dos complexos B1 e B3, foram adquiridos espectros em mais baixas temperaturas.
Na FIGURA 5. 4 apresenta-se os espectros de RMN de 3!P{*H} para o complexo B3
obtidos em 25, 15, 0 e ~-10°C e observou-se uma separacdo dos sinais que foi
acontecendo de forma gradual, confirmando que os dupletos coalescem. No entanto,
para o complexo B1, ndo foi observada a separacdo dos sinais até ~-10°C. Os
espectros inteiros de RMN de 3'P{!H} dos complexos B1 e B3 em diferentes
temperaturas séo apresentadas na FIGURA A. 22-21, respectivamente, na secdo de

Apéndice — Parte Il

25°C AN )
15°C AN .
s 7% & e 55

Deslocamento quimico (ppm)
FIGURA 5. 4. Espectros de RMN 3'P{1H} do complexo B3 em diferentes temperaturas,
em CD2Cl.
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No experimento de RMN de H para os complexos pdde-se observar os
sinais referentes aos ligantes coordenados ao centro metalico, evidenciando a
presenca dos mesmos conforme visto na técnica de raios X. A FIGURA 5. 5
exemplifica os espectros obtidos, mostrando o espectro obtido para B4, onde tem-se
a atribuicdo de todos os hidrogénios presentes nos ligantes coordenados ao paladio.
Destaca-se o sinal referente aos hidrogénios alifaticos da dppe, por volta de 5 3,3 ppm,
e 0s sinais dos hidrogénios aromaticos, diferenciados em vermelho os hidrogénios do
ligante alizarina e em azul os hidrogénios orto (0), meta (m) e para (p) dos anéis
aromaticos da bisfosfina dppe.

Os demais espectros de RMN de 'H dos complexos desta série foram
identificadas as regides dos hidrogénios aromaticos da dppe e dos ligantes
naftoquindnicos coordenados, que aparecem em regides muito proximas (alguns
sinais sobrepostos), e os hidrogénios alifaticos da dppe, 0s quais estdo em
concordancia as integrais e acoplamentos (FIGURA A. 24, no Apéndice).
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FIGURA 5. 5. Espectro de RMN de hidrogénio (*H) obtido para o complexo B4, em
acetona deuterada.

Os experimentos de correlacdo 2D 'H-'H COSY confirmaram as

atribuicbes anteriores, onde destacam-se o0s acoplamentos exibidos entre o0s
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hidrogénios da regido alifatica do complexo B2, como exemplo. Conforme indicado na
FIGURA 5. 6, em vermelho destacam-se os hidrogénios do ligante lapachol e em azul
os hidrogénios alifaticos da bisfosfina dppe, e suas devidas correlagbes que
permitiram a identificacdo dos mesmos. Os demais experimentos de correlagdo 2D

'H-'H COSY desta série estdo apresentados na FIGURA A. 25, na se¢éo de apéndice.

d
A ,
1 £3.0
11 & ;‘I ar L3o
PRy d—-" """ """ =,
q a-a, é 36 E
pd vo £
\\1 /O 1/4 - r4.2 %
/ 2\\ /12:13 l44 §
210 T3 15 k-
8\ /\5__4 46 8
7=6 \}) 4.8
r5.0
B2 12ﬁ ; $ |
5‘.2 ‘ 4‘.8 I 4‘.4 ‘ 4‘.0 ‘ 3‘.6 ‘ 3‘.2 ‘

Deslocamento quimico (ppm)

FIGURA 5. 6. Correlagdo 'H-'H COSY obtido para o complexo B2 em acetona
deuterada. Sao destacados os diferentes grupos de acoplamentos dos hidrogénios na
regido alifatica do espectro.

Os sinais exibidos nos espectros de RMN 3C{*H} foram atribuidos com
o auxilio das técnicas 2D H-13C HMBC e HSQC (FIGURA A. 27 e FIGURA A. 28, em
Apéndice — Parte IlI). Na FIGURA 5. 7 observa-se a regido mais desblindada dos
espectros RMN 13C{*H} do lapachol livre e complexo B2, como exemplo para esta
série, onde observa-se os carbonos C(1), C(2) e C(4). Nota-se o maior deslocamento
quimico para os carbonos C(1) e C(2) para regido mais desblindada, devido a
diminuicdo da densidade eletrdnica destes &tomos em decorréncia da coordenacao
do ligante ao paladio. Pouca variacéo é observada para o carbono C(4), o que condiz
com o esperado, dado que nao ha coordenacdo do metal ao oxigénio deste carbono.
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FIGURA 5. 7. Espectros de RMN 3C{*H} obtidos para o complexo B2 e para o
lapachol livre, em acetona deuterada.

A espectroscopia vibracional de absor¢cdo na regido do infravermelho
também foi empregada como uma técnica de caracteriza¢do dos complexos no estado
sélido. A banda v(C=0) dos ligantes naftoquinonas e antraquinona coordenadas se
deslocaram para uma menor frequéncia, em comparacéo aos ligantes livres, devido
ao enfraquecimento da ligacdo do carbono ao oxigénio, com a retrodoacéo, e
consequente perda parcial do carater de dupla ligagdo C=0, ap6s coordenacao, como
mostrado na TABELA 5. 4. Por outro lado, a banda v(C4-0), envolvida na
coordenacdo, que se encontra em torno de 1000 cm nos ligantes livres, se deslocou
para uma regido de maior frequéncia, em torno de 1100 cm, com a coordenacéo ao
paladio, isso ocorre devido ao aumento do carater de dupla ligacdo e
consequentemente deslocando para regides de maiores frequéncias, fato também
observado no comprimento desta ligacdo nas estruturas cristalinas obtidas, onde ao
coordenar ela se torna mais forte (TABELA 5. 4).

Os espectros exibem outras bandas caracteristicas, como as bandas de
alta e média intensidade, em torno de 840 e 557 cm?, respectivamente, que séo
atribuidas aos modos vibracionais do contra-ion hexafluorfosfato (PFe).°* Os
espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos complexos B1-B4 estéo
dispostos no Apéndice — Parte Il, FIGURA A. 29.
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TABELA 5. 4. Atribuicdo tentativa das principais frequéncias vibracionais
caracteristicas nos espectros de absorcao na regido do infravermelho dos ligantes e
complexos B1-B4, em KBr.

Nimero de onda (cm™?)

Compostos
v(C=0) v(C-0) v(P-F) S(P-F)

Lausona 1679 982 - -
B1 - [Pd(dppe)(lau)]PFs 1620 1105 840 557
Lapachol 1660 1050 - -
B2 - [Pd(dppe)(lap)]PFs 1620 1107 840 559
3-estiril-lausona 1640 1050 - -
B3 - [Pd(dppe)(Ipm)]PFs 1625 1103 840 559
Alizarina 1634 1047 - -
B4 - [Pd(dppe)(ali)]PFs 1614 1105 840 557

v = vibrag&o de estiramento; 6 = vibragéo no plano.

Os espectros eletronicos dos ligantes naftoquinonas encontram-se bem
descritos pela literatura.'35-137 E conhecido que as naftoquinonas apresentam bandas
intensas em torno de 280 nm, as quais sao referentes as transigdes = — n* dos anéis
aromaticos. Também sdo observadas nos espectros eletrdnicos dos ligantes
naftoquinonas bandas de caracteristica alargada na regido entre 300-450 nm, que
foram atribuidas a sobreposi¢céo das transi¢cdes do tipo n — =* e de transferéncia de
carga intramolecular (ICT, do inglés Intramolecular Charge Transfer) do substituinte
para o anel de quinona que é um aceptor de elétrons.'3® Quando os ligantes sédo
desprotonados as bandas ICT sdo mais intensas, aparecendo em torno de 500 nm,
isto porque a doacdo do substituinte para o0 sistema quinondide torna-se mais
eficiente. 1138

Nos espectros de UV-vis dos complexos B1-B4 as absor¢cbes mais
intensas, em torno de 280 nm, podem ser atribuidas as transi¢des de transferéncia de
carga intraligante dos anéis da fosfina ((ILCT) n—n*, dppe), bem como dos anéis
aromaticos dos ligantes naftoquinonas ou antraquinona. As transicbes de menor
energia no espectro dos complexos corresponde as transigdes do tipo n— ©* e nao
foram deslocadas apés a coordenacao.

A TABELA 5. 5 mostra os comprimentos de onda maximos das bandas

observadas, bem como os respectivos valores de absortividade molar (¢) de todos os
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complexos, além da atribuicdo tentativa das bandas. Os espectros dos complexos em
diferentes concentracdes, em DMSO, sdo apresentadas na sec¢do de apéndice na
FIGURA A. 30.

TABELA 5. 5. Comprimento de onda de absor¢do méxima (A, nm), absortividade molar

(e, mol't cm™ L) e atribuicdo tentativa das bandas dos complexos B1-B4, em solucéo
de DMSO.

Complexos A (nm) e (moltcm?tL) Transicao

B1 - [Pd(dppe)(lau)]PFs 278 33654 ILCT: n—n*
326 ombro n—T*
478 2548,6 n —m*

B2 - [Pd(dppe)(lap)]PFs 274 54087 ILCT: n—n*
334 ombro n—T*
486 5053,5 n —m*

B3 - [Pd(dppe)(Ipm)]PFs 272 42293 ILCT: n—n*
336 31883 ILCT: n—n*
382 36254 ICT
566 4809,2 n —m*

B4 - [Pd(dppe)(ali)]PFs 274 46697 ILCT: non*
338 ombro n—7*
530 10353 n —m*

Portanto, ap0s bem caracterizar os complexos da série B, um estudo de
estabilidade dos mesmos foi realizado nas condigdes utilizadas nos testes biologicos.
Foram adquiridos espectros de UV-vis dos complexos (20 uM) em meio de cultura
celular RPMI (sem fenol) e 0,5% DMSO, em 0, 24 e 48 h. Os espectros obtidos
inicialmente e ao fim dos experimentos nao apresentaram mudancas significativas,
sendo possivel sugerir que o0s complexos sao estaveis nas condicbes dos
experimentos biolégicos, em até 48 horas, com excecdo do complexo B2 e B4, onde
foi possivel observar uma diminuicdo das bandas em até 48 h (FIGURA 5. 8). Como
visto anteriormente, o complexo B4 em solugcdo de meio de cultura pode formar um
subproduto neutro, devido a desprotonacao do grupo OH e posterior coordenacao,
como mostrado na FIGURA 5. 2(B).
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FIGURA 5. 8. Espectros de UV-vis dos complexos B1-B4 (20 umol/L) obtidos em 0,
24 e 48 h, em meio de cultura RPMI sem fenol e 0,5% de DMSO, incubados a 37°C.

5.2 Estudos biologicos dos complexos da série B

O ensaio de viabilidade celular dos complexos da Série B foi realizado
frente as linhagens celulares derivadas de tumor humano, MCF-7, SKBR-3, A549, DU-
145, A2780 e A2780cis e frente a linhagem nao tumoral MRC-5. Os valores de ICso
(umol L'1) em 48 horas estédo apresentados na TABELA 5. 6.

A atividade citotoxica dos complexos B1-B4 frente as linhagens
histol6gicas tumorais ovarianas (A2780 e A2780cis) é consideravelmente maior que
nas demais linhagens histolégicas tumorais (MCF-7, SKBR-3, A549, DU-145). Os
complexos apresentaram ICso 2 40 pumol L* (maior concentracdo testada) nas
linhagens tumorais MCF-7 e A549. Também foi observado ICso 2 40 pumol Lt na
linhagem né&o tumoral MRC-5, mostrando que os complexos sao seletivos as células

tumorais.
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TABELAD5. 6. Valores de ICso obtidos para os complexos B1-B4 (B1 -[Pd(dppe)(lau)]PFs; B2 - [Pd(dppe)(lap)]PFs; B3 - [Pd(dppe)(lpm)]PFs;
B4 - [Pd(dppe)(ali)]PFs), precursor (P2 - [PdClz(dppe)]), lausona (lau), lapachol (lap), 3-estitil-lausona (Ipm), alizarina (ali) e cisplatina
(CDDP) frente as linhagens celulares tumorais (MCF-7, SKBR-3, A549, DU-145, A2780 e A2780cis) e nao tumoral (MRC-5) ap4s 48 horas
de incubagdo com 0s compostos.

ICs0 (umol/L) 48 h IS IS
comp: MCF-7  SKBR-3 A549 DU-145 A2780  A2780cis  MRC-5  MRC>  MRC-5 o9 P
A2780 AZ2780cis

Bl 240 240 240 =30 17,6 £ 0,2 240 240 22,3 - 0,77 £ 0,08
B2 240 13,1+0,4 240 13,1+03 35+01 124+0,8 240 211,4 25, 0,92 + 0,09
B3 240 240 240 240 99+0,6 185+0,5 240 24,0 22, 1,18 £ 0,03
B4 240 240 240 240 12,8+0,8 16,6+0,3 240 23,1 22, 1,05+ 0,04
P2 =50 =50 n.t n.t =50 =50 n.t - - n.t

lau =100 n.t =100 n.t =100 =100 =100 - - n.t

lap =100 n.t 2100 n.t =100 69,8 +0,7 2100 - 21,4 n.t
lpm 2100 n.t 2100 n.t 38,7+2,8 2100 2100 22,6 - n.t

ali 2100 n.t 2100 n.t 66,7 £+ 2,3 2100 2100 - - n.t
CbDP 139+20 10,2+09 144+14 23+x04 18+08 318+18 29,1+0,8 22,5 - n.t

n.t= ndo testado. IS (indice de Seletividade): IS = ICs0(MRC-5)/ ICs0(A2780); IS = ICs0(MRC-5)/ ICs0(A2780cis).
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De modo geral, entre os complexos da série B, o complexo B2 teve
destaque, pois 0 mesmo apresentou menor ICso que 0s demais complexos da série,
nas linhagens de células SKBR-3, DU-145, A2780 e A2780cis. Frente a linhagem
A2780, B2 apresentou menor ICso (3,5 £ 0,1 umol/L) que o precursor, ligante e a
cisplatina, sendo esse 3,4 vezes menor que o encontrado para a cisplatina.

Um dos parametros que pode se correlacionar com os resultados de
citotoxicidade é a lipofilicidade dos compostos.®%1% Valores positivos dos coeficientes
de particéo (log P), conforme apresentado na TABELA 5. 6, indicam que 0os complexos
B1-B4 tém uma maior afinidade pela fase orgéanica em comparacdo com a fase
aquosa. Esse método é frequentemente empregado para avaliar a capacidade de um
composto de atravessar as membranas plasmaticas, que consistem em uma
bicamada lipidica, por meio de difusdo passiva. Os resultados dos coeficientes de
particAo sugerem que os complexos da Série B podem atravessar a membrana
plasmética por difusdo passiva, devido a sua natureza lipofilica. No entanto, nédo é
possivel estabelecer uma relacdo direta entre os valores de lipofilicidade e a
citotoxicidade dos complexos desta série.

Outro fator importante de ser analisado € a seletividade, que se relaciona
com a capacidade dos complexos de serem mais eficazes contra as células tumorais
em comparacao com as células ndo tumorais. Com base nos resultados do ICso,
calculamos os indices de seletividade, que sédo determinados pela divisao dos valores
de ICso nas células ndo tumorais pelos valores de ICso nas células tumorais. O
complexo B2 se destacou nesta série por possuir um excelente indice de seletividade
em ambas linhagens de células de ovario, com valores de 211,4 e 25,8, para as
linhagens de células A2780 e A2780cis, respectivamente (TABELA 5. 6).

A morfologia das células tumorais de ovario da linhagem A2780 sob a
influéncia do composto B2 foi analisada por meio de um microscopio invertido
equipado com uma camera fotografica. Foram registradas imagens das células em
diferentes momentos de exposi¢cdo ao composto, ou seja, apés 0, 24 e 48 horas, em
concentracdes variadas, como ilustrado na FIGURA 5. 9.

Apoés 24 horas de exposicdo ao composto, ja foi possivel observar
modificacdes morfolégicas em comparacdo as células do controle negativo nas
concentracbes de 7,00 e 14,00 umol/ L, equivalentes a 2xICso e 4xICso,

respectivamente. Nas células tratadas com o composto apos 48 h, foram observadas
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algumas alteracdes, como a diminuicdo da confluéncia celular, e uma morfologia
distinta das células do controle nas concentragdes superiores ao ICso (3,50 pmol/ L).
As diferencas na morfologia das células se tornam mais notaveis a partir
da concentracdo equivalente a 2xICso, onde € possivel observar células com formas
irregulares e arredondadas. Essas alteragbes na morfologia celular, sdo sugestivas

de morte celular.13°

30 uM A2780

Complexo B2

7,00 uM

FIGURA 5. 9. Alterac6es morfoldgicas das células tumorais de ovario (A2780) apés o
tratamento com diferentes concentracdes do complexo B2 (1/4xICso (0,87 uM),
1/2x1Cs0 (1,75 uM), ICso (3,50 pM), 2xICsp (7,00 uM) e 4%ICsp (14,00 pM)). As células
foram tratadas com o B2 e fotografadas por diferentes periodos. Imagens
micrograficas correspondentes a uma das triplicatas representativas.

Para fins de comparacao, também conduzimos uma analise morfolégica

nas células ndo tumorais de pulméao (MRC-5) que foram tratadas com o complexo B2.
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A FIGURA 5. 10 ilustra que somente apés 48 horas, na concentragao de 40 umol/L, o
complexo B2 foi capaz de induzir danos as células. Nesse ponto, observa-se algumas
células com uma forma mais arredondada em comparacao ao grupo controle. Esses

resultados estdo em consonancia com os dados obtidos no ensaio de viabilidade
celular (MTT).

Controle

50uM §

10,0 pM

20,0 uM

Complexo B2

40,0 uM

FIGURA 5. 10. Alteracdes morfologicas nas células ndo tumorais de pulmédo (MRC-5)
apos o tratamento com diferentes concentracdes do complexo B2 (5 uM; 10 pM; 20
MM; 40 pM). As células foram tratadas com o B2 e fotografadas por diferentes
periodos. Imagens micrograficas correspondentes a uma das triplicatas
representativas. As setas apontam para as células em formato arredondado.

O ensaio de sobrevivéncia clonogénica avalia a capacidade de uma
Unica célula se proliferar indefinidamente e formar uma colénia composta por pelo
menos 50 células.®® Portanto, por meio desse ensaio, foi possivel avaliar a eficacia

citotdxica e a capacidade proliferativa do complexo B2 nas células A2780 e MRC-5.
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No caso da linhagem celular A2780, os resultados indicaram que o
complexo B2 inibiu de maneira significativa a area e a intensidade das colbnias, a
partir da concentragdo do ICso (3,5 uM), apdés 48 horas de tratamento (conforme
ilustrado na FIGURA 5. 11). Esses resultados sao congruentes com os achados do
ensaio de viabilidade celular (MTT) e sugerem efeitos citotoxicos e citostaticos. 1sso
significa que o complexo B2 ndo apenas interfere no crescimento, desenvolvimento e

na multiplicacéo celular, mas também induz a morte das células tumorais.

(A) Complexo B2
Controle - 1,75 uM 3,5uM 7,0 uM 14,0 uM
20 = 10
(B) A2780 | = A2780
@ 15+ £ 87
= 3 1
© O 64
S 10+ 3
Q44
5 g
g 5_ *kkk " 'E 2_
< sk Rk 2 I KRAK
0- T ﬁ T = 0- T .
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& P ¢ ¢ ¢ & o ¢ ¢ @
& AN NG ab ot

FIGURA 5. 11. Sobrevivéncia clonogénica das células A2780 tratadas com diferentes
concentragdes do complexo B2 (1/2xICso (1,75 pM), ICs0 (3,5 pM), 2xICs0 (7,0 uM) e
4%ICso (14,0 uM)) por 48 h. (A) Representacao dos pocos de uma das triplicatas e (B)
quantificacdes graficas da area e intensidade das colonias. Os dados representam a
meédia £ DP dos ensaios em triplicata. Significancia nos niveis * p <0,05, ** p <0,01,
*** p <0,001 e **** p <0,0001 usando ANOVA e teste Dunnet’s.

Para fins de comparacéo, também conduzimos o ensaio de formagéo de
colbnias com as células saudaveis MRC-5 (conforme ilustrado na FIGURA 5. 12(A))
utilizando diferentes concentra¢cdes do complexo B2 (2,5 yM; 5 uM; 10 yM; 20 uM e
40 yM). Observamos uma leve reducdo na érea e na intensidade das colénias apenas
na maior concentracao utilizada (40 pM) (FIGURA 5. 12 (B)). Isso sugere que o

complexo B2 apresenta uma notavel seletividade, uma vez que seus efeitos
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citotoxicos e citostaticos sdo mais pronunciados nas células tumorais A2780 em

comparacao com as células ndo tumorais MRC-5.

(A) Complexo B2

Controle

30

20+

10

Area de colénia (%)

o
1

& B2 (uM)
B2 (uM)

FIGURA 5. 12. Sobrevivéncia clonogénica das células MRC-5 tratadas com diferentes
concentragcdes do complexo B2 (2,5 uyM; 5 pM; 10 uM; 20 uM e 40 pM)) por 48 horas.
(A) Representacdo dos pocos de uma das triplicatas e (B) quantificacdes gréficas da
area e intensidade das coldnias. Os dados representam a média £ DP dos ensaios
em triplicata. SignificAncia nos niveis * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 e **** p <0,0001
usando ANOVA e teste Dunnet’s.

Conforme mencionado no capitulo anterior, € comum que as células
tumorais apresentem mutagdes que resultam na perda dos pontos de controle do ciclo
celular. Isso faz com que as células fiquem presas em um ciclo de replicagédo continua,
0 que leva a proliferagédo descontrolada das células.

Portanto, investigamos a capacidade do complexo B2 de alterar a
distribuicdo do ciclo celular nas células tumorais A2780. A FIGURA 5. 13 apresenta
0s histogramas e gréaficos mostrando a porcentagem de distribuicdo do ciclo celular
em diferentes concentracdes de B2. Ao analisar o perfil de distribui¢cao do ciclo celular,
fica evidente que ha uma acumulagéo de células com contetdo nuclear reduzido, o
gue indica claramente a presenca de DNA fragmentado (Sub-G1), sendo um indicativo

de apoptose. O acumulo das células em Sub-G1 ocorreu, significativamente, a partir
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da concentragéo de 2xICso, consequentemente, a propor¢ao das células na fase G1,

S e G2 apresentou um decréscimo, em comparagcao com as células nao tratadas.

(A) Complexo B2
Controle ' 12 % ICs

2 x ICq, !
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FIGURA 5. 13. (A) Histogramas de DNA do ensaio do ciclo celular nas células A2780
incubadas com iodeto de propidio (PI) (detectado no canal FL2-A), apés tratamento
com o complexo B2, em diferentes concentragées (*/2xICso (1,75 uM), ICs0 (3,5 uM),
2x1Cso (7,0 uM)), por 48 h. (B) grafico da porcentagem de células em cada fase do
ciclo celular apés tratamento com o complexo B2, em diferentes concentracdes, por
48 h. Os dados representam a média = DP dos ensaios em triplicata. Significancia nos
niveis *p<0,005; ** p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,0001 usando ANOVA e teste Tukey’s.

Para avaliar o tipo de morte causada pelo complexo B2 nas células
tumorais A2780 foi utilizada a citometria de fluxo em conjunto com os corantes anexina
V-PE e 7-ADD.* Nas células ndo tratadas com o complexo B2, utilizadas como
controle negativo (0,5% de DMSO), observou-se que a porcentagem de células
viaveis foi de 93%, enquanto a porcentagem de células em apoptose inicial foi de
6,8%. As células néo tratadas com o complexo, empregadas como controle negativo

(0,5% de DMSO), a porcentagem de células viaveis foi de 93%, enquanto a
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porcentagem de células em apoptose inicial e tardia foi de 6,2%. Para as células
tumorais A2780 tratadas com o complexo B2 na concentracdo de ICso, um total de
8,5% das células estavam em processo de morte celular por apoptose em fase inicial
e tardia (FIGURA 5. 14).
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FIGURA 5. 14. Gréficos dot plots de Anexina V-PE vs 7-ADD, para determinacdo de
células A2780 em apoptose apoOs o tratamento com diferentes concentracdes do
complexo B2 (ICso (3,5 M), 2xICso (7,0 uM) e 4xICso (14,0 uM)) e cisplatina (CDDP,
50uM) por 24 h. Gréfico da porcentagem total de células em apoptose (inicial e tardia)
apos o tratamento com o complexo B2. Diferencas significativas do controle sdo
indicadas por *p <0,05, **p <0,01 e ***p <0,001 usando ANOVA e teste Tukey’s.

. - [

A medida em gque se aumentou as concentracdes do complexo B2, as
populacées de células em apoptose cresceram e, consequentemente, houve um
decréscimo na porcentagem de células viaveis. Na concentragéo de 2 x ICsp e 4 % |Cso
do complexo, a proporcéo total de células apoptéticas foi significativa em relacéo ao
controle (30,4% e 48,7%, respectivamente). Estes dados corroboram com os
resultados de ciclo celular, o qual apresentou quantidade de células significativas em
sub-G1 apenas na concentragdo de 2 x ICso e 4 x ICso do complexo. Ao analisar os
resultados, fica evidente que as células séo induzidas a morte por apoptose de forma

dependente da concentracdo do complexo B2. Foram observadas poucas células
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positivas apenas para o 7-ADD, o que significa que foram detectadas poucas células
em necrose. O ensaio de apoptose para a cisplatina nas células A2780 também foi
realizado e podemos observar que na concentracdo de 50 uM a cisplatina induz a

apoptose em 62,1% das células A2780.

5.3 Estudos de interacdo com biomoléculas da Série B

Antes de conduzir os ensaios de interagdo com biomoléculas,
realizamos estudos de estabilidade registrando os espectros de UV-vis dos complexos
em uma solucéo de trizma com 40% de DMSO durante um periodo de 0 e 24 horas,
com incubacéo a 37°C e agitacdo a 1000 RPM. Para os complexos da Série B, ndo
observou-se diferencas significativas nos espectros até 24 h de incubacao. Portanto,
€ possivel sugerir que os complexos B1-B4 sao estaveis nas condi¢cdes dos testes de

interacdo com biomoléculas (FIGURA 5. 15).
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FIGURA 5. 15. Espectros de UV-vis dos complexos B1-B4 em trizma com 40% DMSO,
em O e 24 horas, com incubacdo a 1000 RPM a 37°C.
Como ja mencionado no capitulo anterior, a interacdo de complexos com

a HSA representa uma etapa crucial na farmacocinética de possiveis farmacos,

desempenhando um papel fundamental na distribuicdo pelo corpo, atividade
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farmacoldgica, toxicidade, eficacia do medicamento e outros aspectos
importantes. 8121

Os resultados dos ensaios apontam para uma diminuicdo na
fluorescéncia da HSA na presenca dos compostos da série B, 0 que sugere que a
interacdo entre essas substancias causa modificacbes na conformacdo do ambiente
proximo ao residuo de fluoroéforo Trp-214. Foi notada uma diminuicdo nas
intensidades de fluorescéncia da HSA conforme as concentragcées dos complexos
aumentavam nas soluc¢des, com reducdes variando de 18% a 32% em relagédo a
fluorescéncia inicial. O espectro de supressao de fluorescéncia da HSA do complexo
B2 é apresentado na FIGURA 5. 16, o mesmo teve a reducéo de 25% em relacdo a
fluorescéncia inicial. Os espectros de supresséao de fluorescéncia da HSA dos demais
complexos estao apresentados na FIGURA A. 32, em Apéndice — Parte Il.
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FIGURA 5. 16. Espectros de supressao de fluorescéncia da HSA na auséncia (a) e
presenca do composto B2 (b-h; b= 2,5 yM; c= 5 uyM; d=7,5 uM; e= 10 pM; f= 12,5 pM;
g= 15,0 yM e h= 17,5 yM), com concentragao constante da HSA de 2,5 yM. Razéo
[Complexo]/[HSA]= 0; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7. Graficos de Stern-Volmer para supressao de
fluorescéncia da HSA na presencga dos compostos a 298, 303 e 310 K.

A constante de Stern-Volmer (Ksv) foi determinada pela anélise de uma
regressao linear dos dados obtidos no gréfico (Fo/F) em funcdo da concentracdo do

complexo [Complexo], enquanto kq foi calculada a partir dos valores de Ksy assumindo
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T0 = 6,2 ns.'?* A linearidade dos graficos de Stern-Volmer indica o envolvimento de

apenas um tipo de mecanismo de supresséao. A reducéo nos valores de Ksy (TABELA
5. 7) com o aumento da temperatura indica 0 mecanismo de supressao estatica. Em
um cenario de supressao estatica, 0 aumento da temperatura resulta em uma
diminuicdo na estabilidade do intermediario fluoréforo-supressor, o que leva a um
efeito de supresséo reduzido, refletido na diminuicédo da constante Ksy.8>123

O valor maximo da constante biomolecular de supressao (kq) para a
supressédo dinamica de biopolimeros é de 2x101° M s1,124 Entretanto, os valores da
constante kq determinados foram maiores para todos os complexos. Portanto, 0s
resultados sustentam a hipétese de um mecanismo de supressao estatico.

Os valores de Kb na ordem de 10°indicam interacdes moderadas a fortes
entre os complexos e a HSA. O nimero de sitios de ligacdo indica uma estequiometria
de aproximadamente 1:1 entre os complexos de paladio e a HSA.

Os valores negativos de AG indicam que os processos de interagéo entre
todos os complexos e a HSA sao espontaneos nas temperaturas avaliadas. Os
valores negativos de AH e positivos de AS sugerem interagdes eletrostaticas entre os
complexos a HSA. 86

Os resultados apresentados na TABELA 5. 7 indicam que os complexos
exibem uma afinidade moderada a alta pela albumina, o que possibilita o transporte e

a solubilidade dos complexos da série B no plasma humano pela HSA.
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TABELA 5. 7. Valores das constantes de supresséo Stern-Volmer (Ksv), constantes de taxa de supresséao biomolecular (kq), constantes
de ligacao (Kb), numero de sitios de ligagdo (n) e parametros termodindmicos (AH®, AS°® e AG®) para o sistema composto-HSA em

diferentes temperaturas, para os complexos B1-B4.

T Ksv Kq Kb AH° AS° AG®
Comp. )y (x105M7Y (M1s1) Re (x 105 M) R (kI molY) (I moltK) (kJ mol)
B1 298 (6,55+0,26) 1,06 x 10" 0,9636 (5,14 +0,18) 0,95 0,9767 -12,2 68,3 32,6

303 (6,28+0,35)  1,01x10% 09657 (4,74+0,16) 0,93 0,9765 68,3 -32,9

310 (6,13+0,05) 0,99 x 10" 0,9505 (4,32+0,23) 0,90 0,9729 68,5 -33,4
B2 208 (3,75+0,09)  6,05x108 09795 (536+0,02) 1,15 0,9821 -7.8 83,4 32,7

303 (3,40 £0,05) 549x108 09773 (509+0,06) 1,15 0,9791 83,4 33,1

310 (3,29+0,08) 531x108 09677 (4,61£0,10) 1,13 0,9767 83,2 -33,6
B3 208 (5,98+0,13) 9,64 x 108 0,9778 (9,51+0,03) 1,19 09751 -2,9 104,5 34,1

303 (4,90+0,14)  7,90x 108 09773 (9,33+0,03) 1,25 0,9764 104,5 -34,6

310 (4,67+0,16) 7,53x103 09756 (8,05+0,03) 1,25 0,9756 103,5 -35,0
B4 208 (2,95+0,04) 4,76 x 103 0,9451 (7,98 +0,37) 1,38 0,747 -18,1 52,4 33,7

303 (3,02+004) 487x108 09687 (7,07+0,13) 1,35 0,9779 52,4 -33,9

310 (3,08+0,08) 4,97x10 09794 (6,40+0,14) 1,30 0,9832 52,9 34,5
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Outra investigacao crucial envolve a identificacdo dos potenciais alvos
bioldgicos dos complexos metélicos. Nesse contexto, foram explorados os possiveis
modos de interag&o entre os complexos da Série B e o DNA. Como resultado, avaliou-
se se 0 DNA é uma biomolécula potencialmente afetada por esses complexos,
sugerindo-o como um possivel alvo bioldgico.

A FIGURA 5. 17 apresenta as imagens obtidas das corridas
eletroforéticas do DNA plasmidial com os complexos da série B. Podemos observar
gue a cisplatina (CP), usada como referéncia, con6verte o DNA plasmidial para sua
forma linear, enquanto para os complexos B1-B4 ndo houve alteracbes nas bandas
do DNA, permanecendo um padrdo de bandas similares ao DNA. Esses resultados
sugerem que o0s complexos ndo induzem torgcdes, relaxamento ou mudancas
conformacionais significativas na estrutura terciaria do DNA que pudessem afetar a

taxa de migracao do plasmideo.
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FIGURA 5. 17. Eletroforese em gel de agarose do plasmideo pBR322 (40 uM) na
auséncia (DNA) e presenga dos complexos B1-B4 (10% DMSO) e cisplatina (CP), em
diferentes razdes molares [Complexo]/[plasmideo] (0,25; 0,50 e 1,00); MWM -
Marcador de peso molecular; DNA - Controle negativo (em tampéao Trisma-HCI).

Foram realizadas medidas de viscosidade em diferentes concentragdes
dos complexos da série B em solucédo de CT-DNA, e os efeitos dos complexos, bem
como de um padrao (tiazol), estdo representados na FIGURA 5. 18(A). A adicéo
gradual de aliquotas do complexo a solucdo néo resultou em variagdes significativas
na viscosidade do DNA. Isso sugere que as interagdes envolvidas sao

predominantemente de natureza eletrostatica e/ou ocorrem nos sulcos do DNA.
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Para avaliar se os complexos da série B interagem com o sulco menor
do DNA ou em regides proximas, realizamos o ensaio de deslocamento do Hoechst
33324 do sulco menor do CT-DNA. Os complexos B1-B4 atuaram como agentes
supressores da fluorescéncia no complexo DNA-Hoechst, resultando em uma
diminuicdo na intensidade da fluorescéncia a medida que as concentracdes dos
complexos aumentavam nas solucfes. Na concentracdo mais elevada, o complexo
B1 causou uma reducao na intensidade de emisséo correspondente a 25% do valor
inicial (conforme ilustrado na FIGURA 5. 18(B)), enquanto os demais complexos
apresentaram comportamento semelhante, com uma diminui¢cdo variando de 23% a
26% (conforme demonstrado na FIGURA A. 20, no Apéndice - Parte Il). A supresséo
da fluorescéncia indica que 0s compostos possuem a capacidade, seja por meio de
uma acgéao direta ou por pequenas alteracdes nas proximidades do sulco menor, de

deslocar o Hoechst do sulco menor do DNA.
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FIGURA 5. 18. (A) Viscosidade relativa do CT-DNA na auséncia e presenca dos
complexos B1-B4 e do padréo tiazol laranja (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 yM), em
diferentes razdes molares [composto]/[DNA]=0,00; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25 e 0,30,
com concentracdo constante de CT-DNA de 100 umol L' e 40% de DMSO. (B)
Espectros de supresséo de fluorescéncia do DNA-Hoechst na auséncia (a) e presencga
do complexo B1 (b-i; b=7,5 uM; c=15 pM; d=22,5 pM; €=30,0 uM; f= 37,5 uM; g=42,5
MM e i= 50,0 pyM), concentragdo constante da DNA-Hoechst de 75 e 2,5 uM,
respectivamente.
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5.4 Conclusbes parciais da série B

Nesta série foram sintetizados 4 complexos de paladio contendo ligantes
naftoquindnicos ou antraquinona (lausona, lapachol, 3-estiril-lausona e alizarina), os
quais foram caracterizados por técnicas de condutividade molar, analise elementar,
espectrometria de massas, espectroscopia de absor¢céo na regido do infravermelho,
ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D e 2D de H, 3'P{*H},'3C{*H} e difracéo de
raios X. Os complexos B1-B4 mostraram-se estaveis, em DMSO (0,5%) e em meio
de cultura de celular (99,5% RPMI), por meio da técnica de UV-vis em até 48 h.

Ao avaliar a viabilidade celular dos complexos série B frente a diferentes
linhagens de células tumorais, foi possivel notar que os compostos apresentaram
menores ICso nas células tumorais de ovério (A2780). Frente a linhagem A2780, B2
apresentou menor ICso (3,5 £ 0,1 umol/L) que o precursor, ligante e a cisplatina, sendo
esse 3,4 vezes menor que o encontrado para a cisplatina. O complexo B2 apresentou
ICs0 > 40 umol/L na linhagem néo tumoral MRC-5, o que confere uma alto valor de
indice de seletividade a esse complexo (IS =211,4).

O composto B2 foi escolhido para os estudos adicionais nas células
tumorais de ovario. O complexo exibiu efeito citotoxico e citostatico nas células
tumorais de ovario (A2780), levando a inibicdo da formacgéo de colbnias e diminuicao
do tamanho de colbnias. Além disso, 0 complexo promoveu alteracdes morfoldgicas
das células da linhagem A2780, bem como a diminuicéo da confluéncia celular.

Ensaios de morfologia e formacg&o de colbnias das células ndo tumorais
MRC-5 também foram realizados, apds o tratamento com o complexo B2. Os
resultados mostraram que o composto B2 alterou fracamente a morfologia das
células, quando comparado com o controle, na concentracdo de 40 uM em 48h de
tratamento e também nessa concentracao foram observados diminui¢do da area e da
intensidade das colbnias. Esse resultado demonstra que o composto B2 & muito
seletivo, apresentando maior citotoxicidade nas celulas tumorais do que nas células
saudaveis testadas.

O tratamento das células tumorais com o composto B2 alterou a
proporcao de células das fases do ciclo celular em comparagcdo com as células nédo
tratadas. A maior porcentagem de efeito foi observada em relacdo as células que néo
se encontram em nenhuma das fases do ciclo celular, apresentando um padrao
anormal em relagdo ao contetdo de DNA. Essas células séo frequentemente referidas

como células sub-G1. A presenca de células hipodipléides (células sub-G1) sugere a
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possibilidade de apoptose, uma vez que o0 processo de apoptose resulta na
fragmentacdo do DNA. Contudo, foi identificada que o composto B2 induz a morte
celular apoptética por meio do ensaio de citometria de fluxo com os corantes anexina
V-PE e 7TAAD.

Os resultados apresentados de interacdo com HSA indicam que os
complexos exibem uma afinidade moderada a alta pela albumina, o que possibilita o
transporte e a solubilidade dos complexos da série B no plasma humano pela HSA.

Os complexos B1-B4 demonstraram interagdes com o sulco menor do
DNA, como indicado pelo ensaio de deslocamento do Hoechst do sulco menor-DNA,
resultante das interacdes desses complexos com o DNA.

Os complexos ndo provocam mudancas substanciais nas estruturas
secundaria e terciaria do DNA, sugerindo que o mecanismo de acdo dos complexos
as série B, que resulta na morte celular, ndo esta diretamente associado a uma

interacao direta com o DNA.
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CAPITULO 6
RESULTADOS E DISCUSSAOQ: SERIE C

Dado o baixo ICso apresentado contra diversas linhagens celulares pelo
complexo de Pd/dppe com o ligante lapachol apresentado no capitulo anterior,
propusemos a sintese e caracterizacao de uma série inédita de compostos resultantes
da combinacdo Pd'/lapachol com diferentes bisfosfinas. Isso com o intuito de gerar

novos complexos com o potencial de demonstrar atividade contra o cancer.

6.1 Sintese e caracterizacdo dos complexos da série C

As sinteses dos complexos da série C foram realizadas com a mesma
metodologia dos complexos das séries anteriores, por meio da substituicdo dos
cloretos nos precursores previamente preparados pelo ligante de interesse, o0 AgBF4
foi utilizado para facilitar o processo de saida cloretos. A rota sintética para os
complexos de formula [Pd(dppp)(lap)]PFs (C1), [Pd(dppb)(lap)]PFs (C2) e
[Pd(dppf)(lap)]PFs (C3) esta ilustrada no ESQUEMA 6. 1.

7N
ﬂ P 2 2,2 AgBF, p p IPFs

c’ S Q0
[Pd(dppp)Cl] QQ
[Pd(dppb)Cl] Y
[Pd(dppf)Cl,] C1 - [Pd(dppp)(lap)]PFs

C2 - [Pd(dppb)(lap)IPFs
C3 - [Pd(dppf)(lap)]PFs

Ligantes fosfinicos
22 Q2 S92

P
(=QPP I Yo
P dppp dppb dppf

ESQUEMA 6. 1. Esquema de sintese representativa dos complexos C1-C3.

O ligante lapachol se coordena ao metal de forma bidentada, e a

desprotonacao da molécula se deu na presenca do solvente, sem requerer a adi¢ao
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de uma base ao sistema reacional e empregou-se o sal KPFs, para estabilizacdo dos
complexos monocatiénicos, com o anion PFe",

Com o intuito de verificar a carga dos complexos C1-C3, procedeu-se a
realizagéo de medidas de condutividade molar em solugbes de DMSO e CH2Clz. Os
valores obtidos se encontram dentro da faixa correspondente a eletrélito 1:1, como
mostrado no TABELA 6. 1.87

Os teores de carbono e hidrogénio presentes nos solidos dos complexos
C1-C3 foram determinados por andlise elementar, onde os valores percentuais
experimentais obtidos estdo condizentes com os valores percentuais tedricos
calculados (TABELA 6. 1).

TABELA 6. 1. Condutividade molar (Am, ohm cm? molt) em DMSO e CH2Clz2 e dados
de analise elementar (valores tedricos entre paréntesis), dos complexos C1-C3.

A
Complexos " %C %H
DMSO* CH:Cl2"

Cl1-[Pd(dppp)(lap)lPFs 22,3 351  5583(5574) 4,46 (4,34)

C2 - [Pd(dppb)(lap)]PFs 21,4 33,7 56,48 (56,19) 4,85 (4,50)
C3 - [Pd(dppf)(lap)]PFs 25,7 47,7 56,34 (56,21) 3,97 (3,95)

*Faixa para eletrélito 1:1 em DMSO 20-62 ohm™' cm? mol'; **Faixa para eletrélito 1:1
em CH2Cl2 12-77 ohm™' cm? mol-".87

Por meio da técnica de espectrometria de massas, identificou-se os
sinais dos cations-complexos apds a perda de contra-ion PFs~ com férmula geral do
tipo [Pd(P-P)(lap)]*. Os valores de razdo massa/carga (m/z) estdo de acordo com 0s
valores esperados, apresentando erros entre o valor tedrico e experimental proximo a
3 ppm, como mostrado na TABELA 6. 2. Os espectros dos complexos dessa série

estdo disponiveis ha FIGURA A. 34, na se¢do Apéndice — Parte lll.

TABELA 6. 2. Razdo massa carga (m/z) tedricos e experimentais, € erro em ppm,
referentes ao pico [M]* dos complexos B1-B4.

Complexos m/z
. . Erro (ppm)
[M]* Tedrico Experimental
C1 — [Pd(dppp)(lap)]* 759,1409 759,1425 2,11
C2 — [Pd(dppb)(lap)]* 773,1565 773,1587 2,74
C3 — [Pd(dppf)(lap)]* 901,0915 901,0950 3,86
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Para esta série foram obtidos monocristais dos complexos C2 e C3, por
meio de lenta evaporacdo de uma solucdo dos mesmos, em diclorometano, e
empregando a técnica de difracdo de raios X obtive-se a confirmacéo das estruturas
propostas (FIGURA 6. 1). Ambos complexos cristalizaram em um sistema cristalino
monoclinico, o complexo C3 cristalizou em um grupo espacial P21/c, quatro moléculas
por célula unitaria e o complexo C2 cristalizou-se em um grupo espacial 12/a, oito
moléculas por célula unitaria. A TABELA A. 4, contendo os parametros
cristalogréficos e de refinamento das estruturas dos complexos C2 e C3, consta no

Apéndice — Parte lll.

FIGURA 6. 1. Estruturas cristalograficas obtidas para os complexos (A) C2 -
[Pd(dppb)(lap)]PFs e (B) C3 - [Pd(dppf)(lap)]PFs (0 contraion PFs~ foi omitido para
melhor visualizag&o). Atomos representados no modo ORTEP (elipsoides em 30%).

Diferente do observado nos compostos da série A, ndo ha efeito de
ressonancia entre as ligagbes C1=01 e C2-02 (atomos envolvidos na coordenacao).
Deste modo, observa-se uma tendéncia nos comprimentos das ligagdes simples C2—
02 (= 1,30 A), que se tornam mais curtas apds a coordenacéo, além de um pequeno
alongamento das ligagdes duplas C1=01 (= 1,24 A), isto quando comparamos as
estruturas cristalograficas do lapachol livre e coordenado (TABELA 6. 3). Além disto,
os comprimentos de ligacdo Pd—P e Pd-O sao consistentes com o encontrado na

literatura para sistemas similares.8-°1
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A geometria dos complexos de paladio € consistentemente com
quadratica plana distorcida, o que é evidenciado pelos angulos de ligacdo que se
aproximam de 90° e 180° (TABELA 6.3).

TABELA 6. 3. Comprimentos de ligacdo (A) e angulos de ligacéo (deg) selecionados
para lapachol, C2 e C3.

] . Compostos
Comprimentos de ligacéo (A)
Lap* Cc2 C3
C1=01 1,236 1,239(8) 1,252(4)
C2-02 1,349 1,291(8) 1,304(4)
C4=04 1,232 1,241(10) 1,229(4)
Pd1-P1 - 2,2396(18) 2,2511(7)
Pd1-P2 - 2,2206(16) 2,2478(7)
Pd1-0O1 - 2,113(4) 2,1173(19)
Pd1-02 - 2,063(4) 2,069(2)
Angulos de ligacdo (deg) Complexos
C2 C3
P2-Pd1-P1 92,60(6) 98,78(3)
02-Pd1-01 78,82(19) 78,86(8)
0O1-Pd1-P1 170,22(14) 167,76(6)
01-Pd1-P2 97,05(14) 93,40(6)
02-Pd1-P1 91,45(14) 88,92(6)
02-Pd1-P2 174,72(14) 171,90(6)

*Valores retirados CCDC 1189905.

De modo similar a série B, os espectros de RMN de 3'P{*H} dos
complexos C1-C3 apresentaram dois dupletos, referentes a nao equivaléncia
magnética dos atomos de fosforo que estédo trans aos diferentes atomos de oxigénio
do ligante (FIGURA 6. 2). Os deslocamentos quimicos nos complexos formados, em
relacdo aos precursores, indicam que os atomos de fosforo se encontram mais
desblindados ([PdClz(dppp)] 11,2 ppm (s); [PdCl2(dppb)] 29,3 ppm (s); [PdCl2(dppf)]
33,9 ppm (s)). Isso ocorre devido a substituicdo dos ligantes cloretos pelos oxigénios
das naftoquinonas, e devido a maior eletronegatividade do oxigénio, ele desblinda o

atomo de fésforo com maior eficacia do que os ligantes cloretos, resultando no
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deslocamento do sinal para frequéncias mais elevadas. Além disto, em & -144 ppm

verifica-se um multipleto referente ao anion PFs™.

a )

C2 L

Cc3

L, I

46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14
Deslocamento quimico (ppm)

FIGURA 6. 2. Espectros de RMN de 3!P{*H} dos complexos C1 — [Pd(dppp)(lap)]PFes,
C2 — [Pd(dppb)(lap)]PFes e C3 — [Pd(dppf)(lap)]PFs em CH2Cl2(D20).

Nos experimentos de RMN de 'H para os complexos C1-C3 pdde-se
observar e atribuir todos os sinais referentes aos hidrogénios presentes nos
complexos. Nos espectros obtidos para o complexo C3, estdo destacados 0s sinais e
suas respectivas atribuicdes. Os espectros de 'H registrados para esta série sédo
apresentados na FIGURA A. 36, no Apéndice — Parte Il

No espectro de RMN 'H do complexo C3, apresentado na Figura 6.3,
observa-se alguns grupos distintos de sinais, o primeiro grupo, referente as metilas
[H(14, 15)] e hidrogénios alifaticos [H(11, 12)] do ligante lapachol (= 2,7 e 4,7 ppm,
respectivamente), o segundo, referente aos hidrogénios do ferroceno (regido 4,2-5,4
ppm) e o terceiro grupo na regido dos hidrogénios aromaticos, referente aos anéis
aromaticos da dppf e do ligante lapachol (regido 6,9-8,1 ppm). A atribuicdo desses
sinais foi feita com o auxilio dos mapas de contorno COSY !H-'H, onde destacam-se

os acoplamentos dos hidrogénios (FIGURA A. 38, em Apéndice — Parte IlI).
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FIGURA 6. 3. Espectro de RMN de 'H do complexo C3 — [Pd(dppf)(lap)]PFe em
CO(CD3)a.

Nos espectros de RMN 3C{'H} dos novos complexos C1-C3 foram
observados os respectivos sinais, atribuidos com o auxilio das técnicas 2D, HSQC e
HMBC e estao apresentados na FIGURA A. 38 e FIGURA A. 40, respectivamente, na
secdo de Apéndice — Parte ll.

Na FIGURA 6. 4 apresenta-se a regido mais desblindada dos espectros
de RMN 13C{*H} dos complexos C1-C3 e lapachol livre, onde s&o observados os sinais
referentes aos carbonos C1, C2 e C4 do lapachol livre e coordenado. Nota-se um
deslocamento quimico mais pronunciado nos carbonos C1 e C2 devido a coordenac¢ao
do ligante ao centro metalico, enquanto o carbono C4 apresenta variacdo minima, o
gue esta em conformidade com as expectativas, uma vez que as mudancas mais
significativas ocorrem nos sinais correspondentes aos carbonos ligados aos oxigénios
gue se coordenam com o centro metalico. A desblindagem dos sinais referentes aos
carbonos C1 e C2, que ocorre devido a diminuicdo da densidade eletrbnica destes

atomos em decorréncia da coordenagéo ao centro metalico de paladio.
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FIGURA 6. 4. Regido mais desblindada dos espectros de RMN 3C{*H} do lapachol e
complexos C1 - [Pd(dppp)(lap)]PFs, C2 — [Pd(dppb)(lap)]PFe e C3 -
[Pd(dppf)(lap)]PFs em CO(CD3)a.

Nos espectros de absorcéo na regido do infravermelho dos complexos
C1-C3, foi possivel obter informacdes significativas, que contribuem para a proposta
estrutural dos complexos, alinhando-se com as outras técnicas de caracterizacao
utilizadas neste estudo. Inicialmente, na faixa de alta frequéncia dos espectros
registrados, nota-se a falta do estiramento v(O-H) das hidroxilas presentes no ligante
lapachol, que em sua forma ndo coordenadas apresenta uma banda v(O-H) em 3353
cm? (o espectro do lapachol livre apresenta-se na FIGURA A. 41, da secdo de
Apéndice). Essa auséncia sugere que o ligante esta coordenado por meio do atomo
de oxigénio em sua forma desprotonada.

Conforme pode-se observar na FIGURA 6. 5, as vibragbes de
estiramento v(C1=01) e v(C4=04) sofrem deslocamentos para regibes de mais
baixas energias. O estiramento v(C4=04) nao esta diretamente envolvido na
coordenacao, mas ele sofre um leve deslocamento devido a mudancas na densidade
eletrbnica no anel. Por outro lado, a banda v(C1=01) se desloca devido a sua
coordenacdo com o centro metalico, levando a diminuicdo de sua densidade

eletrdnica, como ja observado na técnica de RMN 13C{H}.
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Quanto a ligacao v(C2-02), a banda associada a essa ligacdo sofre um
deslocamento no espectro devido a coordenacdo com o paladio, aumentando o
carater de dupla ligacdo e, como resultado, desloca-se para regides de frequéncias
mais altas. Esse fenbmeno também é observado no comprimento dessa ligacao nas
estruturas cristalinas obtidas, onde sua forca aumenta quando ela se coordena ao
paladio (TABELA 6. 3).

lap

C3|— ;
C2—~ ! AN A A
Cl~ A AL A \
C4 :04 = i E E J:
Cl:Oi\ ______________ ’/c=carom CZ—OZ P_F P_F
' T y T ' T y T ' T ' T y
1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numero de onda (cm™)

FIGURA 6. 5. Espectros de absorcdo na regido do infravermelho, do lapachol e
complexos C1-C3, em pastilhas de KBr.

Os espectros apresentam também outras bandas caracteristicas, como
os vC=C aromaticos e as bandas em 840 cm™ v(P-F) e 557 cm* §(P-F) pertencentes
ao anion PFs~. Todos os espectros de absor¢céo na regiao do infravermelho registrados
para esta série sdo apresentados na FIGURA A. 42, no Apéndice.

Os espectros de UV-vis dos complexos sdo semelhantes entre si, pois
apresentam duas bandas caracteristicas, a primeira absor¢cdo mais intensa, em torno
de 280 nm, atribuida a transicéo de transferéncia de carga intraligante dos anéis da
bisfosfina ((ILCT) n—n*), bem como do anel aromatico do lapachol. A segunda
transicdo, de menor energia, no espectro dos complexos corresponde as transi¢coes

do tipo n—*, em torno de 480 nm.11.138.141
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Na TABELA 6. 4 apresenta-se os comprimentos de onda maximos das
bandas observadas, bem como os respectivos valores de absortividade molar (g) de
todos os complexos, além da atribuicdo tentativa das bandas. Os espectros dos
complexos em diferentes concentracdes, em DMSO, sédo apresentadas na secéo de

apéndice na FIGURA A. 43.

TABELA 6. 4. Comprimento de onda de absorcdo maxima (A, nm), absortividade molar
(e, molt cm™ L) e tentativa de atribuicdo das bandas dos complexos C1-C3, em
solugéo de DMSO.

Complexos A (nm) e (moltcm?L) Transicao

C1 - [Pd(dppp)(lap)]PFs 280 42784 ILCT/ n—n*
484 3648,3 n—n*

C2 - [Pd(dppb)(lap)]PFs 280 36796 ILCT/ n—on*
486 2713,7 n—m*

C3 - [Pd(dppf)(lap)]PFs 276 39967 ILCT/ n—n*
492 4272,9 n—m*

Com o intuito de analisar a estabilidade dos complexos, nas condi¢des
dos experimentos biolégicos, foram obtidos espectros de UV-vis de solu¢des contendo
0s complexos C1-C3 em uma concentracdo de 40 yM, em meio de cultura RPMI sem
fenol e 0,5% DMSO, em trés tempos distintos: 0, 24 e 48 horas. Constatou-se que nao
houve mudancas significativas nos espectros eletrénicos obtidos ao longo do tempo,
como apresentado na FIGURA 6. 6. Portanto, € possivel comprovar que os complexos

sao estaveis nas condicdes dos testes bioldgicos.

300 c2 —an s c3 —n

Absorbancia
Absorbancia
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FIGURA 6. 6. Espectros de UV-vis dos complexos C1, C2 e C3 (40 umol/L) obtidos
em 0, 24 e 48 h, em meio de cultura celular RPMI sem fenol e 0,5% de DMSO, a 37°C.
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6.2 Estudos biologicos dos complexos da série C

A avaliacdo da viabilidade celular dos complexos sintetizados na série C
foi conduzida em diversas linhagens celulares, utilizando o método de ensaio MTT.
Com base nos resultados obtidos nesses testes, foi realizada uma triagem para
identificar o composto que apresentou 0 menor ICso (concentracao inibitoria de 50%
da viabilidade celular) e melhor seletividade. Esse composto foi selecionado para
prosseguir com testes adicionais, visando compreender melhor o modo de atuagéo
dos complexos nas células.

Os valores de ICso foram calculados para células tumorais de mama
(MCF-7 e SKBR-3), prostata (DU-145), pulméao (A549), ovario (A2780 e A2780cis) e
ndo tumoral de pulmdo (MRC-5). Os valores obtidos correspondem ao ICso apds 48
horas de exposicdo das células empregadas em diferentes concentracdes dos
complexos. A TABELA 6. 5 apresenta os valores de ICso obtidos para os complexos
C1-C3, lapachol, precursores e CDDP.

Para o ligante lapachol nédo foi possivel calcular o ICso sendo este 2100
umol/L (maior concentragdo usada) na maioria das linhagens celulares testadas.
Observa-se que para os complexos C1 e C2 néo foi possivel calcular o ICso0 nas
linhagens celulares tumorais MCF-7, SKBR-3, DU-145 e A549, sendo estes 240
umol/L (maior concentracao utilizada). O complexo C3, de modo geral, foi 0 mais ativo
da série C, apresentando menor ICsp que 0s demais complexos.

Uma possivel explicagao para a melhor atividade do complexo C3 é sua
lipofilicidade. Conforme apresentado na TABELA 6. 5, o log P (coeficiente de particao
em n-octanol/meio aquoso) para o complexo C3 é positivo (0,41 + 0,02), sugerindo
que ha uma afinidade maior pela fase organica em comparacado com a fase aquosa,
sugerindo também que o0 mesmo pode atravessar a membrana plasmatica por difuséo
passiva devido a sua natureza lipofilica. Os complexos C2 e C3 apresentam valores
negativos de coeficiente de particdo, mostrando que os mesmos possuem maior
afinidade pela fase aquosa. Assim, € possivel sugerir que ha uma relacdo entre a
maior atividade do complexo C3 na maioria das linhagens tumorais testadas com sua

lipofilicidade.
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TABELA 6. 5. Valores de ICso obtidos para os complexos C1-C3 (C1 — [Pd(dppp)(lap)]PFes, C2 — [Pd(dppb)(lap)]PFs € C3 —
[Pd(dppf)(lap)]PFe) precursores (P3 - [PdCl2(dppp)], P4 - [PdClz(dppb)] e P5 - [PdClz(dppf)]), lapachol (lap) e cisplatina (CDDP) frente
as linhagens celulares tumorais MCF-7, SKBR-3, DU-145, A549, A2780, A2780cis e MRC-5 apds 48 horas de tratamento.

ICs0 (umol/L) IS IS
Comp. . MRC-5 MRC-5 Log P
MCF-7 SKBR-3 DU-145 A549 A2780 A2780cis MRC-5 A2780  A2780cis

C1 240 240 =30 240 15,7+0,7 8,4+0,8 240 22,5 24,8 -1,05 £ 0,02
C2 240 =30 240 240 44+04 19,0+£0,6 240 29,1 22,1 -0,04 £ 0,03
C3 9,6+0,3 75+0,8 240 149+08 22+01 1,1+0,2 240 >18,2 236,4 0,41 +£ 0,02
P3 =50 =50 n.t =50 =50 =50 =50 - - -

P4 =25 225 n.t =25 =25 225 225 - - -

P5 240 240 n.t 240 240 9,9+0,9 240 - 4,0 -

lap =100 =100 n.t =100 =100 69,3+0,7 =100 - 1,4 -

CbDP 139%+2,0 10,2+0,9 23+04 144+14 118+08 31,8+18 29,1+0,8 2,5 - -

n.t: ndo testado.
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E observada a mesma tendéncia dos complexos das demais séries,
apresentando maior inibicdo da viabilidade celular nas linhagens tumorais de ovario.
Comparando com os precursores, a coordenacao do lapachol, ao metal, contribuiu
para o aumento da capacidade de inibicdo da viabilidade celular dos complexos C1-
C3, frente as linhagens tumorais de ovario (A2780 e A280cis). Destaca-se o complexo
C3, que em comparacdo aos demais, pois apresentou os melhores indices de
seletividade frente as células tumorais de ovario e ovério resistente a cisplatina, em
comparacao com a linhagem néo tumoral MRC-5 (IS = 18 e = 36, respectivamente).
Também, o complexo C3 tem o ICso aproximadamente 30 vezes menor que a
cisplatina, farmaco inorganico de referéncia, frente a linhagem A2780cis. Portanto, o
mesmo foi escolhido para prosseguir com 0s experimentos mais avancados nas
células A2780cis.

A partir dos resultados obtidos nas duas linhagens celulares de ovario,
€ possivel encontrar o valor de fator resisténcia, calculado pela razdo dos valores de
ICso A2780cis pelo valor de I1Cso A2780 (TABELA 6. 6). Os valores de fator de
resisténcia dos complexos C1 e C3 (0,5) sdo menores que o valor da CDDP (2,7),
esses resultados indicam que estes complexos podem apresentar um mecanismo
diferente com relacdo a CDDP na célula resistente, uma vez que estes complexos

aumentam a atividade nas células A2780cis.

TABELA 6. 6. Valores de fator de resisténcia para os complexos da série C e CDDP
obtidos a partir da divisdo dos valores de ICso.

Compostos Fator de Resisténcia
ICs0 A2780cis/ 1Cs0A2780
C1 - [Pd(dppp)(lap)]PFs 0,5
C2 - [Pd(dppb)(lap)]PFs 4,3
C3 - [Pd(dppv)(lap)]PFs 0,5
CDDP 2,7

Um dado importante para a continuidade dos ensaios biologicos é a
observacdo da influéncia dos complexos na morfologia celular. Acompanhamos as
alteracbes morfologicas da linhagem tumoral de ovario resistente a cisplatina
(A2780cis) em solucdes contendo diferentes concentragbes de C3. Ao observar as
micrografias referentes ao controle, apresentadas na FIGURA 6. 7, observa-se que a

morfologia da linhagem A2780cis, na auséncia de tratamento com 0S compostos,
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apresentando formato alongado. Alteracdes consideraveis na morfologia das células
séo observadas nas concentragdo 2 x ICso e 4 x ICso a partir de 24 h, onde a
confluéncia entre as células € menor e nota-se maior quantidade de células em
formato esférico, sendo um indicativo de inviabilizagdo das mesmas e
desencadeamento de mecanismos de morte celular.!-144 Nas concentragées
equivalentes ou inferiores ao I1Cso, ndo foi identificada nenhuma alteracdo morfoldgica.
Isso indica que, nessas condi¢des, as células mantiveram sua integridade morfolégica

e foram indistinguiveis do grupo controle do experimento.

A2780cis
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FIGURA 6. 7. Micrografias das células A2780cis apoés tratamento com o complexo C3
em diferentes concentracdes (1/2x1Cso (0,6 pM), ICso (1,1 M), 2xICs0 (2,2 uM) e 4xICso
(4,4 uM) e tempos de exposicao.
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Para comparacdo, a analise morfologica também foi realizada na
linhagem de células ndo tumorais de pulmao (MRC-5) tratadas com o complexo C3.
Na FIGURA 6. 8, podemos observar as micrografias das células MRC-5, e nota-se
que a partir da concentracdo de 20 umol/L em 48 horas a morfologia das células
apresentam algumas diferencas em relacao ao controle. Foi possivel observar células
com formatos diferentes do controle e algumas células desaderidas no formato

arredondado, indicando morte celular.

Controle

5,0 uM

10,0 uM

MRC-5

! CompIeXo c3

20,0 pM

40,0 uM

FIGURA 6. 8. Micrografias das células MRC-5 apds tratamento com o complexo C3
em diferentes concentracdes e tempos de exposi¢ao.

BN

A migracao celular esta diretamente associada a metastase, que
representa o fendbmeno pelo qual as células cancerigenas se propagam a partir do
tumor original para tecidos e 6érgdos distantes.'%® O complexo C3 foram investigados
quanto a sua capacidade de inibir a migracdo celular por meio do ensaio de

cicatrizacdo de feridas (Wound Healing). Esse ensaio implica na realizacdo de uma
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incisdo controlada na monocamada celular, a qual atinge uma confluéncia de cerca
de 80%. Em seguida, os tratamentos sdo aplicados utilizando as solu¢cbes do
complexo C3. E importante destacar que as concentracbes empregadas do complexo
foram mantidas abaixo do valor de ICso, garantindo assim que o efeito observado fosse
exclusivamente relacionado a inibicdo da migracao celular, sem efeito citotoxico.
ApoOs o tratamento nas células A2780cis, observou-se que com O
complexo C3 nao foi capaz de inibir a migracéo celular nas concentragdes utilizadas,
uma vez que no tempo de 48 h na presenca do complexo e na auséncia ndo houve
diferencas no fechamento da risca, como mostrado nas micrografias e no grafico de

porcentagem fechamento da risca ha FIGURA 6. 9.
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FIGURA 6. 9. Micrografias das células A2780cis obtidas no ensaio de Wound Healing
do complexo C3 nas concentracdes (/s x 1Cs0 (0,1 pM), /4 x ICso (0,3 uM) e %2 x ICso
(0,6 pM)). Lente objetiva utilizada no experimento foi com aumento de 4x,
Representacdo grafica da porcentagem de fechamento da risca ap0s 48 h de
incubacdo com o complexo. Os dados representam a média £+ DP dos ensaios em
triplicata. Significancia nos niveis *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 e ***p<0,0001
usando ANOVA e teste Dunnet’s.
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O ensaio de sobrevivéncia clonogénica mede a capacidade de uma
Gnica célula proliferar indefinidamente e formar uma colénia de pelo menos 50
células.'%® Nesse experimento, a cultura celular foi exposta a diferentes concentracées
do complexo, e ap6s um periodo de incubacdo de 48 horas, o meio de cultura
contendo o complexo foi removido. As células foram posteriormente expostas a um
novo meio de cultura sem tratamento, e avaliamos a capacidade dessas células de
formarem colbnias apods a exposicao prévia ao complexo. Deste modo, por meio deste
ensaio, avaliou-se a poténcia citotoxica e a capacidade proliferativa do complexo C3
contra células A2780cis e MRC-5.

A2780cis Cﬂmpl:em c3

Controle 0,3 uM 1,2 uM 2,4 uM 4.8 uM

"
&
5
a
El

— 0 =15
o - & .
.E: 20- L 210 L
o o
et 2
8 10+ B 5
[u]
<, = E o =
P y ar be %
6:"" Ql:h hl} t'p?' 'b:?" {E‘ Iﬁ-" Py N -3 :
E’ L | {..
nM pM

FIGURA 6. 10. Sobrevivéncia clonogénica das células A2780cis tratadas com
diferentes concentragées do complexo C3 (}/4 x 1Cso0 (0,3 uM), ICso (1,2 uM), 2 x ICso
(2,4 uM) e 4 x ICso (4,8 uM)) por 48 horas. A representacédo dos pocos e limiares para
0 experimento é mostrada junto com as quantificacfes graficas da area e intensidade
das colénias. Os dados representam a média + DP dos ensaios em triplicata.
Significancia nos niveis * p<0,005, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001 usando
ANOVA e teste Dunnet’s.

Para as células A2780cis, os resultados mostraram que o complexo C3
inibiu significativamente a area e a intensidade das colbnias, a partir da concentracao

do ICso ap6s 48 h de tratamento (FIGURA 6. 10). Este resultado esta de acordo com
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0 ensaio MTT, que aponta tanto para efeitos citotéxicos quanto citostaticos, ou seja,
esses compostos sao capazes de interferir no crescimento, desenvolvimento e na
multiplicacéo celular, além de promover a morte das células tumorais.

Para fins de comparacéo, também foi realizado o ensaio de formacao de
colénias com as células saudaveis MRC-5 (FIGURA 6. 11). O ICso do complexo C3
nao foi determinado, portanto nos ensaios de formacéo de colbnias foram utilizadas
concentracfes menores que 40 uM (maior concentracdo usada no ensaio de MTT).
Apés o tratamento com o composto C3 foi possivel observar uma maior diminui¢cao na
area e na intensidade das colbnias a partir da concentracéo de 10 uM (equivalente a
aproximadamente 10xICso na célula A2780cis). Esse resultado ainda indica que
complexo € muito seletivo para as células tumorais A2780cis, pois o efeito citotoxico
e citostatico dele é mais acentuado na célula tumoral do que na célula ndo tumoral
MRC-5. 64,145
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FIGURA 6. 11. Sobrevivéncia clonogénica das células MRC-5 tratadas com diferentes
concentragcbes do complexo C3 por 48 horas. A representacédo dos pocos e limiares
para o experimento € mostrada junto com as quantificacdes graficas da area e
intensidade das colonias. Os dados representam a meédia £+ DP dos ensaios em
triplicata. Significancia nos niveis * p<0,005, ** p<0,01, *** p<0,001 e *** p<0,0001
usando ANOVA e teste Dunnet’s.
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Ao analisar as fases do ciclo celular, as células A2780 tratadas com o
C3 nas diferentes concentracdes apresentaram um aumento gradativo da populagéo
com padrdo anormal no conteddo de DNA, denominadas de células sub-G1. O
acumulo de células na fase Sub-G1 tornou-se significativo a partir da concentracéo
correspondente ao ICso (1,1 puM), resultando em uma diminuigcdo na proporcao de
células na fase G2/M em comparacdo com as células néo tratadas, como
demonstrado na FIGURA 6. 12. Essa reducao na proporcdo da fase G2/M do ciclo
celular sugere uma interferéncia substancial do complexo na progressédo do ciclo
celular. Além disso, o acumulo de células na fase Sub-G1 é consistente com a
ocorréncia de apoptose, uma vez que 0 processo apoptotico envolve a fragmentacao

do DNA devido a atuacdo de enzimas nucleares.
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FIGURA 6. 12. (A) Histogramas de DNA do ensaio do ciclo celular nas células
A2780cis incubadas com iodeto de propidio (Pl) (detectado no canal FL2-A), apos
tratamento com o complexo C3, em diferentes concentragdes (*/2 x ICso (0,6 uM), ICso
(1,1 uM) e 2 x ICs0 (2,2 uM)), por 48 h. (B) Grafico da porcentagem de células em cada
fase do ciclo celular apds tratamento com o complexo C3, em diferentes
concentracdes, por 48 h. Os dados representam a média £+ DP dos ensaios em
triplicata. SignificAncia nos niveis *p<0,005; ** p<0,01; **p<0,001 e ****p<0,0001
usando ANOVA e teste Turkey’s.
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Para determinar o mecanismo de morte celular, induzido pelo complexo
C3 nas células tumorais A2780cis, empregou-se a citometria de fluxo, em conjunto
com os corantes anexina V-PE e 7-ADD.1#° Desta forma, os resultados apresentados
em forma de graficos dot plots sdo apresentados na FIGURA 6. 13. Nesse ensaio
foram utilizadas concentracfes proporcionais do ICso com 48h, porém o tempo de
incubacédo deste ensaio foi de 24 h. Esse é um possivel motivo pelo qual o complexo
C3 induziu apoptose precoce e tardia nas células A2780cis apenas a partir da
concentracdo do 2xICso. NO entanto, o resultado € promissor pois esse mecanismo
de morte é apontado como uma estratégia para o desenvolvimento de farmacos

anticancer.146
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FIGURA 6. 13. Gréficos dot plots de Anexina V-PE vs 7-ADD, para determinacdo de
células A2780cis em apoptose apos o tratamento com diferentes concentragdes do
complexo C3 ((}/2xICso (0,6 uM), ICso (1,1 M), 2xICs0 (2,2 uM) e 4xICso (4,4 uM)) por
24 h. Grafico da porcentagem total de células em apoptose (inicial e tardia) apos o
tratamento com o complexo C3. Diferencas significativas do controle sédo indicadas
por *p <0,05, **p <0,01 e ***p <0,001 usando ANOVA e teste Tukey’s.
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6.3 Estudos de interacdo com biomoléculas da série C

Antes de conduzir os ensaios de interagcdo com biomoléculas,
realizamos estudos de estabilidade registrando os espectros de UV-vis dos complexos
em uma solucao de trizma com 40% de DMSO, durante um periodo de 0 e 24 horas,
com incubacdo a 37°C e agitacdo a 1000 RPM. Para os complexos da Série C,
observou-se uma diminuicdo das bandas mais intensas, da transicdo n—rn*, e
aparecimento de novas bandas, apés 24 h de agitacdo (FIGURA 6. 14). Portanto, &
possivel sugerir que os complexos C1-C3 geram subprodutos apés a incubacéo.
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FIGURA 6. 14. Espectros de UV-vis dos complexos C1-C3 em trizma com 40% DMSO,
em 0 e 24 horas, com agitacdo a 1000 RPM a 37°C.

Os ensaios descritos a seguir foram conduzidos logo apds a mistura da
biomolécula de interesse, com os complexos da série C, portanto é possivel concluir
que as medidas refletem a interagdo das biomoléculas com o0s complexos na sua
forma inicial, sem haver a formagéo de subprodutos.

Como anteriormente mencionado, a interacdo com a albumina de soro
humano (HSA) desempenha um papel crucial na farmacocinética de potenciais
farmacos. Isso é fundamental para a distribuicdo pelo corpo, atividade farmacoldgica,

toxicidade, eficacia do medicamento e outros aspectos relevantes.8®
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Os resultados dos ensaios indicam uma reducdo na fluorescéncia da
HSA na presenca dos compostos da série C. ISso sugere que a interacao entre essas
substancias causa modificagdes na conformagédo do ambiente proximo ao residuo de
fluoroforo Trp-214. Foi observada uma diminuicdo semelhante nas intensidades de
fluorescéncia da HSA a medida que as concentracdes dos complexos aumentavam
nas solucdes, com reducdes por volta de 30% em relacéo a fluorescéncia inicial. Os
espectros de supresséo de fluorescéncia da HSA pelo complexo C3 sao ilustrados na
FIGURA 6. 15, apresentando uma reducéo de 30% em relac&o a fluorescéncia inicial.
Os espectros de supressao de fluorescéncia da HSA dos demais complexos estao
disponiveis na FIGURA A. 45, no Apéndice - Parte lll.

Na FIGURA 6. 15 também observa-se a linearidade dos gréaficos de
Stern-Volmer ((Fo/F) vs. [Complexo]), que indicam o envolvimento de apenas um tipo
de mecanismo de supressdo. A reducdo nos valores de Ksv apresentados com o
aumento da temperatura indica 0 mecanismo de supressao estatica (TABELA 6. 7).
Em um cenario de supressdo estatica, 0 aumento da temperatura resulta em uma
diminuicdo na estabilidade do intermediario fluoréforo-supressor, o que leva a um

efeito de supresséo reduzido, refletido na diminuigdo da constante Ksy.8%123
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FIGURA 6. 15. Espectros de supressao de fluorescéncia da HSA na auséncia (a) e
presenca do composto C3 (b-h; b=2,5 uM; c= 5 uM; d= 7,5 uM; e= 10 uM; f= 12,5 pM;
g= 15,0 uM e h= 17,5 uM), com concentragao constante da HSA de 2,5 uM. Razéo
[Complexo]/[HSA]= 0; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7. Graficos de Stern-Volmer para supresséo de
fluorescéncia da HSA na presencga dos compostos a 298, 303 e 310 K.
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Os valores maximos da constante biomolecular de supressao (kq) para
a supresséao dinamica de biopolimeros sédo geralmente na ordem de 2x1010 M1 1,124
No entanto, os valores determinados para a constante kq foram maiores do que esse
limite para todos os complexos (TABELA 6. 7). Portanto, os resultados corroboram
com a hipétese de um mecanismo de supressao estatica.

Os valores de Kb na ordem de 10° indicam interacdes de moderadas a
fortes entre os complexos e a HSA. Além disso, o valor de n préximo a 1 sugere que
o complexo se liga a um sitio de ligacao da HSA.

Os valores e os sinais dos parametros termodinamicos foram analisados
para avaliar as principais for¢as intermoleculares envolvidas na interacdo entre 0s
compostos e a HSA. A presenca de valores negativos para AG indica que o0s
processos de interacdo entre todos os compostos e a HSA sdo espontaneos nas
temperaturas examinadas. Os valores negativos de AH (entalpia) e positivos de AS
(entropia) sugerem a ocorréncia de interacdes predominantemente eletrostaticas
entre os complexos e a albumina de soro humano (HSA).&

Os resultados apresentados na TABELA 6. 7 indicam que os complexos
exibem uma afinidade moderada a alta pela albumina, o que possibilita o transporte e
a solubilidade dos complexos da série C no plasma humano pela HSA. No entanto, é
importante observar que a alta afinidade de associacdo também pode restringir a
distribuicdo dos compostos nos tecidos do corpo devido a estabilidade do adulto

formado entre a HSA e o complexo.
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TABELA 6. 7. Valores das constantes de supressdo Stern-Volmer (Ksv), constantes de taxa de supressdo biomolecular (Kq),
constantes de ligacédo (Kp), nUmero de sitios de ligagédo (n) e parametros termodinamicos (AH®, AS° e AG®) para o sistema composto-
HSA em diferentes temperaturas, para os complexos C1-C3.

T Ksv Kq Kb AH° AS° AG®
Comp. iy (x105MY)  (x 10%3 Mts) R (x105M1) R (kJ molY) (I moltK) (kJ mol-)
C1 298 (2,57 + 0,05) 4,15 0,0380 (4,83:0,14) 1,23 0,9593  -183 475 32,4
303 (2,33 +0,05) 3,76 0,9386 (4,27+0,10) 1,22 0,9515 475 32,7
310 (2,20 +0,04) 3,56 0,9516 (3,83+0,14) 1,19 0,9449 47,9 33,1
C2 298 (3,57 +0,00) 5,76 0,0717 (7,91+0,40) 1,33 0,797  -154 61,4 33,7
303 (3,22 +0,06) 5,20 0,9689 (7,14+0,12) 1,33 0,9763 61,4 -34,0
310 (2,99 +0,06) 4,81 0,9627 (6,52+0,20) 1,34 0,9733 61,8 -34,5
C3 298 (3,27 +0,14) 5,28 0,0607 (6,83+0,21) 1,30 0,9696  -17,4 53,3 33,3
303 (3,14 £0,12) 5,06 0,9630 (6,09%0,17) 1,27 0,9689 53,3 -33,6
310 (2,98 +0,12) 4,80 0,9560 (522+0,22) 1,21 0,9666 53,3 -33,9
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As medidas de viscosidade do CT-DNA em varias concentracdes dos
complexos da série C foram conduzidas, e os efeitos dos complexos, bem como do
padrao de intercalacdo, laranja de tiazol, sao ilustrados na FIGURA 6. 16. Os
resultados sdo expressos como uma relagdo (n/no)® versus [complexo]/[DNA]. A
adicdo gradual de aliquotas do complexo a solugcdo n&o provocou variacdes
significativas na viscosidade do DNA, ao contrario do que foi observado com o tiazol
(um agente intercalante). Esses resultados sugerem que as interagdes predominantes
séo de natureza eletrostatica e/ou ocorrem nos sulcos do DNA.
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FIGURA 6. 16. Viscosidade relativa do CT-DNA na auséncia e presenca dos
complexos C1-C3 (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 uyM) e do padrao tiazol laranja, em
diferentes razdes molares [composto]/[DNA]=0,00; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25 e 0,30,
com concentracdo constante de CT-DNA de 100 umol Lt e 20% de DMSO.

Finalmente, para determinar se os complexos da série C interagem com
0 sulco menor do DNA ou com regibes préximas, conduzimos o0 ensaio de
deslocamento do Hoechst 33324 do sulco menor do CT-DNA. Os complexos C1-C3
atuaram como agentes supressores da fluorescéncia no complexo DNA-Hoechst,
resultando em uma diminuicdo na intensidade da fluorescéncia a medida que as
concentracbes dos complexos aumentavam nas solucdes. Na concentracdo mais
elevada, os complexos C1 e C2 causaram uma reducao na intensidade de emisséao
correspondente a 12% e 1% do valor inicial, respectivamente (FIGURA 6. 17). O
complexo C3, em sua maior concentracdo, apresentou uma diminuicdo da
fluorescéncia inicial de aproximadamente 33%. A supresséo da fluorescéncia indica

que os compostos tém a capacidade, seja por meio de uma acgdo direta ou por
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pequenas alteracdes nas proximidades do sulco menor, de deslocar o Hoechst do

sulco menor do DNA.
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FIGURA 6. 17. Espectros de supressdo de fluorescéncia do DNA-Hoechst na
auséncia e presenca dos complexos (A) C1, (B) C2 e (C) C3, concentracdo constante
da DNA-Hoechst de 75 e 2,5 uM, respectivamente.

6.4 Conclusdes parciais da série C

Nesta série foram sintetizados 3 complexos inéditos, contendo o ligante
lapachol e diferentes bisfosfinas. As caracteriza¢cdes dos complexos, por técnicas de
condutividade molar, analise elementar, espectrometria de massas, espectroscopia
de absorcao na regido do infravermelho, ressonancia magnética nuclear (RMN) 1D e
2D de H, 3P{H},23C{*H} e difracdo de raios X, confirmaram a estrutura esperada
para os mesmos. Os complexos C1-C3 demonstraram estabilidade em um periodo de
até 48 horas, em solucdo de DMSO (0,5%) com meio de cultura celular (99,5% RPMI),

guando avaliados utilizando a técnica de espectroscopia UV-visivel.

Ao avaliar a viabilidade celular dos complexos série C frente a diferentes
linhagens de células tumorais, foi possivel concluir que os complexos em geral sdo
mais ativos em células as células tumorais de ovario (A2780 e A280cis), nao
apresentando citotoxicidade marcante nas demais linhagens tumorais avaliadas. Com
excecdo do complexo C3, que apresentou os menores valores de ICso frente a
maiorias das linhagens tumorais testadas, fato este que pode estar correlacionado a

maior lipofilicidade apresentada pelo complexo.

O complexo C3 se destacou nesta série por possuir baixos valores de
ICso0 nas linhagens tumorais de ovario, sendo que o valor ICso aproximadamente 30
vezes menor que a cisplatina, farmaco inorganico de referéncia, frente a linhagem

A2780cis. Também, o0 mesmo mostrou um alto indice de seletividade. Portanto, o
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mesmo foi escolhido para prosseguir com 0s experimentos mais avancados nas
células A2780cis.

O complexo C3 exibiu efeito citotdxico e citostatico nas células tumorais
de ovério (A2780cis), levando a inibicdo da formacgéo de coldnias e diminuicdo do
tamanho de colbnias das células. Além disso, o complexo promoveu alteracdes
morfolégicas das células da linhagem A2780cis, bem como a diminuicdo da

confluéncia celular a partir da concentragdo de 2 x |Cso.

Ensaios de morfologia e formagé&o de colbnias das células ndo tumorais
MRC-5 também foram realizados, ap6s o tratamento com o complexo C3. Os
resultados mostraram que o composto C3 alterou fracamente a morfologia das
células, a partir da concentracado de 20 uM em 48h de tratamento. Também nessa
concentragdo (20 pM), foi observado a diminuicdo da éarea das coldnias. Esse
resultado demonstra a seletividade do complexo C3, apresentando maior
citotoxicidade nas células tumorais do que nas células saudaveis testadas.

O tratamento das células tumorais A2780cis com o0 composto C3 alterou
a proporcao de células nas fases do ciclo celular em comparacao com as células ndo
tratadas. A maior porcentagem de eventos foi observada na fase sub-G1. A presenca
de células hipodipléides (células sub-G1) sugere a possibilidade de apoptose, uma
vez que o processo de apoptose resulta na fragmentacdo do DNA. Foi identificada
gue o composto C3 induz a morte celular apoptética por meio do ensaio de citometria
de fluxo com os corantes anexina V-PE e 7AAD.

Os resultados apresentados de interacdo com a HSA indicam que os
complexos exibem uma afinidade de moderada a alta, pela albumina, o que possibilita
o transporte e a solubilidade dos complexos da série C no plasma humano pela HSA.

Os complexos C1-C3 demonstraram interacdes com o sulco menor do
DNA, como indicado pelo ensaio de deslocamento do Hoechst. Nao houve mudancas
substanciais nas estruturas secundaria e terciaria do DNA, sugerindo que o
mecanismo de acao dos complexos da série C, resulta na morte celular, que ndo esta
diretamente associada a uma interagcdo com o DNA.

E conhecido que o lapachol é capaz de induzir a formacdo de ROS e
essa inducdo pode ser potencializada quando ha a coordenagdo do mesmo, ao
Pd(l1).12147.148 Nesse sentido, o estresse oxidativo poderia ser um plausivel
mecanismo de morte celular causado pelos complexos da série C, no entanto mais

estudos devem ser realizados para confirmar esta hipotese.
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CAPITULO 7 — CONCLUSOES FINAIS

Neste trabalho 12 complexos Pd'/fosfina, contendo produtos naturais e
seus derivados como ligantes, foram sintetizados e caracterizados. Independente da
Série estudada, um Unico modo de coordenacéo foi observado, sendo este bidentado,
através dos atomos de oxigénios dos grupos cetona e enol dos ligantes, na série A, e
através dos oxigénios das quinonas e hidroxilas adjacentes nas séries B e C.

Uma caracteristica presente em todos os complexos de paladio com a
curcumina foi a instabilidade dos mesmos, nas condices dos testes bioldgicos (meio
de cultura e 0,5% DMSO). Isso deve-se a curcumina presente nos complexos, pois é
conhecido da literatura que a mesma sofre auto oxidagdo em condi¢des fisiologicas.

A curcumina livre se auto oxida mais rapidamente do que quando
complexada nos complexos sintetizados, mostrando assim que a coordenacdo agrega
maior estabilidade ao ligante. Os complexos sintetizados com naftoquinonas
demonstraram estabilidade nas condi¢Bes dos testes bioldgicos em até 48 h. Para o
complexo sintetizado com a antraguinona alizarina, foi identificada uma pequena
diminuicdo na intensidade das bandas de UV-vis em até 48 h. Foi identificado o
subproduto formado em meio de cultura e DMSO, e sua estrutura foi identificada por
difracdo de raio-X em monocristal, mostrando que se trata da alizarina coordenada ao
metal por meio das hidroxilas desprotonadas, formando um complexo neutro.

Os novos complexos sintetizados apresentaram de boas a excelentes
atividades citotoxicas frente a diversas linhagens celulares, sendo o destaque para as
linhagens celulares derivadas de tumores humanos de ovario (A2780 e A2780cis).
Além disso, os compostos foram mais seletivos frente as células tumorais de ovario
quando comparado as linhagens ndo tumorais. Diante desses resultados de
seletividade, os compostos [Pd(cur)(PPhs)2]PFe (Al) da série A, [Pd(dppe)(lap)]PFs
(B2) da série B e [Pd(dppf)(lap)]PFs (C3) da série C foram selecionados para estudos
adicionais nas células tumorais de ovario. Estes complexos foram capazes de inibir a
formacao de colbnias e alterar a morfologia de células da linhagem A2780cis (para 0s
complexos Al e C3) e A2780 (complexo B2) nas concentragfes proximas ao ICso, €
nao mostraram capacidade de inibir a migragéo celular quando avaliados pelo ensaio
de Wound Healing.

Uma observacao significativa nas células ovarianas tratadas com os

complexos Al, B2 e C3 diz respeito ao ensaio de quantificacdo e distribuicdo das
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células nas diversas fases do ciclo celular. Quando as células ovarianas foram
expostas a diferentes concentracfes desses compostos, foi observado um acumulo
de células com padrbes de conteudo de DNA anormais, conhecidas como células
Sub-G1. Essas células Sub-G1 séo hipodiploides, o que significa que possuem uma
quantidade de DNA reduzida, refletindo a presenca de células mortas com DNA
fragmentado. Essa alteracdo na proporcao das fases do ciclo celular sugere que os
complexos interferem na progressao do ciclo celular. Além disso, o acumulo de células
hipodipléides é consistente com a ocorréncia de apoptose, um processo que envolve
a fragmentacdo do DNA durante a morte celular programada. A inducdo do
mecanismo de morte celular por apoptose foi confirmado por meio de ensaios por
citometria de fluxo com os marcadores de fluorescéncia Anexina V-PE e 7-AAD.

Os complexos sintetizados apresentaram de moderada a alta afinidade
pela proteina HSA, viabilizando o transporte e a solubilidade dos compostos na
corrente sanguinea. O processo de interacdo entre os complexos e HSA ocorre de
forma espontanea e por meio de interacdes eletrostaticas ou hidrofébicas.

Na investigacdo dos potenciais alvos bioldgicos dos complexos,
realizamos uma analise da interacdo desses complexos com o DNA. Todas as trés
séries de complexos demonstraram interacdes fracas e reversiveis com o sulco menor
do DNA, sem causar danos a sua estrutura. Portanto, € provavel que esses compostos
nao exercam um impacto direto nos processos de transcri¢cdo, replicacdo e outros
relacionados ao DNA. Como resultado, pode-se concluir que o DNA nado é€,
provavelmente, o principal alvo desses compostos.

Pode-se constatar que o complexo Al induziu a formacao de ERO nas
células A2780cis, sendo o estresse oxidativo um dos possiveis mecanismos de acdo
deste complexo.

O estudo abrangente apresentado aqui, baseado tanto em aspectos
guimicos quanto biologicos, proporcionou uma compreensao aprimorada do sistema
Pd'-fosfinas/produtos naturais. A capacidade desses complexos para aplicacdo na
area da medicina, conforme demonstrado neste trabalho, estimula a continuidade de

pesquisas nesse campo.
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APENDICE

MATERIAL SUPLEMENTAR

Preparo das solucdes para os estudos de interacdo com biomoléculas DNA

TABELA A. 1. Preparo das solu¢cdes de CT-DNA e complexos da Série A (10%) e
Séries B e C (20%) para o aferimento da viscosidade do DNA. Volumes necessarios
das solucdes estoque dos compostos da série A, solugdo estoque de DNA, tampéo e
DMSO.

1* AN **
R Conczr:'tvrl?gao Volumes de solugéo estoque (pL)***
[DNA] [C] Composto® DMSO  Trisma-HCI DNAP-c
- 0 0 0 400/ 800 3600/ 3200 0
- 100 0 0 0 3930 70
- 100 0 0 400/ 800 3530/ 3130 70
0,05 100 5 10 390/ 790 3530/ 3130 70
0,10 100 10 20 380/ 780 3530/ 3130 70
0,15 100 15 30 370/ 770 3530/ 3130 70
0,20 100 20 40 360/ 760 3530/ 3130 70
0,25 100 25 50 350/ 750 3530/ 3130 70
0,30 100 30 60 340/ 740 3530/ 3130 70

*Ri é igual a razdo [Complexo]/[DNA]; **Concentracdes das espécies nas solucdes de
aferimento da viscosidade DNA; *** 2aConcentracdo da solucdo estoque dos
complexos em DMSO a 2,0 mM; PConcentracdo da solucdo estoque de DNA em
Tampdo Trisma-HCl a 5,72 mM; A concentracdo da solucdo estoque DNA foi
verificada antes do preparo das solucdes. Solvente DMSO; Solucdo tampédo de
Trisma-HCI.
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Parte | — Dados Série A

Al - [Pd(PPhs)2(cur)]PFe: solido alaranjado, rendimento 71%. Anal. (Calc.) para
Cs7H49F60sP3Pd, C, 59,75 (59,88); H, 4,53 (4,32) %. Condutividade Molar (S cm? mol-
1, DMSO): 26.6. IR (KBr, vicm™): 1622 (vC=0), 1504 (vC=C), 1282 (vC-0O), 842 (vP-
F). gTOF-MS m/z, calc. para Cs7H4906P2Pd [M]*: 997,2039; Encontrado: 997,2049.
RMN 'H (400 MHz, acetona-ds, 298K): & (ppm) (multiplicidade, constante de
acoplamento, atribuicéo): 8,17 (s; 2H; OH); 7,69 (dd; 12H; J = 11,3 e 7,8 Hz; Phoro
PPhs); 7,61 (t; 6H; J = 7,4 Hz; Phpara PPh3); 7,45 (t; 12H; J = 7,2 Hz; Phmeta PPh3); 6,89
(s; 2H; Ph curws)); 6,78-6,72 (m; 4H; Ph curqo,L10); 6,59 (d; 2H; J = 15,5 Hz; curws));
5,98 (d; 2H; J = 15,5 Hz; cura)); 5,90 (s; 1H; curwy); 3,87 (s; 6H; curwiy). RMN 13C{*H}
(100 MHz, acetona-ds, 298K): 6 (ppm): 178,35 (C2 cur); 149,81 (C8 cur); 148,57 (C7
cur); 141,46 (C4 cur); 135,48 (Corto PPh3); 133,03 (Cpara PPh3); 129,94 (Cmeta PPh3);
128,14 (C5 cur); 127,97 (Cquatemario PPh3); 124,24 (C3 cur); 123,69 (C10 cur); 116,08
(C9 cur); 111,06 (C6 cur); 104,96 (C1 cur); 56,27 (C11 cur). RMN 3P{lH}
(CH2ClI2(D20)): 35,4 ppm (S).
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A2 - [Pd(cur)(dppe)]PFs: solido esverdeado, rendimento 80%. Anal. (Calc.) para
Csa7Ha3Fs06P3Pd, C, 55,52 (55,50); H, 4,28 (4,26) %. Condutividade Molar (S cm?mol-
1, DMSO): 25,3. IR (KBr, vicm?): 1624 (vC=0), 1508 (vC=C), 1280 (vC-0), 844 (vP-
F). gTOF-MS m/z, calc. para Ca7H4306P2Pd [M]*: 871,1570; encontrada: 871,1575.
RMN 'H (400 MHz, acetona-ds, 298K): & (ppm) (multiplicidade, constante de
acoplamento, atribuicdo): 8,05 (dd; 8H; J = 11,9 e 7,6 Hz; Phoro dppe); 7,80-7,72 (m;
4H; J = 7,4 Hz; Phpara dppe); 7,68 (t; 8H; J = 7,1 Hz; Phmeta dppe); 7,09 (s; 2H; Ph
curws)); 6,94 (d; 2H; J = 15,5 Hz; Ph curws); 6,91 (d; 2H; J = 8,5 Hz; cur10)); 6,82 (d,;
2H; J = 8,2 Hz; curwg); 6,78 (d; 2H; J = 15,5 Hz; cures); 5,90 (s; 1H; curewy); 3,89 (s;
6H; cureiy); 3,22 (d; 4H; J = 21,5 Hz; CH2 dppe) . RMN 13C{*H} (100 MHz, acetona-
ds, 298K): & (ppm): 179,27 (C2 cur); 149,94 (C8 cur); 148,74 (C7 cur); 141,45 (C4
cur); 134,32 (Coro dppe); 133,86 (Cpara dppe); 130,54 (Cmeta dppe); 128,22 (C5 cur);
127,47 (Cquaternario dppe); 124,91 (C3 cur); 123,83 (C10 cur); 116,20 (C9 cur); 111,00
(C6 cur); 104,79 (C1 cur); 56,27 (C11 cur); 27,06 (CH2 dppe). RMN 3!P{*H} (CH2Cl>
(D20)): 60,9 ppm (s).

Q | PFs
[ \L

P\/
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A3 - [Pd(cur)(dppp)]PFs: solido alaranjado, rendimento 79%. Anal. (Calc.) para
C4sHasFs06P3Pd, C, 55,94 (55,91); H, 4,62 (4.40) %. Condutividade Molar (S cm? mol-
1, DMSO): 25,2. IR (KBr, vicm?): 1616 (vC=0), 1504 (vC=C), 1290 (vC-0), 844 (vP-
F). gTOF-MS m/z, calcd. para CasHa30eP2Pd [M]*: 885,1726, encontrado: 885,1719.
RMN 'H (400 MHz, acetona-ds, 298K): & (ppm) (multiplicidade, constante de
acoplamento, atribuicdo): 8,15 (s; 2H; OH); 7,85 (m; 8H; Phoro dppp); 7,65 (d; 4H; J =
6,9 Hz; Phpara dppp); 7,58 (t; 8H; J = 6,8 Hz; Phmeta dppp); 6,91 (s; 2H; Ph curws)); 6,81
(q; 4H; J = 8,0 Hz; Ph cur(e,10); 6,61 (d; 2H; J = 15,4 Hz; curws); 6,04 (d; 2H; J = 15,5
Hz; curws); 5,78 (s; 1H; curwy); 3,91 (s; 6H; cureiy); 3,01 (m; 4H; CH2 dppp); 2,35 (t;
2H; J = 22,7 Hz; CH2 dppp). RMN 3C{*H} (100 MHz, acetona-ds, 298K): § (ppm):
178,81 (C2 cur); 149,63 (C8 cur); 148,53 (C7 cur); 140,94 (C4 cur); 134,52 (Corto PPh3);
133,09 (Cpara dppp); 130,12 (Cmeta dppp); 128,26 (C5 cur); 127,04 (Cquaternario dppp);
124,62 (C3 cur); 123,34 (C10 cur); 116,10 (C9 cur); 111,26 (C6 cur); 105,53 (C1 cur);
56,26 (C11 cur); 24,35 (P-CH:z dppp); 19,86 (CH2 dppp). RMN 31P{1H} (CH2Cl: (D20)):
15,6 ppm ().
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A4 - [Pd(cur)(dppb)]PFs: solido alaranjado, rendimento 76%. Anal. (Calc.) para
Ca9HasFeOsP3Pd, C, 55,94 (55,91); H, 4,62 (4,40) %. Condutividade Molar (S cm? mol-
!, DMSO): 26,8. IR (KBr, vicm?): 1622 (vC=0), 1506 (vC=C), 1292 (vC-0), 840 (vP-
F). gTOF-MS m/z, calcd. For C4sH4s06P2Pd [M]*: 899,188; encontrado: 899,318. RMN
'H (400 MHz, acetona-ds, 298K): 5 (ppm) (multiplicidade, constante de acoplamento,
atribuicdo): 8,15 (s; 2H; OH); 7,84-7,80 (m; 8H; Phoro dppb); 7,76-7,67 (m; 4H; Phpara
dppb); 7,59 (t; 8H; J = 7,4 Hz; Phmeta dppb); 6,90 (s; 2H; Ph cure)); 6,77 (d; 4H; J =
8,9 Hz; Ph curo,10); 6,61 (d; 2H; J = 15,5 Hz; curs)); 6,08 (d; 2H; J = 15,5 Hz; cura);
5,79 (s; 1H; curwy); 3,88 (s; 6H; cur(i1); 2,83 (m; 4H; CH2 dppb); 2,39-2,17 (m; 4H; P-
CH2 dppb). RMN 3C{*H} (100 MHz, acetona-ds, 298K): § (ppm): 178,64 (C2 cur);
149,81 (C8 cur); 148,63 (C7 cur); 141,32 (C4 cur); 134,58 (Coro dppb); 133,20 (Cpara
dppb); 130,16 (Cmeta dppb); 129,09 (Cquaternario dppb); 128,24 (C5 cur); 124,58 (C3 cur);
123,54 (C10 cur); 116,17 (C9 cur); 111,25 (C6 cur); 105,15 (C1 cur); 56,33 (C11 cur);
26,61 (P-CH2 dppb); 24,09 (CHz dppb). RMN 31P{*H} (CH2Cl2 (D20)): 32,2 ppm (S).
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A5 - [Pd(cur)(dppf)]PFe: solido vinho, rendimento 75%. Anal. (Calc.) para
CssHa7FsFeOsP3Pd, C, 56,25 (56,31); H, 4,32 (4,04) %. Condutividade Molar (S cm?
mol, DMSO): 21,6. IR (KBr, vicm™): 1620 (vC=0), 1508 (vC=C), 1288 (vC-O), 844
(vP-F). qTOF-MS m/z, calcd. para CssHa7FeOsP2Pd [M]*: 1027,1232; encontrado:
1027,1230. RMN *H (400 MHz, acetona-ds, 298K): & (ppm) (multiplicidade, constante
de acoplamento, atribuicdo): 8,61 e 8,18 (s; 2H; OH); 7,97 (dt; 8H; J = 11,5 e 7,8 Hz;
Phorto dppf); 7,75 (t; 4H; J = 7,3 Hz; Phpara dppf); 7,61 (t; 8H; J = 7,1 Hz; Phmeta dppf);
6,92 (s; 2H; Ph curwe)); 6,78 (d; 4H; Ph curwo,L10); 6,56 (d; 2H; J = 15,5 Hz; curws);
5,97 (d; 2H; J = 15,5 Hz; curwa); 5,88 (s; 1H; curwy); 4,77 (s; 4H; Cf ferroceno); 4,64
(s; 4H; Cg ferroceno); 3,94 e 3,88 (s; 6H; cur1y). RMN 13C{*H} (100 MHz, acetona-
ds, 298K): 5 (ppm): 180,56 e 178,36 (C2 cur); 151,84 e 149,77 (C8 cur); 148,56 e
147,59 (C7 cur); 141,25 (C4 cur); 135,35 (Corto dppf); 133,34 (Cpara dppf); 130,47
(Cquatenario dppf); 130,02 (Cmeta dppf); 129,18 e 127,62 (C5 cur); 125,80 e 124,41 (C3
cur); 123,65 (C10 cur); 116,53 e 116,08 (C9 cur); 112,49 e 111,07 (C6 cur); 104,90 e
101,97 (C1 cur); 78,48 (Cf ferroceno); 76,19 (Cg ferroceno); 71,11 (Cquaternario
ferroceno); 56,37 e 56,27 (C11 cur). RMN 31P{1H} (CH2Cl2 (D20)): 40,0 ppm (s).

B

155



Jocely de Lucena Dutra

Apéndice

TABELA A. 2. Dados cristalograficos e parametros de refinamento das estruturas
obtidas para os complexos Al - [Pd(PPhs)z(cur)]PFs, A2 - [Pd(cur)(dppe)]PFs, A4 -
[Pd(cur)(dppb)]PFs e A5 - [Pd(cur)(dppf)]PFes.

Al A2 A4 A5
Férmula Empirica Cs7Ha9F606P3Pd  Ca7Ha3FsO06P3Pd  CagHa7FsOsP3Pd CssHsoCloFsFeOsPsPd
Massa molecular 1143,27 1017,12 1045,17 1531,19
Temperatura/K 100 100 293 100
Sistema Cristalino Monoclinico Monoclinico Triclinico Monoclinico
Grupo espacial P2i/c P21/n P-1 P2i/n
a/A 14,0442(3) 14,0940(2) 9,0366(6) 17,9737(3)
b/A 9,5822(2) 22,4280(3) 16,4302(12) 15,9310(3)
c/A 37,0985(7) 16,0300(3) 19,0475(13) 23,2031(5)
a/° 90 90 112,064(7) 90
/e 94,609(2) 112,924(2) 96,129(6) 95,1174(18)
v/° 90 90 101,480(6) 90
Volume/ A3 4976,36(18) 4666,90(14) 2516,7(3) 6617,5(2)
Z 4 4 2 4
Pecalc g/ cm3 1,526 1,448 1,379 1,537
W/ mm-t 0,545 0,571 0,531 0,990
F(000) 2336 2072 1068 3080
Tamanho do Cristal/ 0,188 x 0,177 x 0,208 x 0,319 x
mm?3 0,062 x 0,027 0,139 x 0,105 0,102 x 0,063 0,282 x 0,175
Radiacao Mo Ka Mo Ka Mo Ka Mo Ka
(A=0.71073) (A=0.71073) (A=0.71073) (A=0.71073)
Faixa 20 da coleta de 5 55 o 51 496 37422515 5,06 a51,496° 4,354 a 51,36
dados/®
-16 <h <17, -17<h <17, -11<h<11, -21<h <21,
Intervalo de indices -11<k<11, -27 <k <27, -20 <k <20, -18<k <19,
-45<1<45 -19<1<19 -23<1<23 -28<1<28
Refleccbes coletadas 76902 94656 47990 57867
Refleccdes 9514 8938 9594 12522
Independentes [Rint = 0,0650; [Rint = 0,0472; [Rint = 0,1055; [Rint = 0,0429;
Rsigma = 0,0336] Rsigma = 0,0211] Rsigma = 0,0941] Rsigma = 0,0325]
Dados/restrigbes/ 9514/0/662 8938/0/572  9594/151/590 12522/84/797
parametros
Melhor ajuste de F? 1,081 1,058 1,004 1,105
indices R finais R1=0,0339; Ri1=0,0277; R1 = 0,0800; R1=0,0473;
[I>=20 (I)] wR2 = 0,0765 wR2 = 0,0685 wR2 = 0,2250 wR2 = 0,1074
indices R finais [todos Ri=0,0395; R1 =0,0328; R1=0,1093; R1=0,0691,;
0s dados] wR2 = 0,0789 wR2 = 0,0722 wR2 = 0,2609 wWR2 = 0,1247
Maior diferenca Pico/
vale / e.A3 0,74/-0,62 0,65/-0,48 2,06/-1,41 1,11/-1,11

Parametro Flack
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FIGURA A. 1. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (cm) da curcumina
em pastilha de KBr.

100
90
80

70 +

60

50 +

3503
1621
1590
1436~
1095
692 —————
557

1282

40

Transmitancia (%)

30 +

1504

20

T T T T T T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm™)

FIGURA A. 2. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (cm™?) do Al -
[Pd(PPhs)2(cur)]PFe em pastilha de KBr.
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FIGURA A. 3. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (cm™?) do A2 -
[Pd(cur)(dppe)]PFs em pastilha de KBr.
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FIGURA A. 4. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (cm™?) do A3 -
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FIGURA A. 5. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (cm™?) do A4 -
[Pd(cur)(dppb)]PFs em pastilha de KBr.
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FIGURA A. 6. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho (cm™) do A5 -
[Pd(cur)(dppf)]PFs em pastilha de KBr.
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FIGURA A. 14. Espectros eletronicos dos complexos A1-A5 em DMSO.
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FIGURA A. 16. Curvas de concentracdo-resposta das células tumorais (MDA-MB-231,
MCF7, SK-BR-3, A549, DU-145, A2780 e A2780cis) e das células ndo tumorais (MCF-
10A E MRC-5) apoés o tratamento com os complexos A1-Ab.
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FIGURA A. 17. Curvas de concentracao-resposta das células tumorais A2780cis com
15 minutos de irradiacdo em 460-465 nm apds o tratamento com os complexos Al-
Ab5.
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FIGURA A. 18. Espectros de fluorescéncia da HSA na auséncia e presenca dos
compostos em diferentes razdes [composto]/[[HSA] (a=0,5; b=1,0;¢c =1,5;d =2,0;
e=25;f=3,0;9g=3,5 e h=4,0), com comprimento de onda de excitacdo a 270 nm,
a 25°C em tampao Trisma-HCI: A2 - [Pd(cur)(dppe)]PFs; A3 - [Pd(cur)(dppp)]PFs; A4
- [Pd(cur)(dppb)]PFs e A5 - [Pd(cur)(dppf)]PFs. Graficos de Stern-Volmer para
supresséo de fluorescéncia da HSA na auséncia e presenca dos compostos a 298,
303 e 310 K.

177



Jocely de Lucena Dutra Apéndice

24h N LM\JW_,ULJ\J»&_A_JW

48h . W,

10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5
Deslocamento quimico (ppm)

FIGURA A. 19. Espectros de RMN *H do complexo A1 com a guanosina (1 mol: 2 mol)
em 0, 24 e 48 horas, em DMSO deuterado.
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FIGURA A. 20. Espectros de fluorescéncia do DNA-Hoechst na auséncia e presenca
dos compostos em diferentes razdes [composto]/[DNA-Hoechst] (a=0; b=1; c=2; d=
3;e=4;1=5;9=6; h=7; i= 8; j= 9 e *k= 10), com comprimento de onda de excitagao
a 340 nm, a 37 °C em tampéao Trisma-HCI: dos complexos A2-A5.
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Parte Il — Dados Série B

- [Pd(dppe)(lau)]PFs: solido roxo, rendimento 66% (47 mg). Anal. (Calc.) para
CaeH20F603P3Pd, C, 53,27 (53,17); H, 4,33 (4,00) %. Condutividade Molar (S cm? mol-
1 DMSO): 20,8. IR (KBr, vicm™): 1620 (vC=0), 1105 (vC-O), 840 e 557 (vP-F). qTOF-
MS m/z, calc. para CssH2003P2Pd [M]*: 677,0627; encontrada: 677,0650. RMN *H (400
MHz, Acetona-ds): & 8.06 (s; 8H; dppe Phoro); 7,95 — 7,73 (m; 4H; dppe Phpara); 7,74 —
7,46 (m; 12H; dppe Phmeta, H(6), H(7), H(8) e H(9)); 5,85 (s; 1H; H(3)); 3,20 (d; J =
25,7 Hz; 4H; alifaticos dppe). RMN 3!P{1H} (CH2Cl2 (D20)): 66,7 ppm (S).

|PFg
5% i

Ph—s Py, \\P@

- [Pd(dppe)(lap)]PFs: sélido roxo, rendimento 60% (46 mg). Anal. (Calc.) para
C41H37Fs03P3Pd, C, 55,19 (55,26); H, 4,06 (4,19) %. Condutividade Molar (S cm? mol-
1 DMSO): 21,7. IR (KBr, v/cm™): 1620 (vC=0), 1107 (vC-O), 840 e 559 (vP-F). qTOF-
MS m/z, calc. para C41H37O3P2Pd [M]*: 745,1253; encontrada: 745,1266. RMN *H (400
MHz, acetona-ds) 6 8,14 (dd; J = 12,9; 7,7 Hz; 8H; dppe Phoro); 7,94 (d; J = 7,7 Hz;
1H; H(9)); 7,89 (d; J = 7.6 Hz; 1H; H(6)); 7,83 (t; J = 7.2 Hz; 2H; H(7, 8)); 7,74 (t; J =
7,3 Hz; 4H; dppe Phpara); 7,65 (t; J = 7,0 Hz; 8H; dppe Phmeta); 5,11 (t; J = 6.9 Hz; 1H;
H(12)); 3,31 (dd; J = 33,5; 10,3 Hz; 4H; alifaticos dppe); 3,14 (d; J = 6,4 Hz; 2H; H(11));

1,52 (s; 6H; metilas H(14, 15)). RMN 3P{*H} (CH2Cl2 (D20)): 66,6 ppm (dd; J =
15,8 Hz).
TP,
P,,,
/P
\ \,0 b
/1——2\\ /1 2=1 3\
210 311 15
/5—4
7=6 3
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B3 - [Pd(dppe)(Ilpm)]PFs: sdlido roxo, rendimento 62% (50 mg). Anal. (Calc.) para
CasH3sFeO3P3Pd, C, 57,21 (57,13); H, 3,85 (3,81) %. Condutividade Molar (S cm? mol-
1, DMSO): 25,2. IR (KBr,v/cm™): 1625 (vC=0), 1103 (vC-0O), 840 e 559 (vP-F). gTOF-
MS m/z, calc. para CasHzs03P2Pd [M]*: 779,1096; encontrada: 779,1109. RMN *H (400
MHz, acetona-ds) & 8,16 (m; 8H; dppe Phoro); 7,96 (d; J = 16,3 Hz; 1H; H(11)); 7,92 —
7,75 (m; 4H; H(, 7, 8, 9); 7,76 — 7,56 (m; 12H; dppe Phmeta € Phpara); 7,42 (d; J = 16,4
Hz; 1H; H(12)); 7,36 — 7,15 (m; 5H; H(14, 15, 16, 17, 18); 3,28 (d; J = 25,2 Hz; 4H;
alifaticos dppe). RMN 3!P{*H} (CH2Cl2 (D20)): 65,7 ppm (S)

p& A8, Q o

v N
14-15
y P Vi
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B4 - [Pd(dppe)(ali)]PFs: sdlido vinho, rendimento 71% (55 mg). Anal. (Calc.) para
CaoH31Fe04P3Pd, C, 54,14 (54,04); H, 3,18 (3,51) %. Condutividade Molar (S cm? mol-
1 DMSO): 27,0. IR (KBr, v/cm™): 1614 (vC=0), 1105 (vC-O), 840 e 557 (vP-F). qTOF-
MS m/z, calc. para C4oH3104P2Pd [M]*: 743,0732; encontrada: 743,0746. RMN *H (400
MHz, Acetone-ds): 6 8,16 (dd; J = 12,9; 7,3 Hz; 8H; dppe Phono); 8,05 (d; J = 7,5 Hz;
1H; H(13)); 7,86 — 7,74 (m; 4H; dppe Phpara); 7,70 (td; J = 7,7 e 2,2 Hz; 8H; dppe
Phmeta); 7,58 (t; J = 7,7 Hz; 2H; H(11, 12)); 7,52 (d; J = 7,9 Hz; 1H; H(10)); 7,39 (d; J =
8,1 Hz; 1H; H(6)); 7,20 (s; 1H; OH); 6,91 (d; J = 7,9 Hz; 1H; H(5)); 3,36 (d; J = 23,3 Hz;
4H; alifaticos dppe). RMN 3!P{1H} (CH2Cl2 (D20)): 66,1 ppm (dd; J = 21,8 Hz).
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TABELA A. 3. Dados cristalograficos e parametros de refinamento das estruturas
obtidas para os complexos B1 - [Pd(dppe)(ali)]PFs € B4 modificado - [Pd(dppe)(ali)]

DMSO.

B4 B4 modificado
Formula Empirica CaoH31FeO4P3Pd Ca2H3605P2PdS
Massa molecular 888,96 821,180
Temperatura/K 293 293
Sistema Cristalino monoclinico monoclinico
Grupo espacial P2i/n P2i/n
alA 10,3575(13) 13,8880(16)
b/A 17,380(2) 12,1399(11)
c/A 20,841(3) 23,064(3)
of°® 90 90
p/e 98,190(12) 103,912(12)
v/° 90 90
Volume/A3 3713,4(8) 3774,5(7)
Z 4 4
Pcalc glcm3 1,590 1,445
p/mm-t 0,701 0,676
F(000) 1792,0 1678,1
Tamanho do Cristal /mm?3 0,182 x 0,073 x 0,035 0,543 x 0,172 x 0,082
Radiacéo Mo Ka (A =0,71073) Mo Ka (A =0,71073)

Faixa 20 da coleta de

5,086 a 53,998 514 a 51,36
dados/®
Intervalo -13=<h <183, 17<h<21,
de indices -22<k=22, 18 <k<17,
-26<1=<26 -33<1<34
Refleccbes coletadas 25875 31095

Reflec¢bes Independentes

Dados/restricoes/
parametros

Melhor ajuste de F?

indices R finais

[>=20 (1)]

indices R finais [todos os
dados]

Maior diferenga Pico/vale /

e.A3 Parametro Flack

8103 [Rint = 0,0892;
Rsigma = 0,1025]

8103/223/494
1,046

0,63/-0,78

8243 [Rint = 0,0751;
Rsigma = 0,1453]

7163/189/462
1,084

R1=0,0648; wR2 = 0,1330 R1=0,0619; wR2 = 0,1535

R1=0,1378; wR2 = 0,1811 Ri1=0,1083; wR2 = 0,2006

2,06/-0,79
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FIGURA A. 21. Espectros de RMN de 3'P{*H} dos complexos (A) B1; (B) B2; (C) B3 e

(D) B4, em CH2Clz(D20).
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FIGURA A. 22. Espectros de RMN de 3'P{*H} dos complexos B1 - [Pd(dppe)(lau)]PFs
em diferentes temperaturas, em CD2Cl>.
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FIGURA A. 23. Espectros de RMN de 3'P{*H} dos complexos B3 - [Pd(dppe)(Ipm)]PFs
em diferentes temperaturas, em CD2Clz.
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FIGURA A. 26. Espectros de RMN 13C{*H} dos complexos (A) B1 - [Pd(dppe)(lau)]PFs;
(B) B2 - [Pd(dppe)(lap)]PFs; (C) B3 - [Pd(dppe)(Ipm)]PFs e (D) B4 - [Pd(dppe)(ali)]PFs,
em acetona-ds.
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FIGURA A. 27. Mapas de correlacdo de RMN 2D: *H-13C HSQC dos complexos (A)
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(D) B4 - [Pd(dppe)(ali)]PFs, em acetona-de.
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FIGURA A. 30. Espectros de UV-vis em diferentes concentracdes dos complexos (A)
B1 - [Pd(dppe)(lau)]PFs; (B) B2 - [Pd(dppe)(lap)]PFs; (C) B3 - [Pd(dppe)(lpm)]PFs e
(D) B4 - [Pd(dppe)(ali)]PFs, em DMSO.

196



Jocely de Lucena Dutra Apéndice

140
< 1407 MCE-7 - Bl S 120 SKBR-3 - Bl
< 120 = B2 = - B2
= 1001 : gi E 100 -+ B3
é 80 % 80 -+ B4
g 60- g 607
% 404 % 404
a S 504
S 204 S 20
0 T T T T 0 T T T T
2 -1 0 1 2 -1 0 1 2 3
log [C] (@sM) log [C] (M)
140
= DU-145 - Bl = A549 -~ Bl
S 100+ ™ B3 3 § I $
] -+ B4 E -+ B3
8 807 8 1004 -+ B4
S 60 3
E: ks
= 404 = 504
< <
s 20 S
0 1 I 1 1 0 1 T T 1
2 -1 0 1 2 -1 0 1 2
log [C] (@®M) log [C] (sV)
150 200
- Bl .
2 A2780 3 A2780cis ~ * Bl
3 & 1504
S 100- -+ B3 E -+ B3
3 -+ B4 3 100~ - B4
() ()
e] e]
© [
T 501 ©
3 3 501
S S
S S
O 1 1 ] 1 O 1 1 1 1
2 -1 0 1 2 1 0 1 2
log [C] @M) log [C] @M)
140
< MRC-5 - Bl
< 120- = B2
]
E -+ B3
S 100
© -+ B4
()
2 804
h=!
g 60
>
40 1 1 1 1
-2 1 0 1 2 3
log [C] @®M)

FIGURA A. 31. Curvas de concentracdo-resposta das células tumorais (MCF7, SK-
BR-3, A549, DU-145, A2780 e A2780cis) e célula ndo tumoral (MRC-5) apés o
tratamento com os complexos B1-B4, adicionados imediatamente apds o preparo das
solugdes.
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FIGURA A. 32. Espectros de fluorescéncia da HSA na auséncia e presenca dos
compostos em diferentes razdes [composto]/[[HSA] (a =0,5; b=1,0;¢c =1,5;d =2,0;
e=2,5;f=3,0;g=3,5 e h=4,0), com comprimento de onda de excitacdo a 270 nm,
a 25°C em tampéo Trisma-HCI: B1 - [Pd(dppe)(lau)]PFs; B3 - [Pd(dppe)(lpm)]PFs e
B4 - [Pd(dppe)(ali)]PFs. Gréaficos de Stern-Volmer para supressao de fluorescéncia da
HSA na presenca dos compostos a 298, 303 e 310 K.
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FIGURA A. 33. Espectros de supressdo de fluorescéncia do DNA-Hoechst na
auséncia (a) e presenca dos complexos B2-B4 (b-i; b=7,5 yM; c=15 yM; d=22,5 pM;
e=30,0 uM; f= 37,5 uM; g=42,5 uM e i= 50,0 pM), concentragédo constante da DNA-
Hoechst de 75 e 2,5 pM, respectivamente. Comprimento de onda de excitacdo a 340
nm, a 25°C em tampéao Trisma-HCI.
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Parte Ill - Dados da Série C

Cl - [Pd(dppp)(lap)]PFs: solido roxo, rendimento 85%. Anal. (Calc.) para
Ca2H39F6O3P3Pd, C, 55,83 (55,74); H, 4,46 (4,34) %. Condutividade Molar (S cm? mol-
1, DMSO e CH2Cl2): 22,3 e 35,1. IR (KBr,v/cm): 1602 v(C1=0), 1610 v(C4=0), 1101
v(C-0), 840 v(P-F) e 557 &(P-F). qTOF-MS m/z, calc. para Ca2H3903P2Pd [M]*:
759,141; encontrada: 759,1425. RMN H (400 MHz, (CDs)2CO) 6 7,93 (dd; J = 12,5;
7,8 Hz; 8H; dppp Phoro); 7,88 (s; 1H; H(9)); 7,81 (t; J = 7,3 Hz; 2H; H(7, 8)); 7,67 (t; J
= 7,0 Hz; 4H; dppp Phpara); 7,57 (d; J = 7,3 Hz; 8H; dppp Phmeta); 7,21 (d; J = 7,7 Hz;
1H; H(6)); 4,83 (t; J = 7,0 Hz; 1H; H(12)); 3,23 — 3,08 (m; 4H; alifaticos dppp(a)); 2,78
(d; J = 7,3 Hz; 2H; H(11)); 2,43 (t; J = 23,7 Hz; 2H; alifaticos dppp(b)); 1,53 e 1,41 (s;
6H; H(14, 15)). RMN 3P{*H} (CH2Cl2(D20)): 18,6 e 15,0 ppm (dd; Jr-r = 33,3 Hz).

C2 - [Pd(dppb)(lap)]PFe: solido roxo, rendimento 68%. Anal. (Calc.) para
Ca3H41FsO3P3Pd, C, 56,48 (56,19); H, 4,85 (4,50) %. Condutividade Molar (S cm? mol-
1, DMSO e CH2Cl): 21,4 e 33,7. IR (KBr,v/cm™): 1623 v(C1=0), 1654 v(C4=0), 1101
v(C-0), 840 v(P-F) e 557 &(P-F). qTOF-MS m/z, calc. para CasH4103P2Pd [M]*:
773,157; encontrada: 773,1587. RMN 'H (400 MHz, (CDz3)2CO) 6 7,99 — 7,89 (s; 8H;
dppb Phoro); 7,88 (d; J = 7,7 Hz; 1H; H(9)); 7,81 — 7,71 (m; 4H; dppb Phpara); 7,67 —
7,56 (m; 8H; dppb Phmeta); 7,53 (td; J = 7,6; 1,3 Hz; 2H; H(7, 8); 6,95 (d; J = 6,2 Hz;
1H; H(6)); 4,88 (t; 1H; J = 7,0 Hz; H(12)); 3,26; 2,78; 2,41; 1,96 (s; 8H; CH: alifaticos);
2,90 (d; 2H; J = 7,3 Hz; H(11)); 1,54; 1,40 (s; 6H; H(14,15)). RMN 3!P{H}
(CH2ClI2(D20)): 37,3 e 30,3 ppm (dd; Je-p = 38,5 Hz).

C3 - [Pd(dppf)(lap)]PFe: sOlido roxo, rendimento 75%. Anal. (Calc.) para
Ca9Ha1FsFeOsP3Pd, C, 56,34 (56,21); H, 3,97 (3,95) %. Condutividade Molar (Scm?
mol2, DMSO): 25,7. IR (KBr,v /cm'1): 1620 v(C1=01), 1654 v(C4=04), 1097 v(C-0O),
844 v(P-F) e 557 8(P-F). qTOF-MS m/z, calc. para CagHa1FeOsP2Pd [M]*: 901,092;
encontrada: 901,0950. RMN 'H (400 MHz, (CD3)2CO) 6 8,12 (dd; J = 13,1; 7,7 Hz; 4H;
dppf Phpara); 7,97 — 7,76 (m; 10H; dppf Phoro € H(7,8)); 7,71 — 7,58 (m; 8H; dppf Phmeta);
7,55 (td; J = 7,6; 1,3 Hz; 1H; H(9)); 6,91 (dd; J = 7,7; 0,7 Hz; 1H; H(6)); 5,36; 4,97;
4,74; 4,21 (s, 8H, ferroceno); 4,71 (s; 1H; H(12)); 2,72 (d; J = 7,2 Hz; 2H; H(11)); 1,51
e 1,33 (s; 6H; H(14,15)). RMN 31P{H} (CH2Cl2(D20)): 44,6 e 42,5 ppm (dd; Jp-p = 2,6
Hz).
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TABELA A. 4. Dados cristalograficos e parametros de refinamento das estruturas
obtidas para os complexos C2 - [Pd(dppb)(lap)]PFs € C3 - [Pd(dppf)(lap)]PFes.

C2 C3
Formula Empirica CasHa1FeO3P3Pd Ca9Ha1FeOsP2Pd
Massa molecular 919,130 902,01
Temperatura/K 293 100
Sistema Cristalino monoclinico monoclinico
Grupo espacial 12/a P2i/c
alA 26,131(2) 9,69490(10)
b/A 8,7171(7) 28,6105(2)
c/A 37,334(3) 16,31870(10)
al’ 90 90
B/° 93,321(7) 102,4070(10)
y/° 90 90
Volume/A3 8490,0(11) 4420,70(6)
Z 8 4
pcalcg/Cm3 1,438 1,355
p/mm-t 0,614 6,904
F(000) 3740,7 1844,0
Tamanho do Cristal /mm3 0,401 x 0,084 x 0,053 0,179 x 0,139 % 0,034
Radiacao Mo Ka (A = 0,71073) Cu Ka (L =1,54184)

Faixa 20 da coleta de dados/°

Intervalo
de indices

Reflec¢des coletadas
Reflec¢bes Independentes

Dados/restricdes/parametros
Melhor ajuste de F?

indices R finais [I>=20 (I)]

indices R finais [todos os dados]

Maior diferenca Pico/vale / e A3
Parametro Flack

4,92 a51,5
-39 <h<41,
-12<k <13,
57 <1<57
80138
8127
[Rint = 0,2117,
Rsigma = 0,2444]
8127/136/455
1,045
R1 = 0,0659,
wR2 = 0,1460
R1=0,1272,
WR2 = 0,1855

0,96/-1,00

9,34 a 140,098
-11<h<s11,
-34 <k =33,
-19<1=19

73349
8379

[Rint = 0,0632,

Rsigma = 0,0312]
8379/0/507

1,053
R1=0,0389,

WR2 = 0,0952
R1=0,0419,
wR2 = 0,0969

1,01/-0,66
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FIGURA A. 40. Mapas de correlagdo de RMN 2D: 'H-13C HMBC dos complexos (A)
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FIGURA A. 43. Espectros de UV-vis em diferentes concentracdes dos complexos (A)
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213



Jocely de Lucena Dutra Apéndice
150
;\3 MDA-MB-231 - C1 ;\3140— MCE-7 - C1
g 2 120
wq ~e
1004 - 100
% % -+ C3
3 S 80+
() (]
-C?S % 60
S 501 o
= = 404
3 3
S S 207
O 1 T T T O 1 1 1
-2 -1 0 1 2 -1 0 1 2
log [C] @W) log [C] (V)
150 150
2 SKBR-3 -~ C1 < DU-145 - Cl
< = C2 < - C2
K ©
S 100- -+ C3 S 1001 - C3
(] ()
o o
(] ()
© ©
© ©
T 50 T 50
= 3
& s
S S
0 T T T 0 1 1 1 I
-1 0 1 2 -2 -1 0 1
log [C] @M) log [C] (M)
150 - C1 150 - C1
S AS49 S A2780
= = C2 e - C2
© ©
S 1004 Vﬂﬂ- C3 S 1004 -+ C3
() (0]
o (&)
() ()
e} e]
© ©
=} 50 ° 50+
3 3
3 IS
S S
O 1 1 1 1 0 1 1 1
-2 -1 0 1 2 -2 -1 0 1 2
log [C] (M) log [C] (M)
150 120
S A2780cis - Cl < MRC-5 - Cl
bt - C2 ~ 1004
= 5 100 = C2
S 100 -+ C3 E - C3
() ()
o o 804
() ()
ks ks
S 50 z 60
3 3
© ©
S S 40
0 1 1 1 1 1 1
-1 0 1 2 -1 0 1 2
log [C] @wM) log [C] @W)

FIGURA A. 44. Curvas de concentracdo-resposta das células tumorais (MDA-MB-231,
MCF7, SK-BR-3, A549, DU-145, A2780 e A2780cis) e célula ndo tumoral (MRC-5)
ap0s o tratamento com os complexos C1-C3, adicionados imediatamente apds o
preparo das solucoes.
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FIGURA A. 45. Espectros de supressao de fluorescéncia da HSA na auséncia (a) e
presenca dos compostos C1 e C2 (b-h; b= 2,5 uM; c= 5 uM; d= 7,5 uM; e= 10 uM; f=
12,5 uM; g= 15,0 uM e h= 17,5 yM), com concentragao constante da HSA de 2,5 uM.
Razao [Complexo]/[HSA]= 0; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7. Gréaficos de Stern-Volmer para
supressao de fluorescéncia da HSA na presenca dos compostos a 298, 303 e 310 K.
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